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RESUMO

Com o objetivo de estudar diferencas de processo de cultivo e a
influéncia de mecanismos de controle na sintese de glicoamilase,
realizaram-se ensaios descontinuos e descontinuos alimentados com
Aspergillus awamori NRRL 3112.

Cytilizou-se um meio de cultivo a base de farinha de mandioca,
suplementado com nutrientes, em fermentador agitado (700rpm) e
aerado (10 litros de ar/min), com volume de reacio de 10 litros
praticamente constante, fracdo de in6culo de 10% em volume, pH 4,0 e
temperatura de 35°C.

Foram realizados ensaios com concentracao total de acacares de
20g/1 e 40g/]l, tanto descontinuos como descontinuos alimentados.
Nestes variou-se a vazdo massica de alimentacao (fs), o instante de inicio
de alimentacdo e a condiciao do xarope de farinha (previamente
hidrolisado ou nao).

Repeticoes dos ensaios descontinuos indicaram variabilidade de
resultados elevada.

Nio se observou expressivas mudancas no crescimento
microbiano, a nao ser pelo aumento na velocidade especifica nos
ensaios descontinuos alimentados a 20g/1.

A sintese de glicoamilase foi sensivelmente aumentada nos
ensaios descontinuos alimentados a 20g/l (produtividade dobrada). A
40 g/1, obteve-se produtividade 26% superior.

Os melhores resultados foram obtidos com fs=17,1 gART/h a
So=20g/1 e fs=32,2 gART/h a 40g/], e obteve-se o pior no ensaio em que
se alimentou desde o inicio de cultivo.

A S¢=20g/]1 a repressao se apresenta como principal mecanismo
de controle de sintese de glicoamilase, nao ocorrendo a mesma a 40g/l,
ensaios nos quais a inducao tornou-se muito relevante.
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ABSTRACT

In order to study different processes and the influence of control
mechanism on glucoamylase synthesis, several batch and fed-batch
runs were made with Aspergillus awamori NRRL 3112.

A medium containing cassava flour and nutrients were used in a
10 liters stirred and aerated tank, at pH 4,0 and temperature 35°C.

The batch and fed-batch runs used 20 and 40 g of total reducing
sugars (TRS) per liter. In the fed-batch runs, the carbon source feed rate
(fs), the feeding start time, and whether the syrup were pre-hydrolyzed
or not were varied.

Repeated batch runs showed significant variability.

Notable changes in cell growth were not observed, unless by the
increase of the specific growth rate in the 20 gTRS/1 fed-batch runs.

The enzyme productivity doubled in the lower sugar
concentration fed-batch runs, but increased just 26% in the runs with
40g/1 of TRS.

The best results were achieved at 20g/1 with carbon source feed
rate=17,1 gTRS/h and fs=32,2 gTRS/h at 40g/l.. The worst was noted
when the feeding started at the beginning of the run.

At 20 gTRS/], repression showed as the main mechanism control
in order to synthesize glucoamylase. On the other hand induction
became the relevant factor when 40gTRS/1 were offered to

microorganism.
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NOTACAO

A atividade enzimatica (U/1)

Am atividade enzimatica maxima (no instante tA) (U/1)
Ao atividade enzimatica inicial (U/1)

fs vazao massica de alimentacao (gART/h)

M1 massa total de ART transferida pela alimentacio (gART)
PA produtividade em enzima (U/1/h)
PX produtividade em célula (g/1/h)

r coeficiente de correlaciao

S concentracao de acucares redutores totais (ART) (g/1)

So concentracao inicial de ART (g/1)

St concentracao "total" de ART (soma das quantidades inicial e
alimentada, dividida pelo volume final) (g/1)

t instante do cultivo (h)

tA instante de maxima atividade enzimatica (h)

tX instante de maxima concentracéo celular (h)

vx velocidade de crescimento celular (g/1/h)

VA velocidade de producio de glicoamilase (U/1/h)

Vali volume de xarope alimentado no intervalo de 1 h (ml)
Vamo volume de amostra retirado (ml)

Vcal volume calculado sem correcéo (1)

Vcor volume calculado com correcao (1)

Vdes  volume desprezado na retirada da amostra (ml)



VHC1
VNaOH

YA/S
YX/S
A6
of

Hmax
nA
HAmax

iv

volume adicionado de solucio de acido cloridrico em 1 h (ml)

volume adicionado de solucido de hidroxido de sédio em 1 h
(ml)

volume inicial de reacao (1)

volume final de reacao (1)

concentracao celular (g/1)

concentracgao celular maxima (no instante tX) (g/1)
concentracao celular inicial (g/1)

fator de conversao substrato a enzima (U/g)

fator de conversao substrato a células (g/g)

tempo de alimentacao (h)

instante do término da alimentacao (h)

instante do inicio da alimentacao (h)

velocidade especifica de crescimento celular (h-1)
velocidade especifica maxima de crescimento celular (h-1)
velocidade especifica de producao de enzima (U/g/h)

velocidade especifica maxima de producao de enzima (U/g/h)
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1 INTRODUCAO

A glicoamilase, ou amiloglicosidase, ¢ uma hidrolase amplamente
utilizada na industria e uma das enzimas mais produzidas em todo o
mundo. Trata-se de uma exoenzima que age sobre as ligacbes o-1-4 e o-
1-6 da molécula de amido, transformando-a em glicose.

Em termos de producao, a glicoamilase ocupa o segundo lugar no
cenario mundial, somente superada por protease bacteriana, segundo
dados do ano de 1980 (Eveleigh, 1981), conforme se observa na
Tabela 1.1.

Tabela 1.1 Producdo e Vendas mundiais de enzimas microbianas, em
1980 (Eveleigh, 1981).

Enzima Producao Vendas
(toneladas/ano) (USS$ milhées/ano)

Protease bacteriana 530 66

Glicoamilase 350 36

o-amilase 320 12

Glicose-isomerase 70 56

Renina 26 64

Em relacao ao mercado mundial, estimado em US$ 520 milhdes
no ano de 1986 (Magalhaes, 1989), o Brasil tem uma participacio
modesta (1,3%), em especial comparada ao de paises desenvolvidos,
visto que EUA, Canada e Franca somam 66% deste mercado. Em uma
analise per capita, percebe-se que o Brasil, com 3% da populacio

mundial, consome apenas 43% da média mundial por habitante.




No Brasil, pouco investimento tem sido feito visando a producao
de enzimas, o que poderia ser explicado pelo baixo consumo. No
entanto, o mercado brasileiro nao é desprezivel em absoluto, tendo sido
basicamente um importador nos ultimos anos, a um gasto meédio de
US$ 5 milhdées por ano em importacio de enzimas e preparados
enzimaticos.

Entre as enzimas importadas de Janeiro a Outubro de 1986,
segundo dados da CACEX (Carteira de Comércio Exterior), figura a
glicoamilase em maior quantidade (22 toneladas), seguida pela
invertase (7 ton), lactase (4 ton) e pectinase fungica (1 ton) (IPT, 1987).

A principal utilizacdo da glicoamilase se da na induastria
alimenticia e alcooleira, na obtencao de xaropes de glicose a partir de
matéria-prima amilacea.

A hidroélise do amido pode ser feita por via enzimatica ou via
acida. Os estudos comparativos entre esses dois processos (IPT, 1987)
tém apresentado vantagem para a hidrolise enzimatica, resultando em
maior rendimento e especificidade.

No Brasil, a producdao de glicoamilase é relativamente pequena,
basicamente devido a baixa producao de etanol a partir de matérias-
primas amilaceas e alta producao de sacarose.

No Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Escola Politécnica da
Universidade de Sao Paulo, tem sido estudada ha cerca de 15 anos a
producao de glicoamilase, tendo sido tomada como estudo de caso
tanto por sua utilidade potencial no mercado brasileiro, como por
representar um interessante modelo de sintese de metabdlito

microbiano. Nesse sentido, cabe ressaltar que as proteinas sao das mais



importantes constituintes celulares e, entre elas, as enzimas se
destacam por sua capacidade catalitica, em especial as hidrolases (como
a glicoamilase), responsaveis pelo preparo do substrato para a futura
assimilagao pela célula.

Sabe-se que a sintese da glicoamilase é sujeita aos fenomenos de
inducdo e repressdo catabodlica e o estudo e controle desses fené6menos
leva a uma significativa melhoria do processo. Nessa direcao, varios
trabalhos foram desenvolvidos e recentemente tais resultados foram
reunidos de forma resumida em artigos publicados na revista
International Industrial Biotechnology (Schmidell e Facciotti, 1987 e
Schmidell et al., 1989), com o objetivo de se mostrar a evoluciao em
relacdao ao tempo, da atividade enzimatica da glicoamilase obtida no
caldo fermentado e produtividade em enzima. Assim, de atividades
enzimaticas maximas de cerca de 40 U/l nos primeiros ensaios, passou-
se a valores de até 7000 U/l, nos cultivos mais recentes, indo a
produtividade de 10 até 60 U/1/h, ilustrando a sensibilidade do sistema
ao desenvolvimento de processo.

Em relacdao especificamente ao processo fermentativo utilizado,
varios trabalhos foram desenvolvidos em processo descontinuo, porém
também os processos continuo e semi-continuo foram estudados.

Neste quadro, tornou-se interessante avaliar o processo
descontinuo alimentado, como forma de se apresentar substrato ao
microrganismo ao longo do ensaio, de modo a se reduzir o efeito
repressivo, mantendo-se contudo o efeito indutivo. Tem-se entdo no
grupo de Engenharia Bioquimica da EPUSP, 3 trabalhos que objetivam o

estudo do processo descontinuo alimentado.



No primeiro, Kilikian (1989) levantou uma série de dados iniciais
para o desenvolvimento do processo, tendo concluido basicamente que
0 processo se apresenta como excelente forma de se melhorar a
producao de glicoamilase.

Posteriormente, iniciou-se este trabalho visando levantar mais
dados do processo ainda com baixos valores de concentragao total de
acucares redutores totais (St), em diferentes condicoes de alimentacao,
conforme sera visto adiante.

Mais recentemente foi realizado o estudo do processo
descontinuo alimentado por Lessmann (1993), trabalhando com
maiores valores de St.

Dessa forma, o presente trabalho se inclui em um aprendizado
profundo de um processo por um grupo de pesquisa consolidado,
objetivando em particular adicionar conhecimento do processo
descontinuo alimentado na sintese de glicoamilase por Aspergillus

awamori.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cultivo de microrganismos para a producio de enzimas
hidroliticas, como a glicoamilase, era empregado no oriente desde
periodos pré-historicos, para o preparo de alimentos e bebidas
fermentadas. Os primeiros registros de produciao em escala comercial
no ocidente sao de 1894, com a producao de um complexo de enzimas
amiloliticas e proteoliticas, denominado takadiastase, obtido através de
um cultivo de Aspergillus oryzae (Aunstrup, 1979).

O primeiro grande impulso, no entanto, se deu no inicio deste
século (1915) com a producao de proteases bacterianas como
ingrediente de detergentes. Nas décadas seguintes, o progresso foi
menor que o esperado, devido basicamente a deficiéncias tecnolégicas,
no que se refere a técnicas de assepsia e processos de recuperacio das
enzimas produzidas (downstream processing).

Na década de 60, a glicoamilase e outras amilases passaram a ser
utilizadas na hidrdlise enzimatica de amido para a producio de xaropes
de glicose.

Atualmente, constam da lista da Comissao Internacional de
Enzimas (EC) cerca de 2000 diferentes enzimas. Destas, somente cerca
de 50 tem aplicacdo industrial e sdao utilizadas em quantidades
apreciaveis, devido a limitacdes legais (em especial na industria
alimenticia) e altos custos ainda envolvidos, particularmente na
recuperacao das enzimas intracelulares (Magalhaes, 1989). Entre essas,
destaca-se a glicoamilase como uma das produzidas em maior

quantidade.



Nos ultimos anos, muitos estudos tém sido feitos para reduzir os
custos de producdo e utilizacao de enzimas, em especial: busca de
melhores cepas produtoras (por mutaciao e selecio e também por
engenharia genética), imobilizacdo de enzimas ou microrganismos
produtores (Kuek, 1991) e producio de enzimas termoestaveis
(Wasserman, 1984). Paralelamente, grande avanco se obteve na
compreensao dos mecanismos de sintese enzimatica e de excrecao da
enzima sintetizada, pois a maioria das enzimas comerciais sio
extracelulares. Estes aspectos relacionados com a sintese de

glicoamilase serao abordados a seguir.



2.1 A Glicoamilase e suas propriedades

A glicoamilase, ou a-D-(1,4) glican-glicohidrolase (EC 3.2.1.3), é a
enzima que converte amido em glicose, agindo sobre as ligacoes a-1-4 e
a-1-6 deste polissacarideo. £ utilizada na producio de xaropes de
glicose a partir de fontes amilaceas, basicamente na industria
alimenticia, mas também na producao de etanol.

Na literatura, encontram-se diversas referéncias sobre
microrganismos produtores de glicoamilase (Attia e Ali, 1974, Ensley et
al.,, 1975, Fogarty, 1983, Gracheva et al., 1973, Sinkar e Lewis, 1982). No
entanto, apresentam interesse industrial somente aqueles dos géneros
Aspergillus, Endomyces e Rhizopus (Aunstrup, 1979).

Dentre as espécies de Aspergillus, destacam-se o Aspergillus niger
e Aspergillus awamori (Crueger e Crueger, 1984, Kvesitadze et al., 1981,
Smiley et al., 1964).

A glicoamilase de Aspergillus niger é constituida na realidade por
duas isoenzimas: glicoamilase I e glicoamilase I (Lineback e Aira, 1972,
Pazur et al., 1971, Pazur et al., 1980, Smiley et al., 1971), enquanto que
com relacdo ao Aspergillus awamori existem indicacées da presenca de
até trés isoenzimas, designadas por I, I' e I (Crueger e Crueger, 1984 e
Hayashida et al., 1982). Menciona-se inclusive, que a glicoamilase I é a
fonte das glicoamilases I' e II, pois estas ultimas foram obtidas "in vitro"
por modificacées enzimaticas nas moléculas da glicoamilase I, sendo
que a proporc¢ao entre elas pode variar em funcio das condicoes de

cultivo empregadas.



Com relacao a glicoamilase produzida por Aspergillus awamori,
Hayashida et al. (1982) afirmam que a glicoamilase I é ativa sobre o
amido nao submetido a cozimento, enquanto que a glicoamilase I' e II
nao o sao. Ressaltam também que a glicoamilase I pode perder a
atividade sobre o amido nédo cozido, quando perde um glicopeptideo
por acao de proteases, passando assim a ser denominada glicoamilase I'.

A glicoamilase ¢ capaz de degradar a molécula de amido em
moléculas de glicose, com rendimento bastante proximo do
estequiometrico. Nesse processo, a enzima age sobre as ligacbes o-1-4 e
o-1-6 com velocidades de rompimento bastante diferentes: sobre a-1-4
cerca de 40 vezes mais rapido que sobre «-1-6 (Lineback et al.,, 1969,
Kulp, 1975 e Di Luccio e Kirwan, 1984). Por este motivo, alguns autores
como Crueger e Crueger (1984), nao consideram a acdao da glicoamilase
sobre as ligacdes o-1-6. Ha também, para garantir a hidrolise completa
destas ligacbes, a proposta de adicio de pululanase juntamente a
glicoamilase (Ram e Venkatasubramanian, 1982 e Schafhauser e Story,
1993). Esses ultimos obtiveram com a adicio dessa enzima aumentos na
conversao do amido de até 100%.

Segundo Aunstrup (1979), durante a producio de glicoamilase
também sdo produzidas a a-amilase e a transglicosidase, porém em
menor proporc¢ao. A o-amilase é denaturada rapidamente, se o pH do
meio de cultura for mantido abaixo de 4,5. De qualquer forma,
pequenas quantidades desta enzima nao interferem na qualidade do
produto final. O mesmo ndo pode ser dito a respeito da
transglicosidase. Sua presenca é indesejavel, pois essa enzima catalisa a

sintese de oligossacarideos, tais como a panose e isomaltose, podendo



reduzir significativamente o rendimento final em glicose (Fogarty,
1983). Essa deve, portanto, ser removida no processo de recuperacio da
glicoamilase. Entretanto, existem microrganismos que produzem
quantidades insignificantes de transglicosidase, destacando-se entre
eles, o Aspergillus awamori NRRL 3112, utilizado no presente trabalho.
Com relagao as melhores condi¢oes de a¢io da enzima produzida
por Aspergillus, verifica-se, de maneira geral, que o pH 6timo situa-se
entre 4,5 e 5,0 (Fogarty, 1983 e Lineback et al., 1969), enquanto que a
temperatura o6tima é 60°C (Aunstrup, 1979 e Fogarty, 1983). As
isoenzimas comportam-se semelhantemente quanto a pH e

temperatura.
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2.2 Sintese de enzimas e sua liberacao

Numa célula microbiana, existe um numero muito elevado de
diferentes enzimas, que catalisam as diversas rea¢ées metabolicas
envolvidas no processo de crescimento do microrganismo. Entretanto,
os metabolitos ndo sao produzidos em excesso, a nao ser nos casos em
que as células tenham sofrido alguma alteracdo genética. Para controle
da producdao dessas varias enzimas, existem varios mecanismos de
regulacao metabolica.

As enzimas constitutivas sao produzidas pelas células,
independentemente do substrato empregado. Por outro lado, sio
chamadas enzimas indutivas (ou de inducao), aquelas que apresentam
sintese sensivelmente aumentada quando da presenca de um indutor
no meio de cultura, geralmente o proprio substrato da enzima. Isso nio
significa que nenhuma sintese ocorre na auséncia de substrato, mas
que a velocidade de sintese é consideravelmente aumentada na
presenca do indutor, que pode ser seu substrato ou um analogo.

Entre os melhores exemplos de enzimas indutivas, tem-se aquelas
responsaveis pela hidrolise de polissacarideos (como as amilases,
celulases, etc). Apesar da sintese ser ampliada fortemente na presenca
do substrato, parte da producdo deve ocorrer sempre, de modo a
permitir uma hidrolise parcial, gerando compostos de massa molecular
pequena o suficiente para atravessar a membrana celular e ativar o

mecanismo de inducao (Priest, 1983).
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uma enzima indutiva.
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Alguns desses mecanismos de regulacdo metabolica sao
apresentados por Wang et al. (1979) e Brock (1979), em especial o
modelo proposto por Jacob e Monod (1961). Segundo este modelo,
esquematizado na figura 2.1, a sintese de uma dada enzima indutiva
depende de pelo menos 4 genes em uma dada regiao da molécula de
acido desoxiribonucleico (DNA). O gene chamado regulador (R) codifica
a producado de uma proteina repressora (repressor), a qual pode se ligar
ao gene operador (O), que por sua vez, regula a acdao do gene estrutural
(S). Finalmente, a enzima responsavel pela sintese do acido ribonucleico
mensageiro (RNAm), chamada de RNA polimerase, inicia a transcricao
ligando-se ao gene promotor (P). Caso o gene O esteja bloqueado, a RNA
polimerase nao podera prosseguir e, portanto, nao ocorrera a sintese de
RNAm. Consequentemente, nao havera a sintese da enzima em questao.
Caso o indutor esteja presente, a proteina repressora se combinara com
ele, e ndo mais se ligara ao gene O, permitindo a transcricao do RNAm.

Ainda que o modelo de Jacob & Monod seja a base de outros
modelos propostos posteriormente para a sintese de enzimas, ele néo é
perfeitamente valido para organismos eucariotos, que apresentam
membrana nuclear (nucleo diferenciado), de forma que a substancia
indutora nao se encontra nas vizinhancas da molécula de DNA.

As enzimas que degradam polimeros tém normalmente sua
sintese regulada pela inducao, como ja visto, e pela repressao
catabolica.

O fenémeno de repressao catabdlica, também chamado de "efeito
glicose”, ocorre quando ha no meio mais de um substrato que o

microrganismo pode consumir (Wang et al., 1979 e Bailey e Ollis, 1986).



13

Nesse caso, sdao produzidas as enzimas necessarias para consumir o
substrato mais facilmente utilizavel pela célula e, s6 apoés o término
deste, 0 microrganismo sintetiza enzimas para hidrolisar o substrato
secundario. Repressao catabolica é definida como o decréscimo na
velocidade de sintese de uma dada enzima devido a presenca no meio
de um substrato imediatamente utilizavel, que nédo necessita daquela
enzima para ser consumido. Como exemplo, tem-se a repressio a
sintese de p-galactosidase no cultivo de Escherichia coli em glicose.

Apesar da repressao catabdlica ser historicamente conhecida
como "efeito glicose", convém lembrar que outras fontes de carbono
podem ser tdao ou mais repressoras que a glicose e que, em alguns
organismos, esta é a fonte de carbono que sofre repressio, como é o
caso de Pseudomonas aeruginosa, onde a presenca de citrato reprime
enzimas do catabolismo de glicose.

Tanto quanto a inducdo, 0 mecanismo da repressao catabolica em
procariotos também pode ser explicado com base na figura 2.1, com
algumas alteracées. Para que haja a producio de uma proteina, ou
enzima, € necessaria a sintese do RNA mensageiro correspondente,
atraveés da ligacdo da RNA polimerase na molécula de DNA no gene
promotor (P). Nas enzimas reguladas por represséo catabdlica, requer-se
ainda a ligacao prévia de uma proteina ativadora no mesmo gene, que
sO acontece se essa proteina ja estiver associada a uma pequena
molécula de monofosfato de adenosina ciclica (AMP ciclica). Esta é
sintetizada a partir de trifosfato de adenosina (ATP), reacéo inibida pela
glicose. Assim, na presenca de glicose niao ha sintese de AMP ciclica, de

modo que a proteina ativadora e consequentemente a RNA polimerase
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ndo se ligam ao gene P, nao havendo a sintese da enzima em questio
(Brock, 1979).

No que se refere a organismos eucariotos, o0 mecanismo da
repressdo catabolica nao esta bem esclarecido. Arst e Bailey (1977)
indicam nao existir evidéncias do envolvimento da AMP ciclica na
repressao catabolica no Aspergillus nidulans, quando se trata do
metabolismo do carbono.

Com relacao a sintese de glicoamilase, varios trabalhos da
literatura mencionam os mecanismos de inducao e repressao cataboélica
mencionados, aléem da influéncia da composi¢cio do meio de cultura e
condicdes de cultivo empregadas.

Como a glicoamilase atua sobre as ligacoes glicosidicas a-1-4 e
a-1-6, @ de se supor a principio que sua sintese possa ser induzida por
uma grande variedade de moléculas derivadas da glicose,
compreendendo desde amido e dextrinas (grandes polimeros) até
oligossacarideos de menor peso molecular, incluindo-se ainda dimeros
da glicose, como a maltose (formada por 2 unidades de glicose unidas
por uma ligacao a-1-4) e a isomaltose (ligacdo o-1-6) (Barton et al., 1972
e Ensley et al., 1975).

Barton et al. (1972) testaram, em um trabalho classico neste
assunto, uma série de compostos quanto a sua capacidade em induzir a
sintese de glicoamilase por Aspergillus niger NRRL 330, através de
cultivo em frascos agitados. O maximo efeito indutivo foi obtido nos
ensaios com maltose e isomaltose como fonte de carbono, porém
mesmo nos ensaios em que se utilizou somente glicose houve formacio

de glicoamilase. Nesse trabalho, é defendida a idéia de que a sintese de
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glicoamilase é realmente induzida por maltose ou isomaltose, e ndo por
polissacarideos, que aparentemente sio muito grandes para penetrar
no interior das células do microrganismo e provocar a inducio.

Doyle et al. (1991) obtiveram maior atividade enzimatica
utilizando como fonte de carbono, a maltose, entre varias, na sintese de
glicoamilase por Penicillium expansum.

Similarmente, Ramachandran et al. (1979) observaram a sintese
de glicoamilase usando quinze diferentes fontes de carbono, incluindo
glicose, no cultivo de Aspergillus niger em frascos agitados. O efeito
indutivo maximo foi obtido ao empregar dextrina, seguindo-se em
ordem decrescente, amido solavel, maltose, pectina, glicose e celobiose.

Aunstrup (1979) sugere concentracées de amido de até 150 g/1 na
busca do efeito indutivo. No entanto, a enzima sintetizada hidrolisa
rapidamente o amido, produzindo altas concentracbes de glicose,
causando repressao catabolica.

Negrdao et al. (1981), trabalhando com Dactylium dendroides,
indicaram que houve intensa producdao de glicoamilase quando se
empregou amido soliavel como fonte de carbono, nio tendo sido
detectada praticamente nenhuma atividade enzimatica quando se
propos glicose ou glicerol como substrato.

Em trabalho mais recente, Ali et al. (1990a) afirmam que, entre
determinados carboidratos nao amilaceos, a glicose foi responsavel pela
maior inducdo a sintese de glicoamilase por Aspergillus terreus, e em
menor intensidade, celobiose, sorbitol e sacarose. Manose, galactose,
sorbose, lactose e celulose, entre outros, mostraram-se grandes

repressores.
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Ainda com relacao a inducéao, convém citar o trabalho de Mandels
et al. (1962), no qual é estudada a soforose como forte indutor a sintese
de celulase por Trichoderma viride QM6a. O trabalho mostra que
soforose apresenta poder de indugéo, na forma (U celulase induzida/mg
indutor), 2800 vezes superior a celobiose, considerada normalmente o
indutor da celulase. E ainda, que mesmo crescendo o microrganismo
em meio a base de glicose grau p.a., observou-se inducio, o que foi
posteriormente associado ao fato da glicose apresentar 0,0058% de
soforose como impureza.

Se por um lado, diversos trabalhos mostram-se concordantes com
relacao a inducéo e aos substratos indutores da sintese de glicoamilase,
por outro lado, observa-se na literatura algumas divergéncias com
relacao a repressao catabolica.

Aunstrup (1979) afirma que este fendmeno néo ocorre quando se
emprega Aspergillus, sem apresentar no entanto dados ou referéncias.
Yokoya e Vitali (1973) mostram que a producéo de glicoamilase por
Bacillus subtilis em cultivo continuo é reprimida pela glicose. Na mesma
direcdo, Crueger e Crueger (1984) afirmam que glicose, acido glutamico
e lactose causam repressio catabolica, sem fornecer dados ou
referéncias. Os resultados obtidos por Attia e Ali (1974), no cultivo de
Aspergillus awamori, indicam igualmente baixas producdes de
glicoamilase quando se emprega como fonte de carbono sacarose,
lactose, frutose e galactose.

Deve-se ressaltar portanto, que o assunto é bastante complexo e
que a intensidade dos efeitos indutivo e repressivo que regulam a

sintese de glicoamilase dependem de grande numero de fatores:
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microrganismo utilizado, composicao do meio de cultura, concentracao
inicial da fonte de carbono e até condicdes de cultivo empregadas.

A liberacao de proteinas pelas células, especialmente de enzimas,
é também um fendmeno que tem sido bastante estudado. Nesse
sentido, podem-se citar as revisbes de Ramaley (1979), Priest (1983) e
Holland et al. (1986).

Segundo Priest (1983), foram Blobel e Sabatini que propuseram
pela primeira vez em 1971, a "hipotese do sinal" para explicar a
liberacao de proteinas a partir do interior das células, atualmente bem
aceita por outros autores. Segundo esta hipotese, uma proteina
extracelular tem sua sintese iniciada nas proximidades da membrana
citoplasmatica através da codificacao de uma sequéncia de aminoacidos,
designada por "peptideo de sinal" (figura 2.2). Esta sequéncia de
aminoacidos se ligaria a uma ou mais proteinas existentes na
membrana formando um tunel. Através deste, o restante da cadeia
polipeptidica sairia da célula a medida que fosse sendo sintetizada. Na
parte exterior da membrana existiria uma protease, chamada peptidase
de sinal, que cortaria a sequéncia de aminoacidos utilizada como sinal,

deixando a proteina com a sua estrutura final.
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Figura 2.2 Representacao esquematica da hipdotese do sinal para a
liberacao de uma proteina (Priest, 1983).

Segundo esse modelo, a proteina estaria sendo sintetizada ao
mesmo tempo que expelida para o meio, de modo que a sintese é
denominada co-traducional. Por esse motivo, Ramaley (1979) ressalta a
importancia de se investigar quais fatores influenciam a acido da
peptidase de sinal, pois tais fatores devem interferir diretamente no
rendimento final de enzimas extracelulares.

Esta hipotese de sinal foi formulada com base em estudos com
bactérias, sendo mais complexa quando se trata de células eucariéticas.
No entanto, Priest (1983) observou que alguns fungos filamentosos,
como TIrichoderma viride, nao apresentam certas estruturas proprias
para a secrecao de substancias (reticulo endoplasmatico e aparelho de
Golgi), o que aproximaria 0 modelo proposto de determinadas células

eucarioticas.
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Para os fungos do género Aspergillus, Aguero (1987) aventa a
hipotese de que a sintese co-traducional se dé no reticulo
endoplasmatico rugoso, para entao ser transportada, em vesiculas de
secrecao, até o apice das hifas do micélio, onde a enzima sintetizada
seria excretada através da parede celular. A glicoamilase permaneceria
ligada a parede da célula ou liberada para o meio circundante.
Alteracoes na parede celular provocadas por um agente tensoativo
poderiam, dessa forma, influenciar a liberacdo de proteinas para o meio
exterior (Reese e Maguirre, 1969).

Com relacdao a glicoamilase, Macedo (1982), trabalhando em
cultivo descontinuo de Aspergillus niger NRRL 337, mostrou que, além
da glicoamilase extracelular determinada através da dosagem da
atividade enzimatica do caldo fermentado, obtinha-se também uma
parcela intracelular desta enzima. Indicou também que fracdo
intracelular da enzima total varia muito com o pH do meio de cultura,
sendo 30% em pH 3,0 e 70% em pH 6,0.

Ja com Aspergillus awamori NRRL 3112, Aguero (1987) constatou
que o fenomeno de retencao intracelular de enzimas ¢ menos intenso.
A pH 5,0, 21% da enzima total permaneceu retida junto as células,
enquanto que a pH 3,0 esta fracao manteve-se em cerca de 8%.

Observa-se que de modo geral, particular atencio tem-se
dedicado aos mecanismos de liberacio das enzimas que permanecem
retidas junto as células, assim como aos fatores que influenciam essa
liberacdo. Essas informacdes mostram-se uteis nido apenas para a
producao industrial de glicoamilase, mas também na busca de novas

cepas produtoras da enzima e melhores condi¢des de cultivo.
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2.3 Influéncia de fatores na sintese de glicoamilase

Como em qualquer processo fermentativo, uma série de fatores
sao decisivos para se atingir um objetivo, seja o0 crescimento
microbiano, ou a producao de determinada substancia do metabolismo
celular, ou ainda a degradacdao de algum substrato indesejavel. Entre
esses fatores, destacam-se o microrganismo adotado, a composicao do
meio, incluindo-se o oxigénio dissolvido, as condicoes de cultivo, como
pH e temperatura, e naturalmente a forma de operacdao do bioreator.
Estes aspectos serdao abordados nos itens a seguir: 2.3.1, 2.3.2 e 2.4.
Sendo objeto de estudo do presente trabalho, o processo descontinuo
alimentado (fed-batch), bem como outros processos, serao abordados
mais especificamente, em um item a parte (2.4).

E claro que uma série de temas ja abordados
anteriormente, como os mecanismos de sintese (inducao e repressao) e
liberacao de proteinas, sdao também fatores que influenciam na sintese
de glicoamilase, mas, por clareza, foram apresentados anteriormente. A
recuperacao da enzima, chamada de "downstream processing”, nao sera
abordada, apesar de ser etapa importante na producao industrial.
Apenas de ilustracao, Ali et al. (1990b), em trabalho sobre a purificacdo
de glicoamilase de Aspergillus terreus, conseguem obter uma solucao
enzimatica 22 vezes mais concentrada em glicoamilase que o caldo de
cultura filtrado, através de técnicas de dialise e cromatografia de troca

aniodnica e de afinidade.
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2.3.1 Microrganismo

Conforme ja mencionado no item 2.1, ha varios microrganismos
produtores de glicoamilase, destacando-se as espécies Aspergillus
awamori e A.niger, como de interesse industrial (Aunstrup, 1979).
Acrescente-se ainda que a glicoamilase de Aspergillus é preferida por
sua maior termoestabilidade, alem do fato de se encontrar no produto
final uma baixa atividade de transglicosidase.

Com base na colecao de culturas do "Northern Regional Research
Laboratory", Smiley et al. (1964) realizaram uma selecao de linhagens,
testando inumeras culturas de Aspergillus. Constataram que a
linhagem de Aspergillus awamori NRRL 3112 produziu 3 a 4 vezes
mais glicoamilase que o Aspergillus niger NRRL 337, inclusive obtendo
teor de transglicosidase consideravelmente mais baixo na cepa melhor
produtora de glicoamilase.

Semelhantemente, Schmidell et al. (1986) observaram a
superioridade da cepa Aspergillus awamori NRRL 3112 (tendo atingido
1030 U/1 de atividade maxima no caldo), efetuando o cultivo
descontinuo em fermentador de 10 litros, ao comparala com
Aspergillus niger NRRL 337 (161 U/1), Aspergillus niger NRRL 3122 (638
U/1) e uma outra cultura de Aspergillus awamori AWG/547 (cedida pela
Bioferm Pesquisa e Desenvolvimento S.A., 938 U/]).

Pode-se ainda acrescentar o trabalho de Park e Lima (1972), que
selecionaram, de um total de trinta, sete linhagens de fungos
produtores de glicoamilase, no qual se destacaram o Aspergillus

awamori NRRL 3112 e Aspergillus niger NRRL 3122.
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Um outro aspecto relacionando o microrganismo a capacidade
produtiva é a morfologia da célula. A producdao de penicilina por
Penicillium chrysogenum varia significativamente se o fungo cresce
como micélio ou "pellet" (Wittler e Schiigerl, 1985). Da mesma forma,
Stanbury e Whitaker (1984) apresentam em seu livro alguns exemplos
da influéncia da morfologia de um fungo sobre sua performance
industrial, destacando-se que é recomendado o crescimento como
"pellet” para fermentacao citrica por Aspergillus niger.

Em trabalho recente, Olsvik e Kristiansen (1992) levantam uma
série de fatores que influenciam na reologia do caldo de fermentacio
continua de Aspergillus niger, indicando o quociente entre o indice de
consisténcia (K) e a concentracao celular (X) como um termo que

descreve a morfologia da cultura, em dado instante.

2.3.2 Meio de Cultura e Condicoes de Cultivo

Indubitavelmente a composicdo do meio é um fator decisivo na
sintese de glicoamilase por Aspergillus awamori. Alguns aspectos ja
foram apresentados, quando se discutiu a importancia de se induzir as
células com polissacarideos e diminuir a repressao cataboélica (item 2.2).

A influéncia da concentracao inicial de polissacarideos (Sy) na
producao de glicoamilase por Aspergillus awamori NRRL 3112 em
fermentador foi estudada por Facciotti (1986) e Kilikian (1989).

Utilizando um meio de cultura a base de xarope de farinha de

mandioca em fermentacdo submersa (10 litros de meio) a pH 4,0,
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Facciotti (1986) variou Sy de 20 a 100 g/1, no intuito de procurar
quantificar os efeitos de inducdao e repressao na sintese da enzima.
Observou-se aumento na atividade maxima no caldo a medida em que
Sp aumenta até 80 g/], indo de 470 U/1 a 20 g/1 até 2580 U/1 a 80 g/l
Com S, ainda maiores, observou-se um decréscimo na Am: 1330 U/l a
100g/1. Objetivando comparacao com os ensaios descontinuos a Sy de
20 e 40 g/1 do presente trabalho, sdo apresentados na Tabela 2.1 os

resultados obtidos para essas concentracoes.

Tabela 2.1 Resultados obtidos por Facciotti (1986) para S¢=20 e 40 g/1.
(nomenclatura conforme notacao, a pagina iii)

So Xm Am  YX/S YA/S PX PA

(g/) (g/D) un  (g/g) (o2)) (g/1/h)  (U/1/h)
21 8,1 470 0,39 21,8 0,45 27,4
38 116 1820 0,32 57,2 0,47 64,2

Segundo a autora, € muito dificil se estabelecer uma separacao
nitida entre os fendémenos de inducdao e repressao, pois sao
influenciados por uma série de fatores simultaneos, como a hidrolise de
polissacarideos pela reacao enzimatica (gerando glicose), o consumo de
glicose pelo microrganismo e a concentracao inicial de polissacarideos.

Similarmente, Kilikian (1989) realizou ensaios a pH 5,0,
observando que em ensaios descontinuos os resultados em atividade
enzimatica maxima e produtividade em enzima sao bastante superiores
que os ensaios a pH 4,0. Por outro lado, ao comparar ensaios
descontinuos alimentados, Am a pH 4,0 resultou cerca de 12 % superior
a pH 5,0.
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Além da fonte de carbono, outros nutrientes podem ser
igualmente importantes na composicao do meio, em particular a fonte
de nitrogénio, conforme foi observado por Barton et al. (1969) e
Chiquetto (1990), entre outros. De modo genérico, o emprego de sais de
amonio, como (NH4)?HPO4, (NH4)HpPO4 e tartarato de amoénio, pode
conduzir a altos rendimentos em glicoamilase (Ramachandran et al.,
1979).

Nas culturas deficientes em nitrogénio, ha a producao de
proteases acidas. Shinmyo et al. (1971) observaram numa linhagem de
Aspergillus niger que ocorre uma autoinduciao na produciao de
proteases pelo microrganismo. Esta autoinducao decorre da degradacao
de proteinas celulares, que passam a atuar como substrato indutor
intracelular. Um decaimento nos valores de concentracdo celular na
etapa final dos cultivos descontinuos e descontinuos alimentados pode
ser explicado por este fendomeno. Igualmente, a aciao das proteases
sintetizadas pode degradar as moléculas de glicoamilase.

Barton et al. (1972) também estudaram a influéncia da adicao de
sulfato ao meio de cultura. Quantidades crescentes deste
micronutriente resultaram em crescimento celular mais intenso, bem
como aumento na atividade enzimatica, mantendo praticamente
constante a atividade especifica (atividade enzimatica por unidade de
massa de células).

Especificamente em relacao ao extrato de levedura, Facciotti et al.
(1991) demonstraram que este exerce marcante influéncia na sintese de
glicoamilase por Aspergillus awamori NRRL 3112. Realizando ensaios

em fermentador com 10 litros de meio de cultura e utilizando apenas
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glicose como fonte de carbono (20g/1), obtiveram atividade enzimatica
final dobrada (de 320 para 630 U/l) quando a concentracao inicial de
extrato de levedura foi variada de 0,5 a 4,0 g/l. Em ensaios com 40 g/1
de glicose, a atividade final variou de 470 até 2330 U/], frente a variacao
da concentracdo inicial de extrato de levedura de 1,0 a 12,0 g/l
Aparentemente esse nutriente apresenta a capacidade de diminuir o
efeito repressivo causado pela glicose.

Chiquetto (1990) estudando diferentes fontes de carbono e
nitrogénio na sintese de glicoamilase por Aspergillus awamori NRRL
3112, mostrou que em fermentacao submersa a pH 5,0, a melhor fonte
de nitrogénio, dentre quatro testadas, &€ uréia (NHpCONH?), seguida por
hidroxido de amoénio (NH4OH). Com relacao a fonte de carbono, ensaios
com sulfato de amoénio apresentaram melhores resultados quando foi
usada a farinha de mandioca, obtendo-se atividade enzimatica maxima
ligeiramente menor que com maltose (781 e 825 U/l respectivamente),
porém com produtividade bastante superior (26,0 U/1/h, em
comparacao a 17,9 U/l/h com maltose). Na presenca de glicose obteve-se
atividade maxima de 500 U/] e produtividade em enzima de 10,6 U/l/h
e, como pior fonte de carbono, frutose (51,5 U/1 e 1,4 U/l/h,
respectivamente), considerada forte repressora a sintese da enzima.

Com relacdo as melhores condicoes de temperatura e pH, Macedo
(1982) indicou que o pH 4,0 e a temperatura de 35°C correspondiam as
condicées que levavam a uma maior produtividade em glicoamilase
extracelular por Aspergillus niger NRRL 337 em meio de cultura a base
de farinha de mandioca. Chiquetto (1990) confirmou mais

recentemente a preferéncia pelo cultivo a pH 4,0 em relacao a 5,0, tanto
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em meio a base de farinha de mandioca como glicose, trabalhando com
Aspergillus awamori,

Ja em relacio a influéncia de oxigénio dissolvido na sintese de
glicoamilase, encontram-se informacoes de certa forma contraditorias
na literatura.

Alguns autores, como Aunstrup (1979), indicam que ao se operar
em condicoes de limitacdo de oxigénio observa-se melhorias no
rendimento. Searle e Tubb (1981), trabalhando com Saccharomyces
diastaticus, também obtiveram maior producao de glicoamilase quando
0 oxigénio se tornou limitante.

Na direcao oposta, encontram-se autores que afirmam dque
elevadas concentracoes de oxigénio dissolvido influenciam
favoravelmente a sintese de glicoamilase. Gracheva et al. (1973),
cultivando Endomycopsis sp., indicam aumento de 75% na atividade do
caldo ao elevar a velocidade de transferéncia de oxigénio de 3 para 22
mg07/l/min. Andrzejczuk-Hybel et al. (1978) na mesma dire¢do
obtiveram consideravel acréscimo na producao de glicoamilase por
Aspergillus awamori NRRL 3112 em meio a base de farelo de milho e
amido de batata ao dobrarem a vazao de aeracao, mantendo a
frequéncia de agitacdao constante em 560 rpm.

Mais recentemente, Fachini (1988) estudando a influéncia das
condicoes de transferéncia de oxigénio e da velocidade de respiracao na
sintese de glicoamilase por Aspergillus awamori NRRL 3112, confirmou
que a relacao entre a velocidade especifica de respiracdo (Qpp) e a

velocidade especifica de crescimento (p) é linear, conforme a Equacao
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(2.1), com o coeficiente de manutencao (mg) em torno de 2 mmol/g/h e

o fator verdadeiro de conversao oxigénio a células (Yg) de 0,05 g/mmol.

1
Q)2=Hb+%|,l (2.1)

Com relacao a sintese de enzima, determinou ainda que a
velocidade especifica de producao de glicoamilase (nA) variou com QgQ?,
segundo a Equacao (2.2).

(Q02 — mo)

B e e + (007 — o) (&2)

onde K = 0,55 mmol/g/h e nApy5x varia com a concentracio inicial de

ART (Sg), sendo 14 U/g/h para Sq = 20 g/1 e 29 U/g/h para Sy = 80 g/1.
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2.4 Processos de producao de enzimas

A primeira grande classificacdo para processos de producio de
enzimas de origem microbiana refere-se ao meio de cultivo: semi-sélido
(fermentacao em superficie) e liquido (fermentacido submersa).

Desde a preé-historia, a fermentacdo semi-solida ¢ conhecida e
utilizada no Oriente, em especial, no Japao. Baseia-se em um cultivo do
microrganismo sobre um substrato particulado e amido, usualmente
farelo de trigo com varios nutrientes (Aunstrup, 1979). Apoés a
esterilizacdo, o substrato é inoculado com esporos de um fungo e
distribuido em bandejas, que sdo incubadas em compartimentos
semelhantes a uma estufa de grande porte, fazendo-se circular ar
umido e controlando-se a temperatura em torno de 30 a 35°C.
Terminada a fermentacdo, o farelo contendo as enzimas desejadas é
enviado a extracao e recuperacdo dessas, ou simplesmente secado e
moido (IPT, 1987). Dessa forma, sdao produzidas glicoamilase por
Rhizopus sp, pectinase e protease por Aspergillus niger, e o-amilase e
lactase por Aspergillus oryzae (Aunstrup, 1979).

A eficiéncia da fermentacao semi-s6lida na sintese de glicoamilase
em relacao a submersa nao é sempre superior, no entanto. Park e Santi
(1977) indicam uma producao inferior ao cultivar Aspergillus awamori
em meio semi-solido.

Mais recentemente, Kobayashi et al. (1990), na producdo de
glicoamilase por Aspergillus oryzae, desenvolveram um sistema para
alimentacdo de meio liquido a um suporte poroso, permitindo controle

da concentracio de substrato em uma fermentacio semi-solida.
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Obtiveram atividade enzimatica especifica 2,5 superior ao processo em
superficie tradicional.

O processo submerso, relativamente recente, € resultante dos
progressos obtidos durante a década de 1940 para a sintese de
penicilina. E, certamente na atualidade, o processo mais empregado
para a producao de enzimas microbianas, sendo preferido em relacao
ao semi-solido por facilitar a manutencao da assepsia e o
monitoramento e controle das variaveis, como temperatura, pH,
agitacdao, aeracao e concentracio de nutrientes no meio de cultivo
(Aunstrup, 1979).

Tipicamente, as fermentacdoes submersas para producao
industrial sao efetuadas em grandes tanques com varios milhares de
litros de capacidade, carregados com substrato e nutrientes e, a seguir,
esterilizados. E feita, entdo, a inoculacio com uma cultura de
microrganismos, crescidos anteriormente num tanque menor
(germinador). Nesse processo, todas as etapas devem ser realizadas com
assepsia estrita, devendo ser esterilizado inclusive o ar, constantemente
introduzido no reator para a aeracao do meio de cultivo. Terminada a
fermentacao, os microrganismos sao separados por centrifugacao ou
filtracao, e, sendo a enzima de interesse extracelular, esta é recuperada
do meio limpido. No caso de enzima (ou qualquer outro produto)
intracelular, as células separadas devem ser rompidas ou lisadas e a
recuperacao (down-stream processing) torna-se ainda mais complexa
(IPT, 1987).

Acima, esta descrito o processo descontinuo tradicional (batch) e,

ainda, o dominante na producao industrial de enzimas.
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Na linha de pesquisa do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da
EPUSP, varios trabalhos foram conduzidos com Aspergillus, visando a
sintese de glicoamilase, em processo descontinuo, dentre eles, estudo
da influéncia de: pH e temperatura (Macedo, 1982 e Aguero, 1987),
condicdes de agitacao e aeracdao (Fachini, 1988), meio de cultura
(Chiquetto, 1990) e concentracao de fonte de carbono (Facciotti, 1986 e
Kilikian, 1989). Tais trabalhos e suas conclusodes ja foram anteriormente
citados nos itens 2.2 e 2.3.

Alternativamente ao processo descontinuo, outros tipos de
processos de conducao de uma fermentacao tem sido desenvolvidos. Os
mais classicos sao continuo, semi-continuo e descontinuo alimentado
(fed-batch), mas ha variantes destes, como por exemplo o descontinuo
alimentado repetido.

Em um processo continuo, o meio de cultura é continuadamente
adicionado ao fermentador, com uma vazdao normalmente constante, e
o meio fermentado é retirado com a mesma vazao, de modo a se manter
constante o volume de reacdo (Borzani et al, 1986). Em sua tese de
Livre-Docéncia, Schmidell (1986) estudou esse processo na sintese de
glicoamilase por Aspergillus niger NRRL 337, realizando varios ensaios
com difgrentes valores de vazao especifica D (razao entre a vazao
volumeétrica e o volume de fermentacdo), entre 0,05 e 0,357 h-l. A
maxima atividade enzimatica no caldo (30 U/]l) foi atingida com D =
0,15h-1, que, embora inferior a 50 U/1 verificada no cultivo descontinuo
analogo, foi acompanhado por produtividade 1,5 vezes maior que a do
ensaio batch. Obteve-se a maior produtividade (2,7 vezes superior a do

descontinuo) no ensaio com D = 0,357 h’l apesar de apresentar
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elevadas concentracdes residuais de substrato e baixa atividade
enzimatica.

No mesmo trabalho, estudou-se ainda a resposta do sistema, ja
em regime estacionario, a um pulso na corrente de alimentacao,
elevando rapidamente a concentracao de aciicares redutores totais (S)
de 0,5 a 10 g/1. Como resultado, a velocidade especifica de sintese de
glicoamilase elevou-se rapidamente, aumentando a atividade
enzimatica por algum tempo, até a volta ao estado estacionario.

Baseado nesse trabalho, passou-se ao estudo do processo
semi-continuo, que € uma adaptacao do processo descontinuo visando
uma utilizacdo continuada do reator e inéculo. Inicia-se uma
fermentacdo descontinua e apods o esgotamento dos nutrientes, uma
fracao do caldo é retirada e reposta com meio de cultura original,
iniciando-se mais um ciclo de semi-continuo. Como consequéncia desse
processo, gera-se uma brusca elevacao na concentracao de substrato
(indutor), causando contudo, o esgotamento dos nutrientes. Facciotti
(1986) utilizou esta técnica adotando valores de Sy de 20, 40 e 50 g/l e
fracoes de corte de 25, 50 e 75 % do volume total. Seu melhor resultado
foi obtido com S de 40 g/l e fracdo de corte 50 %, com produtividade
de 120 U/1/h (1,5 vezes superior a fase inicial descontinua) e atividade

enzimatica semelhante a da fase inicial.

2.4.1 Processo descontinuo alimentado (fed-batch)

O termo descontinuo alimentado (fed-batch) foi introduzido por

Yoshida et al. (1973), referindo-se a uma cultura descontinua,
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continuadamente alimentada com nutrientes. Pirt (1975) apresenta a
mesma definicdo e acrescenta que se uma fracio da cultura é
periodicamente removida, o sistema €& chamado de descontinuo
alimentado repetido (repeated fed-batch), sendo, portanto, uma
combinacdo entre os processos semi-continuo e descontinuo
alimentado.

Com relacdao a terminologia, deve-se lembrar ainda que em
Engenharia Quimica, este processo é as vezes denominado semi
descontinuo (semi batch), ao lado de descontinuo alimentado (Yamane
et al., 1976).

Yamane et al. (1976) apresenta uma definicio mais ampla do
processo, sendo aquele no qual um ou mais nutrientes sao supridos ao
reator de forma continua ou intermitente, e os produtos permanecem
no meio até o final do cultivo. Convém aqui salientar, que nao se deve
nesta definicdo, considerar o oxigénio, apesar de ser um nutriente (e as
vezes, o0 substrato limitante), caso contrario a totalidade das
fermentacoes aerobias descontinuas seria englobada.

Yamane e Shimizu (1984), em extensa revisao sobre o tema,
levanta como uma das principais vantagens do processo fed-batch, a
possibilidade de se controlar a concentracao de nutrientes durante a
fermentacao, pelo controle da vazao de alimentacao.

Bailey e Ollis (1986) afirmam que frequentemente é desejavel
adicionar correntes liquidas a um bioreator descontinuo por uma série
de motivos, em especial, para adicao de indutores, extensdo da fase
estacionaria para obtencdo de maior quantidade de produto e

minimizacao da repressao catabolica.
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Segundo Pirt, 1975 e Whitaker, 1980, o processo fed-batch tem
atualmente sido aplicado na producao de antibioticos, aminoacidos,
vitaminas, biomassa, glicerol, acetona-butanol, acido latico e até no
tratamento de aguas residuarias. Com relacdo especificamente a
enzimas, ha, segundo os autores, poucos trabalhos, porém pode-se citar
a producido de p-galactosidase, celulase, isoamilase, B-glucanase,
B-amilase e protease, aléem de glicoamilase citada mais adiante.

Entre as varias vantagens no emprego do processo descontinuo
alimentado ja citadas por Yamane e Shimizu (1984) e Bailey e Ollis
(1986), algumas serao aqui lembradas, através de exemplos de
utilizacao.

Na sintese de glicoamilase por Penicillium expansum, Doyle et al.
(1991) elevaram em 55% a atividade enzimatica, ao utilizar o processo
fed-batch em relacao ao descontinuo.

Também na fermentacdao penicilinica, o processo descontinuo
alimentado apresenta vantagens. Por se tratar de um processo em duas
fases, primeiramente o crescimento microbiano e em seguida producao
de penicilina, o controle da vazao de alimentacao de glicose permite
estimular o crescimento na primeira etapa e limita-lo na segunda, para
aumentar a sintese do antibiético (Stanbury e Whitaker, 1984).

No cultivo de Acidothermus cellulolyticus, Shiang et al. (1991)
quase nao observaram variacées no crescimento celular ao utilizar o
processo descontinuo alimentado, porém obtiveram significativos

aumentos na producao de celulase.
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Também na sintese de enzimas celuloliticas, Persson et al. (1991)
aumentaram a atividade enzimatica e produtividade em 3 e 4 vezes,
respectivamente, em ensaios fed-batch de Trichoderma sp.

Ha varios processos onde € interessante manter a concentracao
de oxigénio dissolvido alta, 0 que nem sempre & possivel nos cultivos
descontinuos com limitacdo na capacidade de transferéncia de oxigénio
para o meio (Pirt, 1974). Nesse sentido, Dawson et al. (1988) dobraram a
produtividade na sintese de acido citrico por Aspergillus niger, com 0
processo descontinuo alimentado, devido a manutencao da
concentracao de oxigénio dissolvido acima de 40% e da limitacdo de
nitrogénio.

O chamado efeito glicose ocorre quando, na produciao de
leveduras, ha a producao de etanol mesmo na presenca de quantidades
suficientes de oxigénio dissolvido, devido ao excesso de actucar no meio.
Atraveés do processo descontinuo alimentado, pode-se controlar o efeito
glicose (Yamane e Shimizu, 1984).

Os processos descontinuos alimentados podem ser classificados
em funcao da forma como a vazdo de alimentacdo varia ao longo do
cultivo (Yamane e Shimizu, 1984). Basicamente ha aqueles com vazao
fixa e os com vazao variavel. Para tanto, é necessario um critério para a
variacdo: preé-fixado em funcao de um modelo matematico ou com base
em informacoes on-line.

Portanto, para um controle de processo em “feed-back”
(retro-alimentado), € necessaria instrumentacao adequada que forneca

medidas on-line. Crueger e Crueger (1984), por exemplo, usaram a
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medida do pH como forma de controle na producio de acidos
organicos.

Recentemente, Lelong et al. (1991) modificaram um bio-sensor
comercial, de modo a terem uma medida semi-on-line (220 segundos de
atraso) de glicose na faixa 41 a 0,05 g/l. Da mesma forma, Zeng et al.
(1991) desenvolveram um meétodo para estimativa da concentracao de
células viaveis, a partir da analise dos gases de saida. No caso, o
processo fed-batch foi utilizado como mecanismo para controle de
condicdes microaerobias.

O controle da vazao de alimentacio ao longo do cultivo
potencializa as qualidades do processo fed-batch, porém néo se
consegue sempre definir uma boa estratégia de alimentacdo. O
problema da otimizacdo consiste em determinar uma programa para a
variacao da vazao, de modo a se buscar uma func¢ao objetivo, porém ja
existem sistemas prontos para este tipo de finalidade (Afschar et al,,
1990).

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse na aplicacéo de teorias
de controle ao processo descontinuo alimentado. A literatura apresenta
varios exemplos de aplicacido de teorias sobre modelos cinéticos de
fermentacdo, normalmente sem apresentar dados experimentais que
permitam a confirmacao da validade do modelo e das técnicas de
controle usadas, apesar de poucas excecdes (Ananjin et al, 1991 e
Shioya, 1992).

No Laboratorio de Engenharia Bioquimica da FPUSP, alguns

trabalhos ja foram realizados no estudo do processo descontinuo
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alimentado na sintese de glicoamilase por Aspergillus awamori NRRL
3112.

Kilikian (1989), em sua tese de doutoramento, fixou a
concentracdao total de ART (St) em 20 g/l, e variou a vazio de
alimentacao (fs), observando elevacdo na velocidade especifica de
sintese da enzima (1A). Entre as trés diferentes vazoes estudadas, a que
melhor resultou foi fs=22,5 gART/h, obtendo aumento na atividade
enzimatica maxima (Am) e na produtividade, de 92% (960 U/1) e 70%
(46,0 U/1/h), respectivamente, em relacao ao cultivo descontinuo.

Recentemente, Lessmann (1993) estudou o mesmo processo,
porém com concentracdo de substrato bastante superior: 40 e 80 g/l,
em uma regiao onde, em cultivo descontinuo, ja se pode perceber
inibicao por substrato. Dos ensaios a 40 g/1, com vazao de alimentacéo
(fs) de 32 gART/h, obteve aumento na Am de 53% (3438 U/1) ao iniciar a
alimentacao no comeco do cultivo e 42% (3177 U/1), com alimentacdo a
partir de 4 horas de cultivo, com os mesmos aumentos percentuais na
produtividade em relacdo ao processo batch. O fator de conversao
substrato a enzima (YA/S) se elevou de 76% (83,0 U/g) e 69% (79,6 U/g),
respectivamente.

Nos ensaios a Sg de 80 g/l, Lessmann (1993) s6 obteve aumentos
significativos em seus resultados, quando impds uma maior vazio de
alimentacao (fs=32gART/h), atingindo 5267 U/l (32% de aumento), no
ensaio com a alimentacdo desde o comeco do cultivo, e 5140 U/1
(aumento de 29%) com alimentacdo a partir de 4 horas de cultivo. O
aumento na produtividlade em enzima foi de 30% e 20%,

respectivamente, enquanto que YA/S sofreu elevacio de 22 e 20 %. Ao
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diminuir fs, para 22 e 16 gART/h, alimentando desde o inicio do cultivo,
0 autor obteve reducdo na Am de 12 e 26 %, respectivamente, em
relacdo ao ensaio descontinuo analogo, mostrando que nem sempre é
'vantajoso o processo fed-batch. Lessmann apresenta, ainda, um ensaio
com vazao variavel pré-determinada, segundo um equacionamento
matematico do sistema, obtendo Am 9% superior (5400 U/1) ao ensaio

batch, realizado simultaneamente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

3.1.1 Linhagem

Empregou-se uma cultura pura de Aspergillus awamori NRRL
3112, obtida na forma liofilizada junto ao Northern Regional Research
Center, 0rgao pertencente ao Departamento de Agricultura dos Estados

Unidos.

3.1.2 Conservacao

A cultura liofilizada recebida foi conservada em tubos contendo
uma mistura de terra e areia previamente esterilizada, segundo método
proposto por Greene e Fred (1934) para a conservacao de fungos por
periodos longos, com algumas modificacdes, segundo Facciotti (1986).

Para que seja possivel uma clara descricio do meétodo de
conservacao do microrganismo, descrever-se-a inicialmente o meio

Czapek e os tubos com terra e areia.

Preparo dos tubos com terra e areia

a.Pesaram-se cerca de 200g de terra preta de jardim, secou-se em estufa

a 80-85°C até peso constante e peneirou-se a 60 mesh. Igualmente foi
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feito com cerca de 200g de areia de quartzo, previamente lavada,
conforme técnica descrita por Macedo (1982).

b.Foram pesados diretamente em tubos de ensaio, 2g de areia e 3g de
terra (razdao de 40% areia / 60% terra). Fm seguida, os tubos foram
agitados para homogeneizar bem a terra e areia, e tampados com
rodilhodes de algodao.

Cc.A seguir, foram submetidos a tratamento térmico em autoclave a
120°C, durante 30 minutos, por 3 vezes, em dias alternados, sendo
que entre um tratamento térmico e o seguinte, estes eram incubados
em estufa a 30°C. Ap6s o ultimo, os tubos foram secados em estufa a
100°C, por 24 horas. Antes de seu uso, procedia-se ainda, um teste de

esterilidade com alguns.

Preparo do Meio Czapek

O meio de cultura so6lido, empregado para o cultivo do
microrganismo em placas e em tubos, denominado meio Czapek,

apresenta a seguinte composicao (Raper e Fennell, 1965):
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GlICOSE immmmmmmammraiwhs i s s 30,0g
NANOZ i sess s saesasssasnsne 20g
KOHPO ] (wuncscsensinsusssossussansesssissesssnssussusnsmsnisnissnsasiipunsvsbsovssanssisns 10g
MgSO0y4 . 7HoO snsssivsisisisssisssmmsiissssssmsismnsmsiissisisisisnaios s 058
KE ., om e enersiesinne S ke nonsinnent i BRI TS S ocramsisasions 05¢g
- FeSOY4 . THO coccccasmessvonsiussrsasssssusssssantssmsmssinisssoiiivcsiasaisasosns 0,01g
« EXIrato de Levedura ...........cocecerssncessisseessssssssesesssssaes 10g
AGAY-AEAT  isiiisssusesisssssisssdsssssissasssssasasiossasassonsnsnsonnsnsaonsrncenarons 200¢g
Agua destilada até .........c.coeerermerremsseeneeeeseessssessessensenns 1000 ml

Este meio era distribuido a quente nos tubos ou placas,
colocando-se 5ml (tubos) ou 20ml (placas) em cada, e esses eram, em
seguida, submetidos a esterilizacio em autoclave a 120°C, durante 20
minutos e entdo deixados em posicdo inclinada para a solidificacdo do

meio.

Descricao Método de Conservacao

a.Suspendeu-se a cultura liofilizada da NRRL em tubo contendo 1ml de
agua destilada esterilizada.

b.Com essa suspensio, foram inoculadas duas placas de Petri, contendo
cada 20ml de meio Czapek, que foram incubadas a 30°C, até o
aparecimento de colonias isoladas.

c.Escolheu-se uma das duas placas e a partir das colénias existentes
nela, inocularam-se 5 tubos contendo cada 5ml de meio Czapek

inclinado, que permaneceram incubados a 30°C, por 4 a 5 dias.
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d.A partir dos 5 tubos anteriores, 15 novos foram inoculados e também
incubados nas mesmas condicdes.

e.A cada um dos 15 tubos, contendo a cultura ja esporulada, foram
adicionados 4ml de agua destilada esterilizada, agitando-se
vigorosamente cada tubo para suspender os esporos.

f.A partir dos 15 tubos anteriores, 40 tubos contendo a mistura de terra
e areia foram inoculados, pipetando-se 1ml da suspensdo de esporos
em cada, com pipetas volumétricas esterilizadas, contendo algodio
no bocal.

g.0s tubos com terra e areia, recém-inoculados, foram a seguir
incubados a 30°C. Diariamente eram agitados, com o intuito de se
soltar bem a mistura de terra e areia e nio se formarem grumos.
Apoés alguns dias, quando se observou a mistura bastante solta, os
tubos foram armazenados em geladeira, até seu uso no preparo do

inoculo.

3.1.3 Preparo do In6culo

A partir de um tubo com terra e areia armazenado, conforme
item 3.1.2, adotou-se para o preparo do inoculo o procedimento
descrito a seguir. Convém observar que, simultaneamente, trés ensaios
eram realizados, de modo que o procedimento descrito gerava o
inoculo dos trés ensaios.
a.Uma pequena fracdo de terra e areia era retirada do tubo, com uma

espatula de aco inoxidavel esterilizada, e espalhada assepticamente
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em um erlenmeyer de 250ml, contendo 100ml de meio Czapek
inclinado, procurando-se espalhar a porcao de terra e areia por toda a
superficie do meio solidificado. Igualmente, preparavam-se outros
trés erlenmeyers.

b.Os quatro erlenmeyers eram entao incubados a 30°C, durante 5 dias,
tempo suficiente para que toda a superficie do meio solido ficasse
totalmente coberta por esporos do microrganismo inoculado
anteriormente.

Cc.Apos esse periodo, eram escolhidos trés erlenmeyers, nos quais a
esporulacao se mostrou completa e suspendiam-se o0s esporos,
adicionando-se a cada erlenmeyer escolhido 60ml de uma solucao de
um agente tensoativo, chamado Tween-R40 (Atlas Chemical
Industries Inc.), na concentracao de 15mg/l, contendo um conjunto
de pérolas de vidro.

d.Substituia-se assepticamente o rodilhdo de algodiao de cada
erlenmeyer por uma rolha de borracha esterilizada e se procedia a
uma vigorosa agitacao dos frascos, durante um minuto, para se
permitir a completa suspensao dos esporos, motivo da adicido das
pérolas de vidro.

e.As suspensdes obtidas eram, entdo, transferidas de modo asséptico
para um unico erlenmeyer de 250ml, vazio, seco e esterilizado,
totalizando portanto, cerca de 180ml de suspensao de esporos.

f.Com essa suspensdo, inoculavam-se 18 erlenmeyers de 1 litro
contendo cada 200ml de meio de cultura liquido a concentracio de
ART de 20g/l1, preparado conforme metodologia descrita no item 3.2.

A inoculacao era feita transferindo-se assepticamente 5ml da
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suspensao de esporos para cada um dos frascos, com pipetas
volumeétricas esterilizadas, com algodao no bocal.

g.0s 18 erlenmeyers inoculados eram, entio, levados a um incubador
rotativo, ou "shaker" (New Brunswick Sc. Co., modelo G-25) a
temperatura de 35°C e frequéncia de agitacao de 200 r.p.m., por um
periodo de 24 horas. Tal periodo foi determinado como ideal por
Facciotti (1986), por corresponder a elevadas velocidades de
crescimento celular, reduzindo a fase de adaptacio (lag) do cultivo
posterior em fermentador.

h.Terminado esse periodo em incubador rotativo, eram escolhidos os 15
frascos com aspecto mais uniforme e realizada a adiciao do contetido
deles, de modo a se ter trés frascos com cerca de 1 litro em cada,
prontos para a inoculacao de cada um dos trés fermentadores,

conforme sera visto no item 3.3.
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3.2 Meio de Cultura

3.2.1 Principal Matéria Prima

Em todos os ensaios, utilizou-se um meio de cultura, contendo
um xarope de farinha de raspa de mandioca como principal fonte de
carbono. Esta farinha foi obtida da empresa Ricieri Pechatt & Filhos
(Araras, SP) e estocada, em nossos laboratorios, em sacos plasticos
mantidos fechados.

Suas principais caracteristicas foram determinadas por Macedo

(1982), tendo-se obtido:

. TeOor de aMIdO .......cccoevreerrrierserrersrersnesessssssesasssrssesaessessaesasens 80,2 %
. Teor de UMIdade ......ooveeveireireeieerrrreerecesessaasssesssssessens 12,3 %
. Teor de fibras st 51%
. Teor de acuicares redutores ... 2,4%

3.2.2 Preparo do Meio de Cultura

Utilizou-se para os cultivos em fermentador, bem como em
incubador rotativo no preparo do indculo, um meio de cultura liquido,
elaborado a partir de um xarope de farinha de mandioca. O preparo
deste xarope, de alta concentracao de ART, esta descrito a seguir.
a.Em uma panela de aco inoxidavel, a qual se adaptava uma agitador

mecanico, colocava-se um volume adequado de uma solucao 0,01M de
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CaCl; em NaOH 0,01M e adicionava-se a farinha de raspa de
mandioca descrita no item 3.2.1, de forma a se ter cerca de 380g de
farinha por litro de suspensao. Empregou-se uma solugao de CaCly,
pois o calcio € um estabilizante da enzima o-amilase, que sera
adicionada posteriormente,

b.Apés a homogeneizacdo, acertava-se o pH da suspensao para um valor
entre 6,0 e 6,5, intervalo 6timo para acdo da o-amilase.

c.Aquecia-se a suspensao, sob agitacdo constante, até a temperatura
aproximada de 55°C, quando se adicionavam, por litro de suspensio,
0,3g de a-amilase bacteriana (Laboratério Okochi Ltda.), com poténcia
nominal de 2200 SKB/g. A temperatura em questdao é inferior a de
gelatinizacao do amido de mandioca (63°C).

d.Elevava-se a temperatura até 90°C, otima para acio da o-amilase,
permanecendo nessa condicdo durante 10 minutos. Em seguida,
levava-se a suspensao a ebulicio por 5 minutos, a fim de se inativar a
enzima.

e.Filtrava-se entao, a vacuo, a suspensdo assim preparada, utilizando-se
papel de filtro Carl Schleicher & Schull 5892. A filtracio possibilita a
determinacao da concentracao celular por massa seca, ao produzir
um xarope limpido.

f.Dosavam-se no xarope filtrado obtido, as concentracdes de glicose e
acucares redutores totais (ART), segundo metodologia descrita nos
itens 3.4.2 e 3.4.3, obtendo-se concentracdes da ordem de 5 e 300g/1,

respectivamente.
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Uma vez conhecida a concentracéo de ART no xarope, utilizava-se
um volume adequado para se obter a concentracio de ART desejada no
meio de cultura liquido. Em fermentador foram realizados ensaios a
concentracao inicial de ART (Sp) de 20 e 40g/l, enquanto que para o
inéculo manteve-se sempre a concentracio de 20g/1. Nos ensaios com
So de 40g/], a concentragao de todos nutrientes foi dobrada.

Completava-se o preparo do meio liquido com a adicio de
nutrientes e agua destilada, segundo Macedo (1982) e Schmidell (1986),

de modo que a composi¢ao final no fermentador e no meio para inoculo

era:
. €XITato de 1eVedUTa ........coooveeeeereeeeeeesseeseeseesesessesnessneens 0,10 g/1

s MESOY . THRO et sescesesenssseseeensssssssensssssssnes 0,50 g/1

« (NHE)2S04  sosmsmissasssssassonsmssmmsmommsnssissssiesbsimsamiicins 5,00 g/1
NagHPO4 . 12HQO .....vvemreeremrereressenncessssesssssssnssssnssssnsens 3,78 g/1
KH2PO4Z ..ot scscsssssassssssssssssenssssssnssssnsnes 3,50 g/1
acucares redutores tOtAIS .........ccoeeecemeeseeesssressssssssssesns 20 g/1

No meio de cultura a ser utilizado nos fermentadores,
adicionava-se ainda o antiespumante UCON (polialquileno glicol),
fabricado pela Union Carbide Corporation, na proporcéo de 0,08ml/1 de
meio e em seguida acertava-se o pH para o valor de 4,0. Este
anti-espumante era igualmente adicionado ao fermentador ao longo do
cultivo, ocasionalmente, quando a altura da camada de espuma sobre o
liquido atingia cerca de 2cm.

O meio de cultura a ser empregado no indéculo, em incubador

rotativo, tinha seu pH ajustado para 5,0 e era distribuido em
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erlenmeyers de 1 litro, colocando-se 200ml em cada, conforme visto no
item 3.1.3.

Como ndo se conseguia a transferéncia por bombeamento de todo
0 volume de meio preparado para o fermentador, se preparava um
volume ligeiramente maior que o necessario, com concentracoes dos
varios nutrientes e ART adequadamente elevadas, de modo que as
concentracfes no fermentador apos a transferéncia estivessem
conforme desejado e citado acima.

Para os ensaios descontinuos, preparava-se 10,0 litros em baldo
de 12], e apenas 9,01 eram transferidos, de modo que com a adicdo de
1,0 litro de inéculo (10%), obtinha-se 10 litros de meio inoculado a S, de
20 ou 40g/1.

Para os ensaios descontinuos alimentados, a quantidade de
xarope adicionada na preparacdo do meio era calculada de modo a se
iniciar com Sy de 2,0g/1 e todo o xarope adicional, para totalizar a
quantidade de ART necessaria para a concentragao total de ART (St), era
alimentado a parte no decorrer do ensaio. Assim, a alimentacdo era
constituida apenas de xarope de farinha, tendo sido todos os nutrientes
ja adicionados no inicio do ensaio.

Desse modo, nos ensaios descontinuos alimentados, eram
preparados 9,5 litros em baldo de 121, e apenas 8,46 litros eram
transferidos, que, adicionados a 0,94 litros de indéculo, perfaziam 9,4 1
iniciais, correspondendo a indculo de 10%. Tal volume era, ao longo da
alimentacdo, adicionado de cerca de 0,61 ou 1,21 de xarope nos ensaios a

St de 20g/1 ou 40g/1, respectivamente.
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3.3 Ensaios Realizados

Foram realizados 16 ensaios em fermentador, 6 descontinuos e
10 descontinuos alimentados. A Tabela 3.1 apresenta cada ensaio, com
sua denominacdo e caracteristicas principais. Outras caracteristicas,
comuns a todos ensaios, serao mostradas adiante.

A denominacdo de cada ensaio tentou seguir algumas diretrizes,
de modo a facilitar a associacio ensaio-denominacdo. Os ensaios
descontinuos (batch) iniciam com B, enquanto que os descontinuos
alimentados (fed-batch) com F. Segue um numero representativo da
concentracdo inicial de ART (Sy ou St), isto &, 2 para 20g/l e 4 para
40g/l. Dentro desta classificacdo, o terceiro caractere serve para
diferenciar ensaios semelhantes: B21, B22, B23 e B24 sdo semelhantes,
realizados em diferentes datas. Da mesma forma, F21, F22, etc..
diferenciam-se pela vazao de alimentacio empregada. O 1ultimo
caractere de determinados ensaios associa-se a caracteristicas especiais:
I, alimentado desde o inicio e H, alimentado com xarope previamente
hidrolisado.

A Tabela 3.2 apresenta os mesmos ensaios na ordem em que
foram realizados, que, conforme sera visto adiante no item 4.2.5, pode

influir em termos de tempo de preservacio da linhagem.
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Tabela 3.1 Descricao dos Ensaios Realizados

Ensaio  So ou St fs AD 00 xXarope
&M (8ART/h) (h) (h)

B21 23,1

B22 24,1

B23 20,7

B24 21,5 BATCH

B41 44,7

B42 42,3

F21 22,0 13,3 13,5 4 normal

F22 21,2 17,1 10,5 4 normal

F23 20,9 23,7 7,6 4 normal

F24 21,5 32,1 5,6 4 normal

F2H 21,4 31,6 5,7 4 hidrolisado
F21 23,2 31,6 5,7 0 normal

F41 41,2 14,5 26,2 4 normal
F42 40,8 20,8 18,3 4 normal

F43 41,0 32,2 11,8 4 normal

F4H 40,4 21,1 18,0 4 hidrolisado
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Tabela 3.2 Contemporaneidade dos Ensaios Realizados

Data de Tempo de preservacao
dos enssios ey Fsalos

15/08/90 5 B21, F22 e F23
11/09/90 6 B22, F2]1 e F24
17/10/90 7 B23, F21 e F2H
29/01/91 10 B24
10/04/91 13 B41, F42 e F43
15/06/91 15 B42, F41 e F4H

Todos os ensaios foram realizados em fermentadores Biolafitte
(Franca), empregando tanque cilindrico de 15 litros de capacidade, com
20cm de diametro e 48cm de altura. O volume liquido utilizado era de
aproximadamente 10 litros.

Como sistema de agitacdo, empregou-se, no eixo central, trés
turbinas com 8,9cm de didmetro, do tipo pas planas (flat-blade turbine),
com quatro pas em cada uma. As turbinas foram posicionadas de
maneira a manter, entre si, uma distancia igual ao seu didmetro,
segundo Bates et al., 1963, sendo a primeira delas colocada no fundo do
tanque, logo acima do dispersor de ar. Para evitar a formacao de vortex
durante a agitacao, o tanque dispde de 4 chicanas de espessura de 2cm
cada, também utilizadas como serpentinas para circulacido da agua de
aquecimento/resfriamento.

Este tanque esta acoplado a um armario de controle, que permite
medir e controlar uma série de variaveis ao longo do cultivo. Os

sistemas utilizados foram:
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- controle da temperatura de esterilizacio

- controle da temperatura de fermentacio

- controle do pH

- medida e fixac@o da frequéncia de agitacao
- medida e fixacdo da vazao de ar

- medida e fixacdo da pressio interna do reator

A temperatura, seguindo Macedo (1982), foi fixada em 35°C,
controlada por aquecimento da agua de circulacio ou substituicio
desta por agua fresca. O controle do pH, fixo em 4,0, era realizado
através da adicdo de uma solucio de NaOH 2N, através de uma bomba
peristaltica, acionada automaticamente pelo sistema de medida e
controle. Apos o término da fonte de carbono, o sistema requeria para a
manutencao do pH fixado, a adicdo de acido, realizada similarmente
com uma solucao de HCl 2N.

A frequéncia de agitacdo foi fixada em 700 r.p.m. e a vazio de ar
em 10 litros normais por minuto, o que equivale a 1 v.v.m. (volume de
ar por volume de meio de cultivo por minuto).

A pressdo interna do fermentador foi fixada em 0,2 kgf/cm?2
acima da pressdo atmosférica ambiente (sobre-pressio, portanto). Seu
valor era obtido através de uma sonda colocada na cabeca do tanque.
Devido ao mau funcionamento do sistema atuador de controle da
pressao (valvula agulha), esta era mantida em seu valor preé-fixado
através de uma pinc¢a na tubula¢io de saida de gases do reator, ajustada

manualmente.
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Por problemas de vazamento nos eletrodos galvanicos, a
concentracdo de oxigénio dissolvido nao pode ser medida nos ensaios,
apesar de ser um dado importante na analise de fermentacoes aerodbias,

em especial em ensaios descontinuos alimentados.

3.3.1 Preparo do Fermentador e dos Sistemas de Medida

Ao tanque de fermentacdo se acoplavam as sondas para medida
da temperatura, pH e pressido interna. Instalavam-se, também, o
condensador de umidade arrastada pelo fluxo gasoso e os filtros de
metal sinterizado para esterilizacdo do ar de entrada e gases de saida
do reator.

Em seguida, adicionavam-se 8 litros de agua ao reator e
iniciava-se 0 aquecimento do conjunto pela introducdo de vapor
indireto pelas chicanas. Ao se atingir a temperatura de ebulicio,
iniciava-se a introducao de vapor direto na cabeca do tanque,
esterilizando-se, dessa forma, as tubulacdes de entrada e saida do
fermentador durante 15 minutos. A seguir, elevava-se a temperatura até
120°C, mantendo-se esta condicao por 20 minutos.

Terminada esta operacdo de esterilizacio, resfriava-se o
fermentador até 35°C, através da circulacao de agua no sistema de troca
térmica do reator.

Usualmente essa operacao de esterilizacio era realizada no dia

anterior ao de inicio do ensaio. Portanto, uma vez encerrada,



53

desligavam-se os sistemas de controle e o fermentador permanecia
hermeticamente fechado durante, aproximadamente, 15 horas.

No dia do ensaio, drenava-se inicialmente a agua contida no
interior do reator e procedia-se a transferéncia, de forma asséptica, do
meio de cultura liquido, preparado segundo procedimento descrito no
item 3.2. ApoOs essa transferéncia, iniciava-se a agitacao, a aeracio e o
aquecimento do liquido.

Entre o instante de transferéncia do meio e a inoculacdo do
tanque, transcorriam cerca de duas horas, tempo este necessario para a
estabilizacao dos eletrodos e das condi¢cdes de cultivo, bem como
calibracao das sondas e acoplamento, ao fermentador, das solucoes de
NaOH, HCl e UCON, para controle do pH e nivel de espuma.

Apoés a inoculacdo, retiravam-se amostras periodicamente, que
eram analisadas segundo procedimento descrito no item 3.4. Os ensaios
a S de 20 g/1 eram amostrados a cada 2 horas, enquanto que os a Sg de
40 g/1, a cada 3 horas. A partir do inicio do consumo da solucio de HCI
para controle do pH, correspondendo supostamente ao fim da fonte de
carbono, eram retiradas ainda mais duas amostras, sendo assim o
ensaio considerado concluido. Dessa forma, os ensaios a Sp de 20 g/1
tiveram uma duracao de cerca de 26 horas, enquanto que os outros, 36
horas.

Nos ensaios descontinuos, como toda a fonte de carbono era
adicionada desde o inicio, 0 meio de reacdo era alterado basicamente
pela retirada de amostras e adicdo das solucdes para controle de pH e

nivel de espuma.
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3.3.2 Ensaios Descontinuos Alimentados

Todo o preparo dos ensaios descontinuos alimentados era
realizado similarmente aos descontinuos, com a diferenca basica de que
era transferido um menor volume de meio de cultura, com
concentracao de ART inferior, conforme visto no item 3.2.2.

O meio de alimentacdao, composto de xarope de farinha de
mandioca concentrado, era mantido em um erlenmeyer de 2 litros
sobre uma balanca semi-analitica, acoplado ao fermentador através de
uma bomba peristaltica de vazao ajustavel (Incibras, modelo BP-100).

Para cada ensaio, apos a esterilizacao deste erlenmeyer, pesava-se
o xarope a alimentar, de modo a se conhecer a relacao entre massa de
xarope e massa de ART, e calculava-se assim a vazao massica de xarope
desejada (g xarope/h), para se impor determinada vazao massica de
alimentacao, fs (gART/h).

Fm todos os ensaios descontinuos alimentados, a vazao de
alimentacao foi mantida fixa, durante todo o ensaio. Para tanto, se
media periodicamente a diminuicao da massa de xarope no erlenmeyer
e se calculava a vazdo resultante, ajustando-se o controle de vazao da
bomba peristaltica. Uma nocao aproximada da posicao do dial de
controle da bomba ja era conhecida, gracas a uma calibracao feita

anteriormente.
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Preparo do Xarope Hidrolisado

Nos ensaios F2H e F4H, o xarope do meio de alimentac¢ao foi
previamente hidrolisado, a fim de converter todo polissacarideo em
glicose e eliminar a inducdo do microrganismo a sintese de
glicoamilase. Para tanto, foi preparado, inicialmente, o xarope como nos
outros ensaios.

Para o ensaio F2H, distribuiu-se 1000 ml de xarope em 4
erlenmeyers de 500 ml e se adicionou a cada 1,2 ml de enzima
glicoamilase comercial (Pfizer, poténcia nominal de 260 U/ml).
Acertou-se o pH para 4,1 e mantiveram-se os erlenmeyers em incubador
rotativo a temperatura de 45°C, por 16 horas, sob agitacdo a 150 r.p.m.

ApoOs este periodo de hidrolise, adicionou-se o conteudo dos 4
erlenmeyers e efetuou-se a dosagem da concentracdo de acucares
redutores totais e de glicose, conforme itens 3.4.2 e 3.4.3., cujos
resultados obtidos, dentro da precisaio do meétodo, indicavam a
completa hidrolise dos polissacarideos presentes no xarope original.

Para o ensaio F4H, adotou-se procedimento semelhante,
produzindo-se o dobro da quantidade de xarope hidrolisado, por se

tratar de ensaio a St=40g/1.
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3.4 Controles Analiticos

As amostras coletadas ao longo de um cultivo foram submetidas,
inicialmente, a um rapido resfriamento, agitando-se o frasco com a
amostra em um banho com gelo e agua. A finalidade desse resfriamento
era a diminuicao da acdo microbiana e enzimatica, de modo a permitir a
maior precisao possivel nas determinacgées posteriores.

Em sequéncia, o pH era medido, como forma de se verificar se o
sistema de medida e controle do pH do fermentador operava
corretamente, e pesava-se o total de amostra retirado do fermentador,
para posterior balanco de volume:

As amostras eram entao submetidas as seguintes dosagens:

. concentracao celular;
. concentracao de glicose;
. concentracao de acucares redutores totais (ART);

. determinacao da atividade da glicoamilase.

Na Figura 3.1 indica-se um esquema simplificado do tratamento
analitico das amostras, que sera descrito em maiores detalhes nos itens
a seguir, lembrando-se que esse tratamento é semelhante ao ja descrito
em outros trabalhos (Facciotti, 1986, Schmidell, 1986 e Kilikian, 1989).

Cumpre ressaltar ainda, que se trabalhou com um bolor que
cresce tanto na forma de pequenas esferas ("pellets”), como de micélio
em suspensao no meio. Além disso o crescimento foi igualmente

acompanhado por uma significativa elevacao da viscosidade aparente.
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Esses fatos tornaram inviavel colher um volume conhecido da
suspensao para se proceder a uma determinada dosagem e, por esse
motivo, tomaram-se amostras por pesagem em balanca analitica,
considerando-se nos calculos a densidade relativa da 4gua como sendo

unitaria.
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Figura 3.1 Es%uema do tratamento analitico das amostras dos ensaios
e cultivo de Aspergillus awamoriNRRL 3112,



59

3.4.1 Determinacao da Concentracio Celular (X)

A concentracao celular foi obtida segundo procedimento descrito
por Schmidell e Fernandes (1976).

Conforme indicado na Figura 3.1, uma fracio da amostra
inicialmente pesada em balanca analitica (Mettler, modelo H10T) era
submetida a uma filtracdo através de papel de filtro Carl Schleicher &
Schull 5892, adaptado a um sistema de filtraciio a vacuo (Millipore Corp.
- n° catalogo XX10-047-00).

Recolhia-se o filtrado em frasco adequado, com o intuito de se
proceder as determinagdes apresentadas nos itens 3.4.2 , 3.4.3 e 3.4.4.
Em seguida, lavava-se o sedimento retido por duas vezes com agua
destilada e submetia-se 0 mesmo a uma secagem em estufa a 85°C com
circulacao natural de ar, até massa constante, sendo necessario para tal
finalidade, um periodo de 5 horas.

Em paralelo, procedia-se a determinacio da umidade do papel de
filtro, colocando-se na estufa algumas amostras desse papel e
secando-se igualmente, por um periodo de 5 horas.

Apds esse periodo, pesava-se a massa seca de células,
descontando-se a massa do papel de filtro e sua umidade, e calculava-se
a concentracao celular, expressa em gramas de matéria seca por litro de

amostra, considerando-se a densidade da amostra como unitaria.
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3.4.2 Determinacao da Concentraciao de Glicose (G)

Essa dosagem era executada no filtrado da mesma amostra
destinada a determinacdo da concentra¢io celular (item 3.4.1).

Apos a filtracao, pipetava-se uma aliquota do filtrado em um
baldo volumeétrico colocado com alguns mililitros de agua destilada em
banho fervente, durante 5 minutos, para a inativacio das enzimas
presentes. Desta forma, podia-se determinar a quantidade de glicose na
amostra, sem permitir a hidrolise dos polissacarideos, pela presenca de
hidrolases.

Aguardava-se, entao, o resfriamento da amostra e se completava o
baldo com agua destilada, realizando assim a diluicio conveniente, e
procedia-se a dosagem de glicose, segundo o procedimento descrito no

item 3.4.5.

3.4.3 Determinacdo da Concentracido de ART - Aciicares Redutores
Totais (S)

Essa determinacdao foi efetuada através da hidrolise enzimatica
dos polissacarideos presentes na amostra, segundo a técnica

desenvolvida por Schmidell e Fernandes (1977).
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Reagentes

a.Solucéao de tampio citrato (pH=4,8): preparava-se uma solucio 0,05 M
de acido citrico (p.a.) e ajustava-se o pH para o valor 4,8, utilizando-se
solucao de NaOH 2 N.

b. Solucdo de amiloglicosidase: utilizava-se uma solucio de
amiloglicosidase (Sigma Chem. Co.), com atividade nominal de
260.000 U/]1 em solucao 1 M de glicose, contendo 0,5 % de benzoato

de sodio, diluida 200 vezes com a solu¢io de tampio citrato.

Procedimento para a dosagem
Em baldao volumétrico, adicionavam-se 10 ml da solucao de

amiloglicosidase e um determinado volume de filtrado. O volume do
balao, assim como o volume do filtrado a ser submetido a hidrolise,
eram escolhidos de forma que, apos a hidrolise, obtinha-se uma solucéo
onde a concentracdo de glicose estivesse na faixa de 0,2 a 1,0 g/1,
intervalo de concentracao definido pelo método de dosagem descrito no
item 3.4.5.

Em seguida, homogeneizava-se o conteido do baldo, que era
levado a um banho termostatico (Fanem Ltda., modelo 112/3) a 45°C por
30 minutos.

Inativava-se entdo, a enzima presente, colocando-se o balio
volumeétrico em um banho de 4gua fervente durante 5 minutos. Apos o
resfriamento do baldo, completava-se 0 volume com agua destilada e
procedia-se a dosagem da concentracio de glicose pelo método da

glicose-oxidase descrito no item 3.4.5.
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A concentracdo de acucares redutores totais, expressa como
v

glicose, era obtida pela Equacao (3.1).

ART = 0,977(Gm - Gi - GE) + Gj 3.1)

onde:

ART =  concentracao de acticares redutores totais na amostra (g/1)

Gm = concentracao de glicose na amostra apos a hidroélise (g/1)

Gi= concentracao de glicose inicialmente presente na amostra e
determinada pelo procedimento indicado no item 3.4.2 (g/1)

GE = concentracao de glicose devido a glicose presente na

amiloglicosidase comercial (g/1)

0,977 = fator empirico para a conversao de amido em glicose através
da hidrolise enzimatica, obtido anteriormente por Schmidell e
Fernandes (1976)

0,9 = fator estequiomeétrico para a conversao de amido em glicose

3.4.4 Determinacao da Atividade da Glicoamilase (A)

Essa dosagem, da mesma maneira que a determinacio da
concentracao de glicose (item 3.4.2) e da concentracao de ART (item
3.4.3), era efetuada no filtrado da amostra, obtido quando da
determinacao da concentracdao celular (item 3.4.1), segundo técnica
descrita por Park (1969), com algumas alteracoes (Facciotti, 1986 e
Schmidell, 1986).
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Reagentes

a. Solucdo de tampédo acético (pH =4,2): a 600 ml de agua destilada,
adicionavam-se 57 ml de acido acético glacial (p.a.). Ajustava-se o pH
em 4,2 com solu¢do de NaOH 2 N. Transferia-se a solu¢do para um
balao volumeétrico de 1 litro e completava-se 0 volume com agua

destilada.

b. Solucdo de amido a 4 %: pesavam-se 40 g de amido solavel p.a.
(EMerck, Darmstadt) e adicionavam-se cerca de 40 ml de agua
destilada.  Agitava-se para homogeneizar transferia-se,
dquantitativamente para um béquér, adicionando-se 600 ml de agua
destilada fervente. Fervia-se brandamente essa solucio durante 2
minutos, resfriava-se e adicionavam-se 60 ml da solucio de tampio
acético (pH=4,2). Transferia-se para um baldo volumeétrico de 1 litro e

completava-se o volume com agua destilada.

Procedimento para a dosagem
Aproximadamente 15 minutos antes da tomada da amostra,

colocava-se um baldo volumétrico de 50 ml, contendo 25 ml da solucao
de amido a 4% em um banho termostatico (Gebruder Haake - Berlim,
modelo Ultra-Thermostat), ajustado para 60°C.

Uma vez colhida a amostra e efetuada a filtracio (item 3.4.1),
diluia-se o filtrado convenientemente e adicionava-se 1 ml (com pipeta
volumeétrica) dessa amostra diluida ao baldo contendo a solucao de

amido, procedendo-se a uma homogeneizacdo. Apoés 60 minutos
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cronometrados, inativava-se a glicoamilase, colocando-se o baldo
volumeétrico em um banho de agua fervente, durante 5 minutos.

Apoés o resfriamento do baldo, completava-se o volume com agua
destilada e procedia-se a dosagem da concentraciao de glicose contida
no balao volumeétrico (item 3.4.5).

Uma vez conhecida a concentracdao de glicose no balao
volumeétrico de 50 ml, calculava-se a massa de glicose liberada pela
amiloglicosidase em 1 hora, e por mililitro de amostra diluida
introduzida no balao, subtraindo-se da massa total de glicose, a parcela
referente a glicose inicialmente presente na amostra, determinada
segundo o procedimento no item 3.4.2.

Finalmente, levando-se em consideracdo a diluicio efetuada no
filtrado da amostra, calculava-se a atividade da glicoamilase,
expressando-a em unidades (U) por volume de liquido fermentado
(litro). A unidade de atividade (U/]) é definida como sendo a quantidade
de enzima que, em 1 hora, libera 1 grama de glicose nas condicées do
ensaio padronizado (excesso de amido, temperatura de 60°C, pH=4,2).

Convém esclarecer que a "diluicdo conveniente" da amostra apos
filtracdo, era funcao da atividade da amiloglicosidase no caldo num
dado instante de cultivo. Essa diluicdo era feita de forma que a
concentracao de glicose no volume de reacao (26 ml) nao ultrapassasse

2 g/1 (Schmidell e Menezes, 1986).
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3.4.5 Método da Glicose-oxidase para a Dosagem de Glicose

O método de dosagem de glicose, implantado em um Technicon
Auto-Analyser II, emprega a enzima glicose-oxidase (Glicose
E-enzimatica-Reactoclin) fabricada pela CELM - Cia. Equipadora de
Laboratérios Modernos.

Sao empregados os seguintes reagentes:

. Solucdo de glicose-oxidase (maior ou igual a 1000 U/ml) e peroxidase
(maior ou igual a 120 U/ml)

. Reativo 4-AF: solucdo de 4-aminofenazona (25 mmol/1)

. Reativo fenol: soluciao de fenol (55 mmol/1)

Em um Dbalao volumétrico de 1000 ml, coloca-se
aproximadamente 500 ml de agua destilada, 50 ml de reativo 4-AF, 50
ml de reativo fenol e 3 ml da solu¢ao de glicose-oxidase e peroxidase.
Completa-se o volume com agua destilada.

Na execucdao do método, a amostra é inicialmente dialisada, com a
finalidade de eliminar macromoléculas que poderiam interferir na
leitura final.

A glicose que passa pela membrana é oxidada pela glicose-oxidase
a acido gliconico e perdxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio,
em presenca de peroxidase permite a reacio do fenol com a
4-aminofenazona, dando lugar a formacéo de um cromégeno vermelho,
0 4-(p-benzoquinona-monoimino) fenazona.

A concentracao de glicose na amostra dialisada é obtida portanto,
pela medida do aumento do teor do referido cromégeno, em um

colorimetro a 340 nm.
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Para a calibracdo do método no Technicon Auto-Analyser II, sio
utilizadas solugées padronizadas de glicose p.a. (EMerck, Darmstadt)

nas seguintes concentracdes, em gramas por litro: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0.
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3.5 Conceitos Utilizados na Analise dos Resultados

Neste item sera descrita a metodologia utilizada para a analise
dos resultados obtidos. Esta abordagem teodrica esta descrita numa série
de livros (Aiba et al., 1973, Pirt, 1975 e Wang et al,, 1979), sendo aqui
repetida a fim de facilitar o acompanhamento da discussao.

Convém também lembrar que, em termos de produto, interessa
neste trabalho o aparecimento de glicoamilase no caldo fermentado.
Assim sendo, o produto sera caracterizado, como usualmente para
enzimas, por sua atividade enzimatica, em unidades de atividade
enzimatica por unidade de volume de meio, determinadas conforme

item 3.4.4, e ndo em massa por unidade de volume de meio.

3.5.1 Velocidades Especificas

Como se sabe, ao se dispor de curvas de variacao da concentracao
celular (X) e da atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo (t), pode-se

definir as velocidades apresentadas nas Equacées (3.2) e (3.3).

dX
VX = T = velocidade de crescimento celular (g/1/h) (3.2
t
dA
VA = d = velocidade de producao de glicoamilase (U/1/h) 3.3)
t

Estas velocidades, aléem de serem evidentemente influenciadas

pelas condicoes de cultivo, estao na dependéncia também da
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concentracido celular. Justamente por este motivo, quando se pretende
comparar velocidades sem a interferéncia da quantidade de celulas
presentes, definem-se as velocidades especificas 1 e nA, segundo as

Equacoes (3.4) e (3.5).

1 dx
n= ; = velocidade especifica dqf
X dt crescimento celular (h 1) (3.4)
1 dA
PA= - . = velocidade especifica de
X dt producao de enzima (U/g/h) (3.5)

Para todos os ensaios, foram tracadas curvas meéedias de X=f(t) e
A=f(t) a partir dos resultados experimentais. Destas, tomaram-se 0s
valores de X e de A utilizados na determinacao das velocidades
especificas de crescimento (1) e producdao de glicoamilase (pA) em
funcao do tempo de cultivo, através do método de calculo de derivadas
proposto por Le Duy e Zajic (1973), adaptado e implantado em
microcomputador. Apesar de terem sido tomados e calculados a cada
0,5 e 1 hora (em ensaios a So3=20 e 40g/1, respectivamente), estes valores
serao apresentados, nas tabelas do apéndice A-1, a cada 1 e 2 horas
apenas.

Um rearranjo da Equacao (3.4) permite escrevé-la na forma da
Equacéao (3.6). Dessa forma, pode-se visualizar graficamente a velocidade
especifica de crescimento a cada instante, como sendo a tangente da

curva de InX=f(t).

d (In X)
H= mmeeeee = velocidade especifica df
dt crescimento celular (h™1) (3.6)



69

Ao se analisar uma curva tipica de crescimento celular, € possivel
reconhecer etapas distintas, como sao exemplo a fase de inducao,
logaritmica e de declinio. Em particular, na fase logaritmica ou
exponencial, o valor de p é tido como maximo e constante, o que

permite integrar a Equacao (3.4), obtendo-se a Equacao (3.7):

Hmax
logX= logXo+ - . (t-tg) (3.7)
2,303
onde:
to = instante de inicio da fase exponencial (h)
Xo = concentracdo celular no instante t (g/1)
X = concentracao celular no instante t (g/1)

Mmax = velocidade especifica maxima de crescimento celular (constante)
(b'l)

Através da Equacao (3.7) é possivel distinguir a fase exponencial
em um grafico semilogaritmico (mono-log) de X em funcio do tempo,
pelo alinhamento dos pontos nesta fase, podendo-se obter, portanto, o

valor de nwm3x pelo coeficiente angular da reta ajustada.

3.5.2 Fatores de Conversao e Produtividades

Em processos fermentativos, frequentemente se analisam

também, fatores de conversao e produtividades. Esses parametros
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foram calculados para cada ensaio, definidos pelas Equacoes (3.8) a
(3.11).

. Fator de conversao substrato a células (g/g)
Xm - Xo
YX/S =  -eeeeeeeenee (3-8)

. Fator de conversao substrato a enzima (U/g)
Am - Ao
YA/S= -reeeeeeee (3.9)

. Produtividade em células (g/1/h)
Xm - Xo
PX = (3.10)
(Sp ou St)
. Produtividade em enzima, ou em relacio a atividade enzimatica

(U/1/h)

Am - Ao
PA = (3.11)
(Sp ou St)
onde:
= concentracao celular maxima (no instante tX) (g/1)
Xo = concentracao celular inicial (g/1)
So = concentracao inicial de ART (g/1)
St= concentracdo "total"” de ART (soma das quantidades inicial e
alimentada, dividida pelo volume final) (g/1)
= atividade enzimatica maxima (no instante tA) (U/1)
Ao = atividade enzimatica inicial (U/1)
tA = instante de maxima atividade enzimatica (h)

tX = instante de maxima concentracao celular (h)
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Os valores de X, A, S e t considerados para os calculos, bem como
os parametros calculados, sao apresentados no Capitulo 4 (Resultados e
Discussao) a medida que se tornam necessarios para a discussio.

Com relacdo ao calculo destes parametros, convém ainda observar

que:

- No calculo dos fatores de conversio, utilizou-se S, para os ensaios
descontinuos e St para os descontinuos alimentados.

- No calculo das produtividades, de forma mais rigorosa, os
denominadores deveriam ser o instante final subtraido do instante
inicial, porém este é nulo em todos os calculos.

- Alguns valores utilizados nos calculos foram tomados das curvas
meédias de X, S e A como funcdo do tempo, tracadas a partir dos
valores experimentais de cada ensaio, bem como do conhecimento
adquirido de outros ensaios semelhantes. Isto decorre da imprecisio
ou da falta de algumas medidas.

- O instante em que se atinge Xm normalmente coincide com o de fim
da fonte de carbono (S=0 g/l), visto que ha relacio entre o
crescimento e o consumo de substrato. Apesar disto, ha casos em que
nao ocorre esta coincidéncia claramente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentadas as discussdes relativas a cada
ensaio ou conjunto de ensaios, a medida em que se apresentam as
figuras representativas dos seus resultados. No Anexo A-1, sao
apresentadas todas as tabelas com as concentracbes de ART (S), de
glicose (G), de células (X) e atividade enzimatica (A), bem como as
velocidades especificas de crescimento (n) e producao de enzima (j1A) e
os valores de X e A considerados para seus calculos.

Dessa forma, espera-se facilitar com as figuras, a compreensao
das discussdes, sem contudo sobrecarregar este capitulo com uma série
de informacdes em tabelas, ja representadas graficamente.

Inicialmente, se apresentam algumas consideracdes preliminares
(item 4.1), visando facilitar as discussoes a respeito dos ensaios.

Em seguida (item 4.2), uma analise dos varios ensaios
descontinuos, que podem ser entre si considerados repeticoes. Dessa
forma, busca-se ter uma nocéo da variabilidade possivel dos resultados.
Tais ensaios, como mencionado no item 3.3, foram realizados em
paralelo aos descontinuos alimentados, como padrio para comparacao.

No item seguinte (4.3), apresentam-se os ensaios descontinuos
alimentados (fed-batch) a concentracio inicial de ART (So) de 20 g/,
divididos em dois sub-itens. Aqui no texto, para classificacio do ensaio,
sera usado o termo S, no lugar de St, formalmente mais correto ao se
tratar de ensaios descontinuos alimentados, com o intuito apenas de

facilitar a comparacdo com os ensaios descontinuos.
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Posteriormente, ha uma anilise dos ensaios descontinuos
alimentados a S;=40 g/l (item 4.4), tendo como base de comparacio as
discussoes anteriores.

Por 1ltimo, se apresenta uma discussdo final (item 4.5),

condensando o exposto anteriormente.

4.1 Consideracoes preliminares

4.1.1 Escalas dos Graficos

Para facilitar a analise dos resultados, tentou-se na formatacao
final dos vérios graficos representativos dos ensaios (Figuras 4.2 a 4.7 e
4.9 a 4.18), padronizar as escalas tanto quanto possivel. As escalas das
ordenadas se apresentam como multiplos de 12, adequando-se
basicamente a S, e tipo de processo e as abcissas iguais a 27 ou 37
horas.

Convém salientar que para acomodar todos os resultados
experimentais de um dado ensaio em apenas uma figura com 2 eixos de
ordenada, apresenta-se a unidade de atividade enzimatica em 100 ou

200 U/], dependendo da relacio Xm e Am em cada ensaio.
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4.1.2 Volume de Reacdo

Nos ensaios descontinuos alimentados, o volume de reacio
(volume ocupado no reator) é considerado constante ao longo do
ensaio. Essa aproximacao deriva da expectativa de que nio sejam tao
pronunciadas as flutua¢oes no volume total com o decorrer do ensaio.

Varios fatores influem no volume reacional ao longo do ensaio,
principalmente as adi¢cdes de meio de alimentacéo, solucdo desoda ou
acido e subtracbes de amostras e desprezados (volumes mortos). O
xarope de alimentacdo, como visto no item 3.2.2, é preparado
concentrado, de modo que se utiliza 0 menor volume possivel para se
acrescentar 180 ou 380 gART. Assim, nos ensaios descontinuos
alimentados, tem-se a adic@o de cerca de 600 ml (St=20 g/1) ou 1200 ml
(St=40 g/1) de xarope ao longo das varias horas de alimentacio. Esse
valor, em relacdo ao volume total de reacdo pode ser desprezado, em
especial porque ha flutuagées ao longo do ensaio.

Para se fazer uma previsao da variacao de volume ao longo se um
cultivo, calculou-se um balanco de matéria (expresso em volume), de
um determinado ensaio como exemplo (ensaio F21), levando em conta
todas as entradas e saidas mensuraveis, e o resultado pode ser visto
através da Tabela 4.1 e Figura 4.1. Como referéncia entre o calculado
(Vcal) e o experimental (real), tem-se apenas o volume ao final do
ensaio. Assim, calculou-se também um volume ao longo do ensaio
(Vcor) corrigindo o calculado pela adi¢do de parcelas, de modo a atingir
ao final do cultivo o valor real. Observa-se que o volume final calculado

diferia mais que o esperado em relacio ao medido apés o final do
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ensaio (730 ml), porém mantendo-se abaixo de 10 % em relacdo ao
volume inicial. Por outro lado, observa-se também que durante o
periodo em que ocorre alimentacdo do sistema, o volume praticamente
nao se altera, o que permite ignorar a variacio de volume para efeito de
calculo de concentracdes em ensaios descontinuos alimentados.

Essa diferenca entre o valor final do volume calculado (Vcal) e o
volume final medido deve-se as alteracées no volume que nao foram
computadas em Vcal. Apesar do equipamento possuir um condensador
para os gases efluentes do reator, ndo se consegue evitar
completamente a perda de agua na forma de vapor, e considerando-se a
duracdo do ensaio e a vazdo de ar, essa quantidade nio é desprezivel.
Em um teste com agua, observou-se a perda de cerca de 600 g de agua
em reator semelhante, ao longo de 40 horas de cultivo. Outro fator nio
contabilizado na medida do volume final, é o volume de micélio que
permanece preso na lateral do fermentador apos o fim do ensaio, tendo

atingido, em um ensaio em que foi medido, o volume de 500 ml.
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Figura 4.1 Volume de reacéo calculado sem (Vcal) e com (Vcor) correcio
ao longo do tempo de cultivo no ensaio F21 (fed-batch;

S0=20g/1; fs=13,3 gART/h)
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Tabela 4.1 Volume calculado sem correcao (Vcal), calculado com

correcao (Veor), desprezado na retirada de amostra (Vdes),
de amostra (Vamo), alimentado no intervalo de 1 hora
(Vali), adicionado de hidroxido de sodio (VNaOH) ou acido
cloridrico (VHC]) para manutencao do pH a cada hora de

cultivo no ensaio F21.

t Vceal Vecor Vdes Vamo Vali VNaOH VHCI
(h) @ @) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
0 9,40 9,40 8 57,51 0,0 0,0
1 9,40 9,37 0,0 0,0
2 9,32 9,27 23 55,32 0,0 0,0
3 9,32 9,24 0,0 0,0
4 9,26 9,15 20 40,92 48,22 3,0 0,0
5 9,32 9,17 48,22 3,4 0,0
6 9,31 9,14 17 39,71 48,22 4,6 0,0
7 9,37 917 48,22 8,4 0,0
8 9,37 9,14 16 39,945 48,22 10,6 0,0
9 9,43 9,18 48,22 14,0 0,0
10 9,41 9,12 26 78,38 48,22 28,1 0,0
11 9,48 9,17 48,22 31,1 0,0
12 9,50 9,16 22 47,72 48,22 34,7 0,0
13 9,58 9,22 48,22 38,4 0,0
14 9,58 9,19 24 68,56 48,22 43,4 0,0
15 9,67 9,24 48,22 35,1 0,0
16 9,66 9,20 26 65,27 48,22 32,2 0,0
17 9,73 9,25 48,22 25,7 0,0
18 9,69 9,18 26 55,22 6,7 12,8
19 9,70 9,16 0,0 3,1
20 9,63 9,06 25 49,86 0,0 8,1
21 9,63 9,04 0,0 4,2
22 9,55 8,92 35 59,47 0,0 8,2
23 9,56 8,91 0,0 10,8
24 9,50 8,82 27 46,12 0,0 11,5
25 9,51 8,80 0,0 10,6
26 9,43 8,70 31 50,68 0,0 10,5

=
-
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4.2 Descricdo dos resultados de um ensaio descontinuo tipico e sua
variabilidade

4.2.1 Ensaios a Sg de 20 g/1: B21, B22, B23 e B24

Como base para comparacio com os ensaios descontinuos
alimentados, serdao antes apresentados os ensaios descontinuos;
inicialmente os ensaios com concentracio inicial de ART (Sp) de 20 g/1,
conforme Figuras 4.2 a 4.5.

Nos ensaios descontinuos, toda fonte de carbono é oferecida logo
no inicio, que & quando se tem o maior valor de S. Na preparacio do
meio, coloca-se xarope de farinha de mandioca em quantidade
suficiente para se ter Sg=20 g/l e, devido a flutuacdes que serdo
explicadas adiante, obtém-se S variando entre 20,7 e 24,1 g/1.

Assim a curva de S inicia-se tipicamente em torno de 22 g/l
mantém-se alta durante a fase lag (adaptacao) do crescimento (até cerca
de 4 horas) e decai rapidamente, atingindo 0 g/1 com cerca de 20 h de
ensaio. Ja a glicose (G) sofre 2 efeitos opostos: producdo, devido a
hidrolise dos polissacarideos presentes, e consumo, devido ao
metabolismo microbiano. A hidrélise pode ser observada pela
diminuicdo na quantidade de polissacarideos representado pelo espaco

entre as curvas S(t) e G(t).
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Figura 4.2 Resultados obtidos no ensaio B21 (1° batch, 20 g/1).
A) Concentrac¢ao de ART (S) (*), glicose (G) (+) células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (g
B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producao de enzima (nA) (- - -)
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Figura 4.3 Resultados obtidos no ensaio B22 (2° batch, 20 g/1).
A) Concentracao de ART (S) (*), g)hcose (G) (+) céelulas (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (2
B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producao de enzima (nA) (- - -)
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Figura 4.4 Resultados obtidos no ensaio B23 (3° batch, 20 g/1).
A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), celulas (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (E%)
B) Velocidades especificas de crescimento () (—) e
producdo de enzima (1A) (- - -)
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Figura 4.5 Resultados obtidos no ensaio B24 (4° batch, 20 g/1).
A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+) celulas (X) (X)

e atividade enzimatica (A) (L'.I
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B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e

producao de enzima (nA) (- - -)
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O substrato S, sendo a soma da glicose e polissacarideos,
representa a quantidade total de substrato apresentado ao
microrganismo, independente de qual é a fracio que ja esta hidrolisada.
Por este motivo que S é considerado como substrato da célula, e ndo a
glicose, que é enfim a substancia que é assimilada pela célula como
fonte de carbono e energia.

Ao longo do tempo de cultivo, a concentracio de glicose aumenta
no inicio, pois ha uma certa hidroélise e o consumo pela célula ainda é
pequeno, atinge um maximo em cerca de 6 a 8 horas e comeca a
diminuir, igualando-se entao a curva de S (entre 8 e 10 horas), quando
nao mais se detecta polissacarideos no fermentador.

Nesse instante, pode-se dizer que nio mais existe indutor a
sintese de glicoamilase e o repressor (glicose) apresenta-se em
concentracao maxima.

A curva do crescimento microbiano X(t) comporta-se
semelhantemente a maioria dos processos descontinuos conhecidos,
isto €, apos uma fase de adaptacdo as novas condicoes (diferentes das
do incubador), onde a variacao da concentracdo celular é desprezivel,
inicia-se um aumento exponencial, durante o qual se tem velocidade
especifica maxima de crescimento (Wmsx), normalmente entre 4 e 9
horas de cultivo. Segue-se entdo uma diminuicéo de n até se obter Xm,
de cerca de 8,5 g/l, geralmente em torno de 20 h. A partir dai, na
maioria dos ensaios se observa uma queda no valor de X, possivelmente
devido a lise celular, consequéncia da liberacdo de enzimas liticas pelo
proprio microrganismo. As Tabelas 4.2 e 4.3 apresentam os valores dos

fatores de conversao e produtividades para esses quatro ensaios.
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Tabela 4.2 Grandezas usadas no calculo de fatores de conversio e
produtividades para os ensaios B21, B22, B23 e B24.

Ensaio So/St tX Xo Xm tA Ao Am
M ® @1 €D ® UDH UN
B21 23,1 18 0,25 8,42 18 42 653
B22 24,1 20 0,32 8,01 24 34 512
B23 20,7 22 0,48 8,60 24 34 580
B24 21,5 22 0,30 8,83 22 18 507

Tabela 4.3 Grandezas calculadas: fatores de conversio e produtividades
para os ensaios B21, B22, B23 e B24.

Ensaio YX/S PX YA/S PA
(g/8) (g/1/h) U/g) (U/1/h)

B21 0,35 0,45 26 33

B22 0,32 0,38 20 19

B23 0,39 0,37 26 23

B24 0,40 0,39 23 22

O produto da fermentacdo neste trabalho, a enzima glicoamilase,
apresenta normalmente uma cinética classificada por Gaden (1959)
como associada ao crescimento, isto €, a velocidade especifica de
formacdo de produto é relativamente proporcional a velocidade
especifica de crescimento. Isto significa que a curva A(t) apresentar-se-a
na forma sigmoide, semelhantemente a X(t), também com fases de
adaptacdo, exponencial, estacionaria e de declinio. O valor da atividade
enzimatica méaxima (Am) varia bastante, entre 500 e 650 U/,

dependendo do ensaio.
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4.2.2 Ensaios a Sg de 40 g/1: B41 e B42

Nos ensaios descontinuos alimentados com Sy=40 g/1, B41 e B42,
0 comportamento das variaveis S, G, X e A sdo muito semelhantes aos
com Sop=20 g/1, conforme se observa pelas Figuras 4.6 e 4.7. A forma das
curvas sao idénticas e variam apenas os valores maximos, bem como o
instante em que ocorre Xm e Am. O substrato parte de um valor mais
alto e portanto chega ao valor zero num instante posterior, em torno de
25 horas de cultivo. A glicose atinge um maximo de cerca de 28 g/1 e se
encontra com a curva de S mais tardiamente, em torno de 12 h. Xo e Ao
mantém-se iguais, pois o preparo e a fracio de indculo ndo sio
alterados. Os valores finais de X e A alteram-se, porém nio
proporcionalmente a variacio de S,. A concentracdo celular atinge
valores em torno de 12 g/l nos ensaios a Sp=40 g/1, 0o que indica que o
fator de conversiao substrato a célula com o aumento de S, de 20 a 40
g/1, decai de em meédia 0,37 para 0,27, enquanto que PX sobe de 0,38
para 0,45 g/l/h com o aumento de S, conforme se observa pelas
Tabelas 4.4 e 4.5.

Por outro lado, a producio de enzima aumenta de modo mais
pronunciado com o aumento de S,. A maxima atividade enzimatica
(Am) nos ensaios a Sp=40 g/l situa-se em torno de 2100 U/], o que
implica em duplicar o valor de YA/S, chegando a 48 U/g em relacio ao
YA/S de 23 U/g para Sp=20g/l. Da mesma forma, a produtividade em
enzima (PA) triplica de 25 U/l/h com Sg=20 g/l para 74 nesta
concentracao de ART superior. Essas analises iniciais deverio ser

consideradas, quando da discussio dos ensaios descontinuos
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alimentados em relacdo a seus paralelos descontinuos, nos dois

diferentes valores de S estudados.

Tabela 4.4 Grandezas usadas no calculo de fatores de conversio e
produtividades para os ensaios B41 e B42.

Ensaio So/St tX Xo Xm tA Ao Am
8/ (h) (g/D (g/1) (h) um @)
B41 44,7 24 0,29 12,27 27 20 2134
B42 42,3 30 0,27 12,20 30 23 2088

Tabela 4.5 Grandezas calculadas: fatores de conversio e produtividades
para os ensaios B41 e B42.

Ensaio YX/S PX YA/S PA
(g/8) (g/1/h) U/g) (U/1/h)
B41 0,27 0,50 47 78

B42 0,28 0,40 49 68
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Figura 4.6 Resultados obtidos no ensaio B41 (1° batch, 40 g/1).
A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (r%
B) Velocidades especificas de crescimento (u) (—) e
producao de enzima (pA) (- - -)
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Figura 4.7 Resultados obtidos no ensaio B42 (2° batch, 40 g/1).
A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (|:1
B) Velocidades especificas de crescimento (p) (—) e
producao de enzima (pA) (- - -)
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4.2.3 Velocidades Especificas

Com relacao as velocidades especificas de crescimento (n) e
producéo de glicoamilase (nA), também é importante uma pré-analise. O
comportamento tipico da curva de u em funcio do tempo mostra altos
valores até aproximadamente metade do cultivo, seguido de uma queda
até zero com duracdes variadas, conforme apresentam as Figuras 4.2 a
4.7. As grandes diferencas que se observam entre as varias figuras, nas
primeiras horas de cultivo, decorrem do fato de que & menor a precisio
absoluta da medida de X nesse periodo, por se tratar de valores
menores. Na tentativa ainda de contornar este problema, foram
tracadas curvas suavizadas de X em duas diferentes escalas, de modo a
se poder ampliar os valores iniciais, pequenos em relacio a todo o
ensaio. Cuidado especial tomou-se ao tracar as curvas em torno dos
instantes onde ocorre mudanca de escala, para evitar descontinuidade
em .

Apos essa fase inicial do crescimento, frequentemente n se
mantém em torno de 0,25 h-1 por algumas horas, até a concentracao de
substrato cair bastante, diminuindo em seguida até se anular quando a
concentracao celular atinge Xm. Segundo o Modelo de Monod (1942),
desenvolvido para ensaios continuos com diferentes concentracées de
substrato, enquanto S € elevado, n se mantém proxima de 3% Com a
diminuicéo de S, i diminui até zero e se obtém Xm em torno de 8,5 g/1.
Os ensaios com maior Sp comportam-se semelhantemente, porém como

se tem maior quantidade de substrato, 1 permanece em valores baixos
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(0,05 h'l) por algumas horas a mais que a 20 g/l, resultando em
concentracoes celulares finais superiores a 12 g/1.

Ha flutuacdes nos perfis de n entre os 4 ensaios descontinuos a
mesma concentracao inicial de ART. Algumas hipoteses serao
abordadas no item 4.2.4. Na discussdo final, item 4.5.1, a cinética de
crescimento é apresentada de outra forma, enfocando o valor de
velocidade especifica maxima, acompanhada de algumas analises gerais
do crescimento microbiano nos ensaios deste trabalho.

O tracado da curva de pA para os ensaios descontinuos a S;=20
g/1 se assemelha a de n. Em dois ensaios (B21 e B22) nA atinge um alto
valor maximo (NMAm3x) em torno de 20 U/l/h com cerca de 10 horas de
cultivo, decaindo rapidamente, anulando-se entre 15 e 18 horas. Nos
outros dois ensaios (B23 e B24), nupamax limita-se a 13 U/1/h, porém se
estende até apos 22 horas de cultivo, periodo com alta concentracio
celular, resultando em valores finais de atividade parecidos com os de
B21 e B22.

Nos ensaios descontinuos com Sp=40 g/l (B41 e B42), observa-se
claramente que pA, ao atingir 0 maximo em torno de 12 horas de
cultivo, apresenta valores superiores aos observados com S,=20 g/l,
entre 20 e 25 U/l/h, e se mantém alto por mais tempo, o que aliado a

maior concentracédo celular resulta em Am em torno de 2100 U/L
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4.2.4 Reprodutibilidade dos Resultados: Aspectos Gerais

Neste ponto torna-se relevante uma discussao a respeito da
variabilidade de resultados. Todos os ensaios descontinuos a
aproximadamente 20 g/1 (B2n) foram realizados em igualdade de
condi¢des, com excecao das flutuacoes de S, em torno de 22 g/l e,
certamente, quanto a data de realizacao dos mesmos.

Apesar disto, os resultados obtidos apresentam diferencas nao
despreziveis. Observando-se as Figuras 4.2 a 4.5, vemos que as curvas
de S, G, X e A nao podem ser sobrepostas. Os ensaios B21 e B22, por
exemplo, partem de S, muito semelhantes, 23,1 e 24,1 g/l
respectivamente, mas obtém-se atividades enzimaticas maximas no
caldo (Am) diferentes, 653 e 512 U/l Este fato, somado aos diferentes
instantes em que se atinge Am (tA), levam a produtividade em enzima
de B21 a ser 74% superior a de B22, conforme Tabelas 4.2 e 4.3. O fator
de conversdo substrato a enzima de B21 é também maior que de B22
(30%), a principio sem motivos. Mesmo que considerassemos a atividade
final do B22 como sendo em torno de 480 U/l em 20 h de cultivo, isto
resultaria em uma produtividade em enzima de 22 U/l/h, o que nao
altera substancialmente a discussio anterior.

Outro ponto a observar ¢ a curva de X em funcido do tempo.
Apesar das concentracdes celulares finais (Xm) serem proximas (8,42 e
8,01 g/1), a produtividade em células (PX) do ensaio B21 é 18% superior a
do ensaio B22. Além disso, temos em B21 apos cerca de 18 horas de

cultivo, uma perceptivel lise celular, onde X decai de 8,42 a 7,07 g/1. Tal
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fato nao se observa em B22, pois X permanece em torno de 8,0 g/1 das
20 as 26 horas de cultivo.

Essas observacoes, somadas as que poderiam ser feitas numa
comparacao com 0s ensaios B23 e B24 (também a Sy=20g/1), ou entre
B4l e B42 (a Sp=40g/1) levam-nos a seguinte constatacio: a
reprodutibilidade dos ensaios nao é satisfatoria, mesmo considerando o
fato de serem processos fermentativos, nos quais nio se espera a
mesma reprodutibilidade de processos quimicos nao bioldgicos.

Conforme visto na Revisdo Bibliografica, o grupo de
pesquisadores de Engenharia Bioquimica da Escola Politécnica da USP
vem realizando ha varios anos ensaios com este sistema substrato /
microrganismo / produto, isto &, xarope de farinha de mandioca /
Aspergillus awamori / glicoamilase. Ao longo deles, varios problemas
foram enfrentados no que tange a reprodutibilidade.

Algumas causas podem ser apontadas, como as variacdes no
preparo de xarope ou imprecisdes das medidas, mas a principal

refere-se a estabilidade do microrganismo como sera visto em seguida.
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4.2.5 Estabilidade da cepa produtora

A estabilidade do microrganismo ja foi estudada por Kilikian
(1989) e Facciotti (1986) e constatou-se que a forma de preservacio da
cepa e o seu tempo de estocagem muito influenciam nos resultados dos
ensaios ditos padrdes: batch, S4=20 g/1, pH=4,0, 35°C, 700 rpm, 1 vvmn.
As observacoes feitas indicam que apos algum tempo (cerca de 6 meses)
de preservacao em terra e areia (conforme descrito no item 3.1.2),
obtém-se um microrganismo estavel por varios anos, principalmente no
que tange ao tempo de consumo da fonte de carbono e cinética de
formacao da enzima.

Isto pode ser visto pela Tabela 4.6 e Figura 4.8, onde sio
apresentados resultados de ensaios proprios deste trabalho juntamente
com outros constantes do Relatorio Técnico IPT/FINEP/PADCT (IPT,
1990) e da Tese de Doutoramento da Professora Beatriz Vahan Kilikian
(Kilikian, 1989).
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Figura 4.8 Comparacio de resultados entre ensaios anteriores e deste

trabalho (batch, So=20g/1)
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Tabela 4.6 Com%aracﬁo de resultados entre ensaios anteriores e deste
trabalho (batch, Sy=20g/1)

Ident. te. Xm YX/S PX Am YA/S PA
(més) (g/1) (g/ ‘f) (g/1/h)  (U) (U/;g) (U/1/h)

D-7 0.5 10.0 43 0.54 1000 3 51
D-8 3 8.5 0.34 0.45 780 31 31
B21 5 8.4 0.35 0.45 653 26 33
B22 6 8.0 0.32 0.38 512 19 19
B23 7 8.6 0.39 0.37 580 26 23
B24 10 8.8 0.40 0.39 507 22 22
DTA13 36 8.8 0.39 0.54 500 22 27

D-6 60 7. 0.38 0.34 280 13 13
Obs.: Ident.= identificacao do ensaio
t.e. = tempo de estocagem da linhagem
ensaios D-6 e DTA13: linhagem anterior
ensaios D-6, D-7 e D-8 (IPT, 1990)
ensaio DTA13 (Kilikian, 1989)

Percebe-se claramente a existéncia de 3 fases durante a
preservacao da linhagem em terra e areia a partir da ampola contendo o
liofilizado e que passa-se a descrever a seguir:

- Decaimento Inicial: Pouco apés ser aberta a ampola, 0 microrganismo
apresenta Xm, Am, YA/S e PA maximos. Com o passar dos primeiros 6
meses, esses valores diminuem, atingindo um patamar. Esse efeito nio
e tdo claro em PX e YX/S, so se percebendo diferenca entre o primeiro
ponto com 15 dias de preservacéo , no qual se obteve Xm de 10,0 g/1 e
consequentemente YX/S e PX atipicos. Ao longo desta fase, observa-se a
queda de Am de 1000 U/1 para cerca de 500 U/L

- Fase Estacionaria: Ap6s 6 meses, as varias repeticoes dos ensaios
padrao apresentam flutuacdes caracteristicas de processos
fermentativos, sem contudo indicar uma queda no crescimento ou
producdo de enzima. Durante esta fase obtém-se resultados que serao

considerados tipicos para Sy=20 g/1 e sdo apresentados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 Resultados tipicos de ensaios a S;=20 g/1 na Fase
Estacionaria

Am tXx tA YX/S YA/S PX PA

Xm
(g/l) U/ h) t) (g/g U/ (g/1/h) (U/1/h)
)9 500/550 22 22 0,35 22 0,38 22

Cabe aqui ressaltar que com excecdo dos ensaios realizados em

15/08/90 (B21, F22 e F23), todos os outros deste trabalho incluem-se
nesta fase. A duracéo dela nao foi precisamente determinada, porém se
estende por alguns anos. Ha ensaios apresentados por Kilikian (1989)
apos 3 anos de preservacdo , onde nio se observa perda de capacidade
produtiva, atingindo "ainda" atividade enzimatica de 500 U/1.
- Decaimento Final: Apos cerca de 60 meses, ha uma queda sensivel na
sintese de glicoamilase, que s6 chega a atingir 280 U/], ocasionando
uma diminuicdo de YA/S e PA para 13 U/1 e 13 U/g, respectivamente. No
crescimento celular ha também uma queda, porém nio tio intensa.

Os resultados mencionados de ensaios com 3 e 5 anos de
preservacao referem-se a microrganismos obtidos de um outro lote, isto
e, de culturas repicadas em terra e areia geradas a partir de outra
ampola liofilizada. Apesar deste fato, o comportamento ao longo do
tempo deste outro lote é muito semelhante ao ocorrido, em seu periodo
inicial, ao lote utilizado no presente trabalho, e seus resultados podem
ser com ele comparados.

Os ensaios descritos neste trabalho partiram de microrganismos
com idade de estocagem entre 5 e 15 meses, 0 que a principio nos leva a

crer que a maior parte dos ensaios foi feita com microrganismos na
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mesma condicao. Entretanto, a cepa nos primeiros ensaios (B21, F22 e
F23), realizados na 1° semana de ensaio (15/08/90) ainda nao estava
completamente estabilizada.

Isso bem se observa nestas varias repeticoes das mesmas
condicdes de ensaio. O ensaio B21 foi o primeiro descontinuo a $5=20
g/l realizado, apds preservacado por 5 meses em terra e areia,
apresentando os melhores resultados, tanto em crescimento como
sintese enzimatica. Alem de menor tempo para consumir a fonte de
carbono (tX) - 18 em relacéo a 20 e 22 horas dos outros ensaios, atinge
maior Am (650 U/l versus cerca de 520) em menor tempo: tA=18h, em
comparacao de 22 e 24 h. Os resultados de B22, B23 e B24, realizados
com mais de 6 meses de estocagem e provavelmente ja estabilizados,

mostram-se mais semelhantes entre si.

4.2.6 Preparo do Xarope de Farinha de Mandioca e do Meio de Cultura

A concentracao inicial do substrato (Sy) é também uma possivel
geradora de flutuacées, pois ndo se consegue repetir com precisio
condi¢des iniciais como se vé nos varios ensaios B2n. Isso se deve
basicamente a flutuacdes provocadas pela evaporacio durante a
esterilizacdo do meio de cultivo e pela imprecisio na formulacio do
meio a partir de xarope com concentracdo de cerca de 300 gART/L
Ocorre que, a variacdo observada nos resultados ndo é sempre na
direcdo esperada. Facciotti (1986) mostrou que na faixa de Sy entre 20 e

80 g/1, a curva da atividade enzimatica maxima (Am) em funcio de So @
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sempre crescente, isto ¢, um aumento de S originaria um acréscimo na
atividade enzimatica maxima, o que ndo ocorre por exemplo, se
compararmos Am e S, de B22 e B23. O ensaio B22 partiu de um Sy 16%
maior que B23, porém resultou em um Am 12% menor.

Com relacdo ao xarope, outra observacao deve ser feita.
Recentemente tem-se constatado que pequenas diferencas no preparo
do xarope de farinha de mandioca, até entdo consideradas
insignificantes, podem ser responsaveis por diferencas na composicio
final deste xarope. Elas ocorrem principalmente na fase de
dextrinizacdo, através da acdao da a-amilase sobre o amido gelatinizado.
O instante em que a a-amilase é misturada, a duracao e a temperatura
em que ocorre sua acao até a inativacao parecem ser fundamentais na
geracdo de maiores ou menores quantidades de acucares
intermediarios (entre o amido e a glicose), em especial a maltose,
considerada por varios autores (Barton et al., 1972, Ramachandran et
al., 1979, Chiquetto, 1990) como o verdadeiro indutor da sintese da
glicoamilase. Dessa forma, pode-se considerar que parte da
variabilidade de resultados seja devida a variacées no preparo do
xarope, a partir da farinha de mandioca, ocasionando diferentes
quantidades iniciais de indutor no caldo de fermentacao.

Em uma visdo ampla, vé-se que nos processos fermentativos, e
talvez neste sistema em particular, incluem-se varios geradores de
variabilidade de parametros niao totalmente conhecidos e controlados.
Em outras areas da Engenharia Quimica, como por exemplo, o estudo
da mecénica dos fluidos, conseguem-se reprodutibilidade e precisio

mais satisfatorias, de modo a facilitar a analise de resultados e
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conclusodes. Foi justamente o conhecimento destes fatos, que norteou a
decisdo de simultaneamente a cada ensaio descontinuo alimentado,
conduzir-se um ensaio descontinuo padrdo, como pode ser visto na
Tabela 3.2.

Quanto aos ensaios descontinuo a Sp=40 g/1, observa-se que B41
apresenta um comportamento mais tipico, enquanto que a curva de
crescimento celular de B42 mostra-se sem um patamar definido (fase
estacionaria) ou uma queda (fase de lise celular) no final do cultivo. Este
fato volta a justificar uma certa cautela na analise dos dados. No caso,
pela experiéncia anterior, os resultados do ensaio B41 tornam-se mais

confiaveis que de B42.
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4.3 Ensaios Descontinuos Alimentados a So=20 g/1

Os ensaios descontinuos alimentados apresentam relevantes
diferencas quanto ao perfil de S e G em func¢io do tempo, fruto do fato
do substrato ser apresentado ao microrganismo parceladamente.
Adiante sera feita uma analise de cada conjunto de ensaios
descontinuos alimentados, porém cabe aqui ja salientar que as
principais diferencas a serem observadas sdo as curvas de S e G(t) e os
valores finais mais elevados da atividade enzimatica, enquanto que o

crescimento microbiano quase nao se altera.

4.3.1 Ensaios F21, F22, F23 e F24

Como descrito no item 3.3, os ensaios F21, F22, F23 e F24 mantém
em comum uma série de caracteristicas: foram realizados com St=20
g/], alimentados a partir de 4 horas de cultivo e com xarope nio
hidrolisado. Entre eles, a tnica diferenca é o tempo de alimentacio do
xarope (A8) e consequentemente a vaz&o massica de alimentacio (fs).

Assim serdao comparados entre si e com os ensaios descontinuos
B2n em busca da influéncia da vazao de alimentacio sobre a sintese de
glicoamilase. Seus resultados estéo apresentados nas Figuras 4.9, 4.10,
4.11 e 4.12.
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Figura 4.9 Resultados obtidos no ensaio F21 (fed-batch, 20 g/,

fs=13,3 gART/h). - )

A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (D) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentac@o)

B) Velocidades especificas de crescimento ) (—) e
producao de enzima (nA) (- - -)
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Figura 4.10 Resultados obtidos no ensaio F22 (fed-batch, 20 g/l,

fs=17,1 gART/h).

A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (o) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentacao)

B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producdo de enzima (pA) (- - -)
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Figura 4.11 Resultados obtidos no ensaio F23 (fed-batch, 20 g/l,
fs=23,7 gART/h).
A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (0d) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentacao)
B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producao de enzima (nA) (- - -)
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Figura 4.12 Resultados obtidos no ensaio F24 (fed-batch, 20 g/l,
fs=32,1 gART/h).
A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (9) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentacéo)
B) Velocidades especificas de crescimento (p) (—) e
producao de enzima (pA) (- - -)
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E conhecido (item 2.2) que na sintese de enzimas, e em especial
da glicoamilase, frequentemente atuam mecanismos de repressao e
inducao. O processo descontinuo alimentado, por oferecer o substrato
parceladamente, permite alteracoes nos perfis tipicos da fonte de
carbono, influenciando na inducao e repressao.

Assim, observa-se nestes 4 ensaios (F21 a F24), que as curvas de
S(t) e G(t) apresentam formas completamente diferentes das dos ensaios
B2n.

A concentracao inicial de ART (Sy) € pequena, da ordem de 3,5
g/1, e nas primeiras horas ainda diminui, visto que a alimentacdo so6 é
iniciada no instante 4 h, periodo de tempo que inclui a fase lag, durante
a qual o microrganismo praticamente nao consome substrato.

A partir de 4 horas de cultivo e devido a alimentacao, a
concentracao de substrato cresce quase que linearmente até atingir um
maximo, apoés o qual assemelha-se a um processo descontinuo,
diminuindo até se anular.

Para a analise das curvas S(t) e G(t) destes 4 ensaios descontinuos
alimentados, eles serao agrupados 2 a 2 em funcdo das vazodes de
alimentacao (fs) crescentes. F21 e F22 foram alimentados mais
lentamente (fs=13,3 e 17,1 gART/h, respectivamente), enquanto que as
vazoes de alimentacdo de F23 e F24 foram superiores (23,7 e 32,1
gART/h).

De modo geral, de F21 a F24 tem-se vazdes de alimentacao
crescentes. Dessa forma, dS/dt apés o inicio da alimentaciao ¢ maior em
F24 e menor em F21 e da mesma forma, o substrato atinge um maior

valor em menos tempo em F24 em relacao aos demais.
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Nos ensaios F23 e F24, como as vazdes de alimentacao foram
relativamente altas, o maximo atingido coincide com o final da
alimentacdo, pois ainda o consumo de substrato pelo total de células
(dS/dt de consumo) pode ser suprido pela alimentac¢dao. Assim atingido
esse maximo, a curva S(t) comporta-se como em um ensaio descontinuo.

Ja nos ensaios F21 e F22, o substrato alimentado a partir de cerca
de 10 horas de cultivo nao basta para repor aquele consumido pelos
microrganismos, e S(t) comeca a diminuir antes do final da alimentacao.
Por outro lado, sendo menor fs, o valor maximo de S nao ultrapassa 8
g/1, enquanto que nos outros 2 ensaios chega a 12 e 18 g/l. Observa-se
também que as curvas S(t) destes 2 ensaios sao muito proximas. Nos 4
ensaios a concentracao de substrato anula-se em torno de 16 a 18 horas
de cultivo, porém deve-se lembrar que no ensaio F21 houve alimentacao
até 17,5 horas, de modo que nos altimos instantes de alimentacdao o
xarope repunha o substrato consumido mantendo S e G muito
proximos a 0 g/l.

As curvas de glicose em funcao do tempo apresentam-se também
bem diferentes dos ensaios descontinuos. Na realidade, s0 se observa
G(t) diferente de S(t) nas primeiras 2 horas de cultivo. Todas as outras
determinacdes, com excecdo de pequenas diferencas devido a erros
experimentais, nao indicam a presenca de polissacarideos ou quaisquer
acucares diferentes de glicose. Isso se deve ao fato de se estar
lentamente oferecendo polissacarideo ao meio de reacdao, de modo que
a glicoamilase presente no caldo de fermentacao (mesmo nio estando
nas melhores condicées cinéticas de acdo) é capaz de hidrolisa-lo

rapidamente. Convém lembrar que apesar de nao se conseguir dosar,



107

uma pequena concentracao de polissacarideo deve estar presente no
meijo durante toda a alimentacéo, talvez em quantidade suficiente para
que ocorra inducao a sintese da enzima.

Assim, tanto quanto a quantidade de polissacarideo oferecido ao
microrganismo ¢ menor nas primeiras horas de cultivo do que em
ensaio descontinuos, também o é a quantidade de glicose, responsavel
pela repressdo catabolica. Diferentemente dos ensaios descontinuos, a
glicose mantém-se em concentracdes bem pequenas até 6 ou 8 horas de
cultivo. Mais para frente, isto se mostrara muito importante.

As curvas de concentracio celular nestes ensaios descontinuos
alimentados se assemelham muito as dos seus analogos descontinuos
(B2n), em especial ao ensaio B21 que, como ja visto, destaca-se um
pouco dos demais em termos de tempo de estocagem da linhagem (item
4.2.5), por situar-se entre o decaimento inicial e a fase estacionaria. Nio
se percebe nenhuma diferenca entre os varios ensaios com diferentes
fs. Ainda observando-se os graficos de wu(t), percebe-se que, tendo em
vista a variabilidade de resultados dos ensaios B2n, pouco se pode
afirmar com relacao a influéncia do processo no crescimento celular. Na
discussdo final (item 4.5.1), analisa-se a cinética de crescimento através

do nmsx e algumas hipoteses sio levantadas.
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Tabela 4.8 Grandezas usadas no calculo de fatores de conversio e
produtividades para os ensaios F21, F22, F23 e F24.

Ensaio So/St tX Xo Xm tA Ao Am
g/ (h) &/ (g/1 (h) (072 VI (/4]
F21 24,1 16 0,23 8,76 22 36 1112
F22 23,1 18 0,34 8,79 20 38 1255
F23 23,1 16 0,31 8,70 20 44 1219
F24 24,1 18 0,34 8,89 20 34 1057

Tabela 4.9 Grandezas calculadas: fatores de conversdo e produtividades
para os ensaios F21, F22, F23 e F24.

Ensaio YX/S PX YA/S PA
(€/8) (g/1/h) (U/g) (U/1/h)

F21 0,35 0,53 44 48

F22 0,37 0,47 52 60

F23 0,36 0,52 50 58

F24 0,35 0,48 42 51

Por outro lado, a sintese de glicoamilase nos ensaios
descontinuos alimentados é fortemente estimulada e se obtém Am
100% superiores aos ensaios descontinuos, conforme se observa nas
Tabelas 4.8 e 4.9. Nos ensaios F22 e F23, chega-se a cerca de 1240 U/,
que como ja foi visto, deve ser comparado com as 653 U/l do ensaio
B21, contemporaneo a esses. Da mesma forma, Am dos ensaios F21 e
F24 situou-se em torno de 1080 U/, o que também representa o dobro

do resultado em atividade enzimatica de seu contemporineo B22
(512 U/).
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Uma analise das curvas de nA mostra que, apesar de atingir
também maximos em torno de 20 U/g/h, nos ensaios descontinuos
alimentados o periodo de alto nA, digamos acima de 15 U/g/h,
mantém-se por mais tempo (até cerca de 17 horas de cultivo) do que
nos descontinuos (em torno de 13 h). Isto, somado ao maior nimero de
células neste periodo, conduz as maiores Am, bem como produtividade
em enzima em meédia de 55 U/l/h (104% superior aos descontinuos) e
fator de conversdo substrato a enzima 48 U/g (108% superior aos
descontinuos).

Assim, diferentemente da analise de X, para estas condicdes de
ensaio, o processo descontinuo alimentado tem influéncia relevante na
sintese de glicoamilase. Isto pode ser explicado pela atuaciio positiva de
dois fatores: inducéo e represséao.

Nos ensaios descontinuos alimentados, tem-se durante longos
periodos a adicdo de polissacarideos. Dessa forma, pode-se supor a
existéncia de alguma concentracido de polissacarideos, mesmo que nio
mensuravel. Em relacio aos ensaios descontinuos, a inducio certamente
nao pode ser tao intensa, pela inexisténcia de grandes quantidades de
polissacarideo no inicio do cultivo, porém talvez tenha ocorrido
durante toda fase exponencial de crescimento. Fm relacio aos ensaios
batch, isso pode ser relevante, visto que nestes todo polissacarideo ja se
encontrava hidrolisado a partir de cerca de 8 horas de cultivo.

Com relacao a quantidade de glicose, claramente tem-se nos
ensaios descontinuos alimentados uma diminuicio da repressio
catabolica, pois a célula ndo percebe concentracdes de glicose altas no

inicio do cultivo, como acontece nos ensaios descontinuos, apos a
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enzima ter hidrolisado o polissacarideo presente - ja a partir de 4 horas
de cultivo. A presenca de altas concentracdes de glicose apés 8 ou 10 h,
como observado nos ensaios F23 e F24, ndo parece interferir
negativamente na sintese de glicoamilase, pois nestes ensaios obtém-se
igualmente boas producées de enzima, como em F21 e F22.

Na busca de uma melhor defini¢ao da influéncia de cada um dos
fatores citados (inducao e repressio), ainda a So=20 g/1, tem-se como
objetivo escolher um ensaio a partir do qual sejam feitas alteracdes de
processo. A principio, qualquer um dos 4 ensaios F2n seriam validos,
por apresentarem resultados semelhantes quanto a sintese de
glicoamilase. A vazdo massica de F21 (13,3 gART/h) mostrou ser muito
baixa, acarretando uma possivel falta de substrato no final da
alimentacédo, quando o microrganismo ja consumiu o que havia sido
acumulado e praticamente fica na dependéncia do que é adicionado a
cada instante. Por outro lado, os ensaios F22 e F23 apresentaram Am
ligeiramente superior ao de F21 e F24, possivelmente por terem sido
realizados com o microrganismo ainda nio totalmente estavel (item
4.2.5). O uso de um destes ensaios como base de comparacio
dificultaria a analise dos resultados seguintes. Por exclusio, nio
apresentando nenhum inconveniente, optou-se por F24, isto &,
manter-se fs em torno de 32 gART/h.

A seguir serio apresentados ensaios variantes a partir deste
escolhido F24.
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4.3.2 Ensaios F2H e F21

No intuito de se estudar o efeito de inducio, foi preparado o
ensaio F2H, conforme descrito no item 3.3.2. O meio de alimentacio foi
previamente hidrolisado com glicoamilase comercial em excesso, de
modo a apresentar concentracdo de polissacarideos nula. Assim,
poder-se-ia observar as diferencas com o0 ensaio F24, onde
possivelmente tem-se durante toda a alimentacio alguma quantidade
de polissacarideo. Os resultados estdo apresentados na Figura 4.13.

Nao foi dosada a concentracao de ART, pois se supdem que seja
igual a de glicose. Esta apresenta-se muito semelhante a de F24,
indicando a principio que a vazio de alimentacio desejada foi atingida
e que a velocidade com a qual o microrganismo consumiu substrato,
agora exclusivamente glicose, ndo se alterou.

No entanto, o crescimento celular foi mais rapido que o de F24,
talvez indicando maior facilidade de assimilacido do substrato, ja na
forma de glicose. Os valores finais de X(t) também sio superiores,
resultando nos maiores valores (entre todos os ensaios deste trabalho)
de YX/S e PX (0,47 g/g e 0,54 g/l/h, respectivamente), conforme se
constata nas Tabelas 4.10 e 4.11. Essa analise leva a crer na
possibilidade de ter havido alguma imprecisio na elaboracio do xarope
hidrolisado, diferente dos demais, ocasionado talvez concentracoes de

ART reais maiores que se supéde pelas medidas realizadas.
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Figura 4.13 Resultados obtidos no ensaio F2H (fed-batch, 20 g/,

fs=31,6 gART/h, xarope hidrolisado).

A) Concentracao de glicose (G) (+), células (X) (X) e
atividade enzimatica (A) (0) (as setas indicam o inicio e
o final da alimentagao)

B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producao de enzima (pA) (- - -)
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Tabela 4.10 Grandezas usadas no calculo de fatores de conversio e
produtividades para os ensaios F2H e F2I.

Ensaio So/St tX Xo Xm tA Ao Am
g/ (h) g/ (8/1) (h) un U
F2H 20,7 18 0,47 10,11 22 37 1220
F21 20,7 18 0,52 9,00 20 38 752

Tabela 4.11 Grandezas calculadas: fatores de conversio e
produtividades para os ensaios F2H e F21.

Ensaio YX/S PX YA/S PA
(g/8) (g/1/h) (U/g) (U/1/h)

F2H 0,47 0,54 57 53

F21 0,41 0,47 34 35

Quanto a sintese de glicoamilase, este ensaio nada deve ao seu
analogo nao hidrolisado F24, pois aqui se atinge 1200 U/l como nos
melhores ensaios fed-batch a S5=20 g/1 deste trabalho (F22 e F23). Essas
flutuacdes em torno de 1100 U/1 ndo chegam a ser muito significativas,
e sdo coerentes com a hipotese de a concentracio total ser superior a
calculada (20,7 g/1), resultando em maior concentracio celular e
atividade enzimatica. Pela analise de p(t) e pA(t) (Figura 4.13), pelo fato
de serem muito semelhantes a de F24, apenas se poderia confirmar a
discussao anterior.

Os resultados obtidos com o ensaio F2H indicam fortemente que
as vantagens até aqui apresentadas dos ensaios descontinuos

alimentados, quanto a sintese de glicoamilase, ndo se devem ao fato de
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se propor continuadamente polissacarideo ao microrganismo, pois
neste ensaio com xarope hidrolisado obteve-se resultados semelhantes
aos com xarope nao hidrolisado. Esta afirmacao perde validade caso o
fenomeno de inducdo possa se manifestar mesmo com quantidades
minimas de algum polissacarideo, ndo detectaveis através das
metodologias empregadas neste trabalho e presentes no xarope
submetido a hidrolise prévia com glicoamilase. Dentro desta hipotese,
fica dificil imaginar até, que em ensaios descontinuos, apos o encontro
das curvas de ART e glicose, nao se teria mais polissacarideo presente e
portanto, ndao haveria nenhuma contribuicao do efeito indutivo. Claro
esta que discussdo como essa apenas poderia ser abordada, caso se
pudesse dispor de metodologia analitica mais sofisticada, como a
indicada por Mandels et al. (1962), para o estudo da sintese de celulase.
Para se obter mais informacées a respeito da influéncia da
repressao catabodlica na sintese da enzima, executou-se o ensaio F2I, o
qual difere de F24 simplesmente pelo fato da alimentacio iniciar-se no
instante zero, enquanto que em todos os outros ensaios iniciou-se com
4 horas de cultivo. Aqui o objetivo foi permitir maior acamulo de
glicose no inicio do cultivo, alterando-se os perfis de S(t) e G(t). Os

resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.14.
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Figura 4.14 Resultados obtidos no ensaio F2I (fed-batch, 20 g/1,
fs=31,6 gART/h, alimentado desde inicio).
A) Concentracéao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (D) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentacao)
B) Velocidades especificas de crescimento () (—) e
producao de enzima (pA) (- - -)
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Claramente observa-se alteracoes nas curvas de substrato e
glicose em funcdo do tempo. A alimentacdo desde t=0h produz um
acumulo de substrato nas primeiras horas de cultivo, visto que o
microrganismo ainda esta em fase de adaptacdo e consome pouco
substrato. Com 6 horas de cultivo, S atinge cerca de 18 g/l e G 16 g/l
Diferentemente dos outros ensaios até aqui vistos, neste as curvas de
S(t) e G(t) nitidamente mantém-se afastadas por varias horas,
encontrando-se apos cerca de 12 horas de cultivo. A concentracio
maxima e mesmo a forma da curva de glicose muito se assemelha a de
F24. Assim observa-se a presenca de indutor durante 12 horas,
enquanto que o repressor existe em niveis semelhantes a F24, porém
adiantado em relacdo ao tempo de cultivo de cerca de 4 horas.

A curva de concentracdo celular novamente nio apresenta
diferencas significativas com relacao a F24 ou as demais. Como muitos
pontos experimentais foram perdidos, seu tracado proposto pode ser
alterado, porém os pontos considerados coincidem com outros ensaios.
As Tabelas 4.10 e 4.11, ja citadas, apresentam os fatores de conversio e
produtividades deste e do ensaio anterior.

O resultado surpreendente deste ensaio ¢ sem duvida a curva de
atividade enzimatica. Ao invés de atingir Am da ordem de 1000 ou 1200
U/1 como seus analogos, ou ainda valores superiores por se observar
claramente a presenca de indutor, o maximo valor de atividade foi de
750 U/l. O perfil todo é inferior e a curva de pA demonstra que a
sintese esteve prejudicada desde o inicio, atingindo um maximo de

apenas 13 U/1/h com 13 horas de cultivo.
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Em relacio a um ensaio batch, este apresenta como unica
diferenca a concentracao de glicose (e de ART) um pouco mais baixa nas
primeiras horas de cultivo. Sua producao de glicoamilase ¢ nitidamente
melhor que dos ensaios B2n, porém situa-se intermediariamente em
relacao a estes e aos outros descontinuos alimentados. A hipotese mais
aceita para explicar a baixa producdo é que a verdadeira causa do
incremento na sintese de enzima nos ensaios descontinuos alimentados
é a capacidade de manter a glicose (repressora) em niveis muito baixos
durante o inicio do cultivo, quando as células estdo se adaptando e
preparando seu metabolismo para o consumo do substrato a elas
apresentado. Isto se embasa também no fato do ensaio F2H mostrar um
desempenho tdo bom como o F24.

Numa visao geral, temos que nos ensaios fed-batch sempre se
obteve altas atividades quando se iniciou a alimentacdo com 4 horas de
cultivo, mesmo com o hidrolisado. A performance piorou quando se
alimentou desde o inicio, mesmo observando-se nitida inducéo, o que
nao é vista nos outros descontinuos alimentados. Este ensaio apresenta
acamulo de glicose maior no inicio, porém nao tao pronunciado como
nos descontinuos, o que leva a uma producio intermediaria entre os
batch e fed-batch.

Assim os resultados sugerem que o acumulo de glicose e
portanto o efeito repressivo é de fundamental importancia, e
igualmente é fundamental que o acimulo de glicose ocorra o mais
tarde possivel.

Desta analise, pode-se definir outros ensaios que deveriam em

sequéncia ser feitos, para se confirmar estas hipoteses. A repeticao do
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ensaio com hidrolisado e do ensaio alimentado desde o inicio, assim
como um ensaio alimentado com xarope hidrolisado desde o inicio,
parecem ser importantes. Também o emprego de fontes de carbono,
como amido e glicose, com grau p.a. acrescentariam importantes
informacoes. Por fim pode-se analisar a influéncia de um deslocamento
do acamulo de glicose, através de ensaios alimentados a partir de, por

exemplo, 0, 2, 4, 6 e 8 horas de cultivo.
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4.4 Fnsaios Descontinuos Alimentados a S¢=40 g/1

Apos estudo através de diversos ensaios a Sp=20 g/1, mostrou-se
interessante comparar os resultados em situacdes onde se ofereca
maior quantidade total de ART ao microrganismo. Apesar de nao se ter
monitoracao da concentracio de oxigénio dissolvido, sabe-se (Fachini,
1988) que nos ensaios anteriores a transferéncia de oxigénio para o
meio de cultura é suficiente para nao se ter limitacao pela concentracao
de oxigénio dissolvido. Ao se elevar St, a massa total de células deve
aumentar para cerca de 12 g/l e em certos momentos, nas condigoes
utilizadas de transferéncia de oxigénio (frequéncia de agitacao de 700
rpm e aeracdo de 1 vvm), a concentracdo de oxigénio dissolvido cai
abaixo da concentracdo critica (Fachini, 1988). Nestas condicdes, o
processo descontinuo alimentado se apresenta como uma forma de
contornar este problema, por permitir que se limite a oferta de
substrato ao microrganismo e com isso diminuir a velocidade especifica
de respiracao (Q02).

Os ensaios realizados a Sp=40 g/l guardam estreita relacdo com
os realizados a Sp=20 g/1, pois se procurou manter as mesmas fs. Na
pratica, isso significa que até o final da alimentacao nos ensaios F2n,
esses deveriam se comportar igualmente aos F4n, visto que o
microrganismo nio tem capacidade de "enxergar" (ou "imaginar") por
quanto tempo ainda havera suplementacao de substrato.

Para os F41 e F43, executados primeiramente, optou-se pelas 2
vazdes massicas de alimentacao extremas: fs = 14,5 e 32,2 gART/h,

respectivamente, assemelhando-se aos ensaios F21 e F24 (13,3 e 32,1
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gART/h). Os resultados destes ensaios estao mostrados nas Figuras 4.15
e 4.16.

Observa-se que em F41 houve limitacdo por substrato das 20 as
30 horas de cultivo, periodo no qual ainda havia alimentac¢édo, porém
nao suficiente para suprir o consumo microbiano. Cabe esclarecer, que
neste ensaio, no instante 26 h, ha um pequeno aumento pontual em S e
G, devido a um erro de operacao da bomba de alimentacio, mas logo
corrigido, como se observa na amostra seguinte, onde todo o substrato
ja havia sido consumido.

Provavelmente pela falta de substrato, entre os ensaios a Sg=40g/1
€ este 0 que apresenta menor crescimento celular, inclusive
comparados aos ensaios descontinuos B41 e B42 analogos, com Xm =
11,0 g/1, YX/S = 0,24 g/g e PX = 0,45 g/1/h. A sintese enzimatica esteve
ligeiramente prejudicada, apresentando Am=2477 U/l em 30 horas de
cultivo. Mesmo assim, convém lembrar que este valor ainda & 17%
superior ao dos ensaios descontinuos (2111 U/1). As Tabelas 4.12 e 4.13
apresentam os valores dos fatores de conversao e produtividades dos
quatro ensaios descontinuos alimentados a Sg=40 g/l, de modo a

facilitar sua comparacao.
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Tabela 4.12 Grandezas usadas no calculo de fatores de conversao e
produtividades para os ensaios F41, F42, F43 e F4H.

Ensaio So/St tX Xo Xm tA Ao Am
(&/D (h) &/ g/ (h) umn  UN)
F41 44,7 24 0,17 11,03 30 21 2477
F42 42,3 24 0,20 12,14 27 20 2338
F43 44,7 27 0,33 13,31 27 24 2988
F4H 42,3 27 0,29 12,67 30 21 2775

Tabela 4.13 Grandezas calculadas: fatores de conversao e
produtividades para os ensaios F41, F42, F43 e F4H.

Ensaio YX/S PX YA/S PA
(g/8) (g/1/h) (U/g) (U/1/h)

F41 0,24 0,45 54 81

F42 0,28 0,50 54 85

F43 0,29 0,48 66 109

F4H 0,29 0,46 65 91
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Figura 4.15 Resultados obtidos no ensaio F41 (fed-batch, 40 g/l
fs=14,5 gART/h).
A) Concentracdo de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (00) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentacéao)
B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producao de enzima (nA) (- - -)
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Figura 4.16 Resultados obtidos no ensaio F43 (fed-batch, 40 g/l,
fs=32,2 gART/h). )
A) Concentrac¢ao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (o) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentacao)
B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producao de enzima (pA) (- - -)
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O ensaio F43 por outro lado apresentou um excesso de substrato,
sendo comparavel até as 10 horas de cultivo ao ensaio F24, que atingiu
cerca de 18 gART/] neste instante. Como sua alimentacido continuou
por mais 6 horas, S se elevou até o patamar de 21 g/1 com 15 horas de
cultivo, quando a alimentacio passou a nio mais compensar 0 consumo
microbiano pelo elevado nimero de células (cerca de 7 g/1). O resultado
do crescimento celular foi superior aos demais ensaios, atingindo
Xm=13,3g/l, e consequentemente YX/S = 0,29 g/g e PX=0,48 g/1/h.
Quanto a sintese de glicoamilase, este é o0 ensaio que melhor resultou,
chegando a quase 3000 U/], ou seja, 42% superior aos descontinuos.
Também se chegou ao maior YA/S (66 U/g) e PA (110 U/1/h).
Provavelmente, a alta producio de enzima neste ensaio deve-se ao fato
de ter ocorrido inducio a sintese pela presenca de polissacarideos por
longo periodo, até cerca de 20 horas de cultivo. Em nenhum outro
ensaio deste trabalho podde-se observar tio clara distincao entre as
curvas de ART e glicose, em especial apos a concentracao celular atingir
altos valores. A curva de velocidade especifica de producio de enzima
corrobora esta analise, pois nela se observa que pA manteve-se entre 15
e 25 U/g/h de 4 a 24 horas de cultivo.

Como ultima semana de ensaios, foram realizados F42 e F4H,

cujos resultados sdo apresentados nas Figuras 4.17 e 4.18.
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Figura 4.17 Resultados obtidos no ensaio F42 (fed-batch, 40 g/l,
fs=20,8 gART/h). )
A) Concentracao de ART (S) (*), glicose (G) (+), células (X) (X)
e atividade enzimatica (A) (D) (as setas indicam o inicio
e o final da alimentacéo)
B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producao de enzima (pA) (- - -)
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Figura 4.18 Resultados obtidos no ensaio F4H (fed-batch, 40 g/l,
fs=21,1 gART/h, xarope hidrolisado).
A) Concentracao de glicose (G) (+), ceélulas (X) (X) e
atividade enzimatica (A) (o) (as setas indicam o inicio e
o final da alimentagao)
B) Velocidades especificas de crescimento (n) (—) e
producio de enzima (pA) (- - -)
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O ensaio F42 foi idealizado, imaginando-se que a vazao massica
de alimentacao do ensaio F43 (fs=32,2 gART/h) tenha sido
demasiadamente elevada, ocasionando grande aciimulo de glicose com
15 horas de cultivo. Optou-se por uma vazao intermediaria entre a de
F22 e F23, 20,8 gART/h. Na realidade, buscava-se repetir a elevacao na
atividade enzimatica proporcionada pelos ensaios descontinuos
alimentados, com Sp=20 g/1, isto &, em ensaios realizados com menor S
conseguiu-se dobrar Am em relacao aos ensaios descontinuos,
enquanto que com Sg=40 g/1 o melhor resultado indicava Am somente
42 % superior aos B4n.

Paralelamente, executou-se F4H, com fs semelhante a F42, de
modo a se tentar confirmar as conclusdes feitas com base no ensaio
F2H.

No entanto, a analise das Tabelas 4.12 e 4.13, agrupando todos os
ensaios descontinuos alimentados a 40 g/l, mostra que é a vazao de
alimentacao de F43 que proporciona melhores resultados.

Comparando-se F42 e F4H, observa-se que ha uma grande
diferenca no perfil da glicose ao longo do tempo. Nao s6 F4H atinge
valores superiores (acima de 9 g/], em relacao a pontualmente 8 g/1 em
F42), como se mantém alto por varias horas, até quase 25 horas de
cultivo. Novamente, esse comportamento nao era esperado, e pode
encontrar explicacao em algum fator ndo analisado na forma com a
qual o xarope hidrolisado é preparado. Com relacdao a curva de X,
nenhuma diferenca se observa em comparacao a F42. As duas ultimas
medidas (com t=33 e 36h) apresentam valores atipicos, ndao tendo

inclusive sido utilizadas na determinaciao de YX/S e PX.
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A atividade enzimatica no ensaio F4H comportou-se semelhante a
de F42 até cerca de 25 horas de cultivo, porém elevou-se acima deste no
final do ensaio, atingindo 2775 (U/1), 19 % superior. Isso pode ser
observado, nas Figuras 4.17 e 4.18, com relagio a velocidade especifica
de sintese de glicoamilase, que no ensaio F4H se mantém entre 10 e 15
U/g/h até 27 horas de cultivo (em relacio a F42, 21 h).

Dessa analise dos ensaios descontinuos alimentados a So=40 g/,
observa-se que ndo se obteve nesses, resultados tio superiores aos
descontinuos, como se obteve a 20g/l. Mesmo assim, nio se torna
desprezivel a melhora na producdo de glicoamilase, visto que se
obtiveram aumentos de 42% na atividade maxima, de 50% na
produtividade e de 38% no fator de conversio substrato a enzima.

Os resultados dos ensaios descontinuos alimentados a S, de 40
g/1 sugerem, entdo, que nesta concentraciao de ART o efeito repressivo
nao ¢ mais o principal fator regulador da sintese de glicoamilase, e a
efetiva inducdo por polissacarideos torna-se preponderante, tanto nos
ensaios batch como fed-batch, aumentando substancialmente a
producdo. Dessa forma, ndo se obtém nos ensaios descontinuos
alimentados uma elevacéo tao acentuada na producio de glicoamilase,
pois mesmo o ensaio descontinuo ja & capaz de oferecer suficiente

inducao ao microrganismo.
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4.5 Discussao final

Para facilidade de uma visao do conjunto de ensaios, na procura
de conclusdes, os varios valores de produtividade e fatores de
conversao ja apresentados sao aqui repetidos, bem como os resultados
experimentais que os geraram, nas Tabela 4.14 e 4.15.

O trabalho, conforme apresentado, em bloco de ensaios, permite
gradualmente que se levante analises gerais, e na medida do possivel,
foram ja levantadas.

De uma forma geral, e particularmente no estudo dos fenémenos
de inducdo e repressao, pode-se ter certeza da validade do processo
descontinuo alimentado na sintese de glicoamilase, ao menos nas
condi¢cdes estudadas de S, microrganismo, etc. Resumidamente,
obteve-se nos ensaios descontinuos alimentados em relacio aos ensaios
batch, a Sp de 20 g/1, resultados 96% superiores com relacao ao fator de
conversao substrato a enzima e 113% com relacao a produtividade em
enzima. Ja os resultados a Sy de 40 g/l foram apenas 25 e 26%,
respectivamente, superiores aos dos ensaios descontinuos.

Aparentemente, com o aumento da concentracao inicial de
substrato, outras conclusdes poderdao ser tomadas, em especial, em
relacao a inducéo e repressao. O uso de fontes alternativas de carbono
se apresenta como importante mecanismo de estudo do processo.

Com relacdo a variabilidade dos ensaios, convém lembrar que em
qualquer processo bioldgico, em especial quando se trabalha com
matérias primas naturais, ha uma série de fatores relevantes, que nao

se tem controle ao realizar os ensaios. No entanto, este trabalho mostra
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ainda, validade no sentido de ponderar fatores influentes e alertar para

o perigo de conclusdes precipitadas, a partir de poucos dados.
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Tabela 4.14 Grandezas usadas no calculo de fatores de conversao e
produtividades para os diversos ensaios.

Ensaio So/St tX Xo Xm tA Ao Am

(&/1 (h) &/ &/1 (h) um  UNn
B21 23,1 18 0,25 8,42 18 42 653
B22 24,1 20 0,32 8,01 24 34 512
B23 20,7 22 0,48 8,60 24 34 580
B24 21,5 22 0,30 8,83 22 18 507
B41 44,7 24 0,29 12,27 27 20 2134
B42 42,3 30 0,27 12,20 30 23 2088
F21 24,1 16 0,23 8,76 22 36 1112
F22 23,1 18 0,34 8,79 20 38 1255
F23 23,1 16 0,31 8,70 20 44 1219
F24 24,1 18 0,34 8,89 20 34 1057
F2H 20,7 18 0,47 10,11 22 37 1220
F21 20,7 18 0,52 9,00 20 38 752
F41 44,7 24 0,17 11,03 30 21 2477
F42 42,3 24 0,20 12,14 27 20 2338
F43 44,7 27 0,33 13,31 27 24 2988

F4H 42,3 27 0,29 12,67 30 21 2775
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Tabela 4.15 Grandezas calculadas; fatores de conversio e
produtividades para os varios ensaios.

Ensaio YX/S PX YA/S PA
(g/8) (g/1/h) (U/g) (U/1/h)
B21 0,35 0,45 26 33
B22 0,32 0,38 20 19
B23 0,39 0,37 26 23
B24 0,40 0,39 23 22
B41 0,27 0,50 47 78
B42 0,28 0,40 49 68
F21 0,35 0,53 44 48
F22 0,37 0,47 52 60
F23 0,36 0,52 50 58
F24 0,35 0,48 42 51
F2H 0,47 0,54 57 53
F2I 0,41 0,47 34 35
F41 0,24 0,45 54 81
F42 0,28 0,50 54 85
F43 0,29 0,48 66 109

F4H 0,29 0,46 65 gl
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4.5.1 Velocidades Especificas Maximas de Crescimento

Outra forma de se analisar o comportamento cinético de
crescimento microbiano é através da analise de graficos mono-log da
concentracao celular em funcao do tempo. Como visto no item 3.5.1, a
velocidade especifica de crescimento (n) pode ser graficamente
visualizada, como a tangente da curva In X=f(t), expressa pela Equacao
3.6.

Assim, sdo apresentadas nas Figuras 4.19, 4.20, 4.21 e 4.22, os
graficos mono-log da concentracdo celular em funcio do tempo em
todos os ensaios realizados neste trabalho.

Ainda segundo item 3.5.1, pela Equacao 3.7, observa-se que no
periodo de tempo em que as curvas de InX=f(t) se apresentam
alinhadas, tém-se Ny 3%. Dessa forma, calculou-se a regressao linear de
InX em funcdo do tempo, nos intervalos em que se observa Jmsx. A
Tabela 4.16 apresenta os resultados obtidos deste calculo em todos os
ensaios, a fim de uma analise comparativa.

A media das velocidades especificas maxima de crescimento dos
ensaios descontinuos a S, de 20 g/1 foi de 0,257 h'l, enquanto que para
os ensaios descontinuos alimentados foi de 0,292 h-l, 14% superior.
Descontado o ensaio F2I, significativamente inferior, tem-se a média de
0,301 h-1 (17% superior). Da mesma forma, a So de 40 g/1, obteve-se
média de 0,266 h-1 para os ensaios descontinuos e 0,273 h-1, apenas 3%

superior.
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Figura 4.19 Concentracio celular (X) em funcido do temfo. em grafico
-mono-log, para os ensaio B21, B22, B23 e B24.
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Figura 4.20 Concentracio celular (X) em fun%ﬁo do tempo, em grafico
mono-log, para os ensaio F21, F22, F23 e F24.
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Figura 4.21 Concentracdo celular (X) em funcio do tempo, em grafico
mono-log, para os ensaio F2H, F2I, B41 e B42.
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Figura 4.22 Concentracdo celular (X) em funcio do temd)o. em grafico
mono-log, para os ensaio F41, F42, F43 e F4H.
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Tabela 4.16 Fase onencial de crescimento celular dos ensaios
realizados
Ensaio Fase Mmax Coeficiente
(imc(;geanfciigl) Corr%facﬁo
(h) (h-l) R)

B21 4al0 0,260 0,9994
B22 4al0 0,268 0,998
B23 4al0 0,252 0,984
B24 4al2 0,249 0,996
B41 3a9 0,262 0,998
B42 3a9 0,269 0,998
F21 6alo 0,315 0,9994
F22 4al0 0,304 0,997
F23 6al0 0,301 0,997
F24 6alo 0,312 0,999
F2H 4al0 0,273 0,998
F21 6alo 0,249 0,997
F41 3a9 0,286 0,9991
F42 3a9 0,312 0,999
F43 6al2 0,240 0,9997

F4H Jal2 0,253 0,995
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De modo geral, observa-se que a variacdo na velocidade especifica
maxima de crescimento ao longo dos diferentes ensaios, & muito menor
do que a observada em termos de fator de conversiao substrato a
enzima e produtividade em enzima. No entanto, algumas ponderacoes
podem, ainda, ser feitas.

Numa primeira analise, ao se observar maiores nm;y nNos ensaios
descontinuos alimentados a Sy de 20 g/1 em relacio aos descontinuos,
se poderia levantar a hipotese de mesmo nesta concentracio de ART ja
ocorrer alguma inibicdo ao crescimento por excesso de substrato e que
o processo fed-batch limitaria a oferta de substrato e
consequentemente a inibicao.

Porém, quando se compara 0s Wysx dos ensaios batch a 20 g/1
com os a 40 g/l, esta hipotese é desfeita. A média de 0,266h-1 dos
ensaios B41 e B42 é ligeiramente superior a 0,257h-1 dos ensaios B21 a
B24, ndo confirmando portanto, a idéia de existéncia de inibicido por
substrato.

Outra explicacdo, mais provavel, para a maior velocidade
especifica maxima de crescimento dos ensaios descontinuos
alimentados, se baseia em Pirt (1975), que afirma que uma das
vantagens do processo fed-batch é a oferta parcelada de
micronutrientes, evitando o consumo excessivo ou desperdicio que
causaria uma falta em instante posterior. Assim, os ensaios fed-batch
permitiriam o microrganismo crescer sem a falta de certos fatores de
crescimento, resultando em maior \y, 5.

Ao se comparar os ensaios a 40 g/1, os descontinuos alimentados

nao apresentam W ;x muito superior aos descontinuos. Sob a mesma
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hipotese acima citada, os fatores de crescimento néo chegariam a fazer
falta nos ensaios com maior quantidade de xarope, a0 menos até o fim
da fase exponencial de crescimento, em qualquer um dos dois
processos estudados. Além disso, a concentracao de oxigénio dissolvido,
nao medida nos ensaios deste trabalho, &, de ensaios realizados
anteriormente, limitante para essa concentracio de ART, podendo ser
um fator importante na nao obtencao de maiores iy 5.

O ensaio F2], alimentado desde o inicio do cultivo, comporta-se
mais similarmente a um ensaio batch do que um ensaio descontinuo
alimentado tipico. Isto ja foi observado em relacéo a varios aspectos,
como perfil das curvas de ART e glicose ao longo do tempo e atividade
enzimatica maxima. Da mesma forma, com relacio a Wmax, seu
resultado é semelhante ao dos ensaios B2n do que aos outros
descontinuos alimentados. Conforme dito, este fato deriva do instante
de alimentacdo, pois logo apds 6 horas de cultivo, toda a fonte de
carbono ja foi alimentada e ele se comporta como um ensaio
descontinuo.

Por fim, ainda uma analise pode ser feita, com base na relacao
Am/Xm, ou atividade especifica. A média dos ensaios descontinuos
alimentados a 20 g/, descontado F2I, 130 U/g, é 94% superior aos
descontinuos (67 U/g), enquanto que a 40 g/l, os ensaios fed-batch
apresentaram media (215 U/g) 24% acima dos batch (173 U/g). Ao se
comparar este tipo de parametros, com o anteriormente citado, Hmax
observa-se grande coeréncia. A medida que np, 5 aumenta, ao se passar
de ensaios batch para fed-batch ou de ensaios a So de 20g/1 para

ensaios a 40g/l, Am/Xm também aumenta, com certa
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proporcionalidade. Claro esta que nao se tem a priori os valores de
Pmax, mMas ja existem alguns métodos de estimativa on-line de X, que

permitiriam avaliar nmy 3% no decorrer do cultivo.
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5 CONCLUSOES

Ao longo deste trabalho, varias discussées foram apresentadas,
que permitem a proposicio de uma série de conclusbes, aqui
relacionadas.

a) O crescimento celular, assim como a sintese de glicoamilase por
Aspergillus awamori NRRL 3112, apresenta uma variabilidade entre
ensaios repetidos.

b) A estabilidade da cepa, flutuacdes no preparo do meio de cultura e
limitacdes na metodologia analitica séo apresentados como principais
responsaveis pela variabilidade.

¢) Todos os ensaios descontinuos alimentados se mostraram melhores
produtores de glicoamilase que os descontinuos, apresentando
produtividade 113% superior na média dos ensaios com concentracio
total de ART de 20g/1 e 26% superior nos ensaios a Sy=40g/1.

d) Nos ensaios com vazdo massica de alimentacdo (fs) muito baixa, se
observou queda na producio. Obtiveram-se os melhores resultados
nos ensaios com fs=17,1gART/h a S5=20g/1 e fs=32,2 a 40g/1.

e) O crescimento microbiano néo apresentou altera¢des significativas,
em especial, com relacao aos valores finais de concentracdo celular.
As velocidades especificas maximas de crescimento dos ensaios
descontinuos alimentados a menor S, foramem meédia 17%
superiores aos batch. Tal elevacdo nao se observou nos ensaios a
40g/1.
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f) Nos ensaios a 20 g/1 em que a alimentacio se iniciou com 4 horas de
cultivo, obteve-se o dobro de atividade enzimatica maxima dos
ensaios batch, mesmo com alimentacio de xarope previamente
hidrolisado.

g) No cultivo alimentado desde o inicio, nido se observou igual atividade
maxima.

h) Aparentemente, a baixas concentracées de ART, o efeito repressivo é
o principal mecanismo de controle a sintese de glicoamilase por
Aspergillus awamori e a indugao por polissacrideos nio é relevante.

i) Nos cultivos com Sy=40g/l, pode-se supor que a repressao nao é o
mecanismo regulatério mais importante, e outros fenémenos como a

inducao passam a assumir o papel mais importante.
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A-1 RESULTADOS DOS ENSAIOS

Tabela A.1 Concentracdo de ART (S), de glicose (G), de células (X) e
atividade enzimatica (A) em funcio do tempo para o
ensaio B21 (1° batch, 20g/1)

tempo S G X A
(h (g/1) g/ (g/N) (U/b
0 23,1 5,3 0,25 41
2 22,6 12,6 0,52 46
4 20,8 17,3 0,58 50
6 19,1 19,1 0,96 65
8 19,0 18,2 1,53 103

10 14,3 16,9 2,81 194
12 12,3 12,8 4,23 340
14 6,6 9,2 6,73 504
16 2,5 2,6 7,84 618
18 0,4 0,1 8,42 652
20 0,2 0,1 8,16 659
22 0,3 0,1 7,98 649
24 0,1 0,1 7,69

26 0,2 0,1 7,07 683
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Tabela A.2 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica

(A) considerados para o calculo das velocidades especificas
de crescimento (1) e producao de enzima (np) em funcéo
do tempo para o ensaio B21 (1° batch, 20g/1)

CRNDPUNRWN-HOE -,

S’

X A n u%
g/ (U/M (g/g/h) (U/g/h)
0,50 41 0,000 0,0
0,51 42 0,020 4,0
0,52 44 0,039 3,9
0,54 46 0,037 4,6
0,58 50 0,155 8,0
0,71 57 0,211 11,3
0,89 66 0,247 12,2
1,16 80 0,276 15,6
1,54 104 0,279 18,8
2,08 141 0,322 20,1
2,80 192 0,291 21,7
3,75 258 0,267 19,5
4,75 340 0,221 17,2
5,80 425 0,172 15,5
6,75 510 0,117 11,0
7,40 575 0,074 7,3
7,85 620 0,051 3,1
8,20 640 0,030 1,5
8,35 650 0,006 1,2
8,35 655 0,000 0,0
8,35 655 0,000 0,0
8,35 655 0,000 0,0
8,35 655 0,000 0,0
8,35 655 0,000 0,0
8,35 655 0,000 0,0
8,35 655 0,000 0,0
8,35 655 0,000 0,0
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Tabela A.3 Concentracdo de ART (S), de glicose (G), de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcio
ensaio B22 (2° batch, 20g/1)

d

0 tempo para o

tempo S G X A
0 A0 8§ %
2 24,0 10,9 0,29 38
4 23,0 16,5 0,52 39
6 19,6 0,90 54
8 21,3 19,6 1,61 90

10 17,8 18,0 2,58

12 13,4 14,7 3,86 302
14 10,4 9,4 5,41 387
16 7,1 7,0 6,32 426
18 3,5 3,5 7,49 425
20 0,3 0,3 8,01 477
22 0,1 0,1 8,31 471
24 0,1 0,1 8,05 511
26 0,1 0,1 7,87 511
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Tabela A.4 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades especificas
de crescimento (n) e producéio de enzima (np) em funcio
do tempo para o ensaio B22 (2° batch, 20g/1)

t X A n u%
(h) (%/l) UM (g/g/h) (U/g/h)
0 0,24 32 ,000 0,0
1 0,25 33 0,041 5,2
2 0,26 35 0,157 7,8
3 0,35 37 0,290 5,8
4 0,47 39 0,340 4,3
5 0,65 42 0,323 7,4
6 0,89 52 0,303 13,5
7 1,20 67 0,292 15,0
8 1,59 88 0,264 17,2
9 2,04 123 0,245 19,8
10 2,58 175 0,221 22,8
11 3,17 238 0,201 20,2
12 3,82 302 0,192 14,5
13 4,67 351 0,167 9,0
14 5,39 387 0,128 5,1
15 6,06 410 0,106 3,2
16 6,65 427 0,076 2,2
17 7,11 442 0,059 1,9
18 7,48 454 0,047 1,7
19 7,79 464 0,032 0,9
20 8,01 472 0,025 0,7
21 8,15 479 0,011 0,8
22 8,20 484 0,000 0,6
23 8,20 491 0,000 1,0
24 8,20 498 0,000 0,8
25 8,20 504 0,000 0,6
26 8,20 510 0,000 0,8




Tabela A.5 Concentracio de ART (S), de glicose (

G)

de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcio do tempo para o
ensaio B23 (3° batch, 20g/1)
tempo S G X A
0 £7 % S
2 23,0 9,9 0,48 38
4 19,8 13,7 0,56 41
6 18,2 16,7 1,11 53
8 18,2 17,1 1,54 88
10 15,9 16,0 2,68 163
12 14,5 14,1 3,25 219
14 11,9 11,7 4,48 268
16 8,5 8,7 5,24 337
18 5,6 5,3 396
20 2,7 1,8 468
22 0,8 0,1 535
24 0,1 0,1 8,98 541
26 0,2 0,1 602
28 0,4 0,1 599
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Tabela A.6 Valores de concentragao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades especificas
de crescimento (1) e producao de enzima (na) em funcao
do tempo para o ensaio B23 (3° batch, 20g/1)

t X A n u%
(h) (g/D (UM (g/g/h) (U/g/h)
0 0,47 38 ,000 0,0
1 0,47 38 0,011 0,0
2 0,48 38 0,031 2,1
3 0,50 39 0,080 2,0
4 0,57 41 0,175 4,3
5 0,69 46 0,245 8,7
6 0,92 53 0,293 10,3
7 1,21 67 0,248 11,6
8 1,55 84 0,232 13,5
9 1,93 107 0,222 13,3

10 2,38 136 0,193 12,2
11 2,86 165 0,161 10,8
12 3,31 198 0,136 9.6
13 3,78 228 0,132 7,9
14 4,27 261 0,117 8,2
15 4,78 296 0,105 7.3
16 5,30 330 0,100 6,4
17 5,83 363 0,089 5,5
18 6,31 397 0,071 5,4
19 6,72 430 0,058 5,2
20 7,11 465 0,049 4,8
21 7,44 498 0,040 4,5
22 7,69 533 0,027 4,1
23 7,85 560 0,017 2,6
24 7,95 577 0,009 1,7
25 7,99 589 0,003 1,2
26 8,00 596 0,000 0,8
27 8,00 601 0,000 0,3
28 8,00 602 0,000 0,0




Tabela A.7 Concentracdo de ART (S), de glicose (G), de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcio do tempo para o
ensaio B24 (4° batch, 20g/1)
tempo S G X A
0 A5 W %
4 20,8 9,7 0,50 21
8 18,3 14,8 1,50 63
12 14,1 12,8 3,63 207
16 6,8 6,1 6,08 321
18 2,7 2,2 7,82 363
20 0,3 0,2 8,36 414
22 0,2 0,0 8,83 506
24 0,0 9,59 506
26 0,3 0,0 8,80 506
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Tabela A.8 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades especificas
de crescimento (j) e producdo de enzima (pa) em funcio
do tempo para o ensaio B24 (4° batch, 20g/1)

t X A n uA7h
(h) (%/l) (UuN (g/(%/h) (U/g/h)
0 0,30 18 ,000 0,0
1 0,30 18 0,033 0,0
2 0,33 18 0,123 0,0
3 0,38 18 0,210 3,5
4 0,48 22 0,250 9,2
5 0,63 27 0,270 10,7
6 0,82 36 0,268 12,7
7 1,08 48 0,295 12,0
8 1,48 63 0,317 10,8
9 1,95 82 0,260 12,1
10 2,50 108 0,216 10,8
11 3,08 138 0,192 10,7
12 3,65 175 0,151 9,2
13 4,20 210 0,138 9,5
14 4,82 248 0,135 7,8
15 5,50 287 0,133 7,1
16 6,30 328 0,135 6,5
17 7,15 370 0,115 5,8
18 7,85 410 0,070 5,1
19 8,30 447 0,042 4,0
20 8,58 475 0,026 2,5
21 8,75 495 0,015 1,4
22 8,85 505 0,011 0,6
23 8,90 505 0,000 0,0
24 8,90 505 0,000 0,0
25 8,90 505 0,000 0,0
26 8,90 505 0,000 0,0
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Tabela A.9 Concentracdo de ART (S), de glicose (G), de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcao
ensaio B41 (1° batch, 40g/1)

d

0 tempo para o

tempo S G X A
() @/ ) /) O/
0 44,7 2,9 0,29 20
3 43,5 12,6 0,40 12
6 42 .4 19,9 0,83 29
9 35,9 26,8 1,94 89

12 29,5 28,6 3,72 305
15 23,8 22,4 7,12 677
18 16,7 16,1 8,74 1044
21 8,2 7,8 11,12 1500
24 0,6 0,3 12,27

27 0,3 0,1 12,13 2134
30 0,1 0,0 12,15

33 0,2 0,0 12,65 2111
36 0,2 0,0 12,20 2084
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Tabela A.10 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (n) e producao de enzima (up)
em funcéao do tempo para o ensaio B41 (1° batch, 40g/1)

t n u%
(h) (%/l) U/ (5/(§/h) (U/g/h)
0 ,32 21 ,000 0,0
2 0,37 22 0,135 2,7
4 0,51 25 0,216 4,8
6 0,80 33 0,261 6,1
8 1,43 63 0,305 14,8
10 2,50 140 0,250 22,2
12 3,90 310 0,203 27,9
14 5,85 560 0,171 22,6
16 7,75 820 0,112 18,8
18 9,20 1100 0,071 14,0
20 10,45 1360 0,052 11,5
22 11,40 1600 0,030 10,0
24 11,90 1790 0,020 6,7
26 12,30 1950 0,011 51
28 12,45 2060 0,004 3,3
30 12,55 2110 0,002 0,9
32 12,55 2120 0,000 0,0
34 12,55 2120 0,000 0,0
36 12,55 2120 0,000 0,0
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Tabela A.11 Concentracao de ART (S), de glicose (G), de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo para o
ensaio B42 (2° batch, 40g/1)
tempo S G X A
0 GO 4 27 %
3 41,2 9,5 0,57 5
6 38,5 16,3 1,20 3
9 32,5 26,4 2,87 155
12 26,2 24,9 5,05 425
15 20,3 19,8 7,47 660
18 13,2 14,3 9,20 1943
21 8,5 8,1 10,21 1579
24 2,6 1,2 11,40 1794
27 0,2 0,1 11,38 1928
30 0,2 0,0 12,20 2087
33 0,2 0,0 13,08 2042
36 0,2 0,0 13,40 2006
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Tabela A.12 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (n) e producéo de enzima (jip)
em funcio do tempo para o ensaio B42 (2° batch, 40g/1)

t X A n uA
(h) (g/1) U/Mm (g/g/h) (U/g/h)
0 0,40 24 ,000 0,0
2 0,48 26 0,177 4,9
4 0,73 36 0,246 10,6
6 1,19 59 0,290 13,8
8 2,21 115 0,278 15,6

10 3,50 202 0,204 16,7
12 5,05 368 0,153 17,9
14 6,65 557 0,112 15,2
16 8,00 800 0,075 18,1
18 9,05 1095 0,050 16,5
20 9,85 1400 0,041 14,4
22 10,60 1640 0,033 9,7
24 11,30 1810 0,029 5,7
26 11,85 1920 0,023 3,7
28 12,40 1990 0,016 22
30 12,70 2025 0,010 0,8
32 12,90 2035 0,007 0,0
34 13,03 2035 0,003 0,0
36 13,07 2035 0,000 0,0
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Tabela A.13 Concentracao de ART (S), de glicose (G), de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcio do tempo para o
ensaio F21 (fed-batch, 20g/1, fs=13,3gART/h)
tempo S G X A
0 GO N 7" 56
2 3,2 3,4 0,39 37
4 2,7 3,2 0,52 45
6 5,7 5,4 0,75 59
8 7,2 7,0 1,45 86
10 7,8 7,7 2,66
12 5,8 6,6 4,33 293
14 3,2 3,2 7,11 505
16 0,8 0,6 8,76 713
18 0,2 0,2 8,26 940
20 0,1 0,1 7,69 1080
22 0,1 0,1 8,61 1111
24 0,1 0,1 8,37 1129
26 0,1 0,1 8,57 1155
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Tabela A.14 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (1) e producio de enzima (na)
em funcao do tempo para o ensaio F21 (fed-batch, ZOgﬁ,
fs=13,3gART/h)

t X A n u%
(h) (g/1) ((874)) (g/ g/h) (U/g/h)
0 0,36 36 ,000 0,0
1 0,37 36 0,054 14
2 0,39 37 0,077 3,3
3 0,43 39 0,116 7,0
4 0,49 44 0,163 9,4
5 0,60 49 0,217 11,2
6 0,78 57 0,269 11,8
7 1,03 69 0,338 13,1
8 1,47 86 0,333 13,7
9 2,00 113 0,295 16,8

10 2,65 156 0,281 18,1
11 3,60 209 0,303 17,5
12 4,82 293 0,231 19,7
13 5,88 390 0,204 17,4
14 7,15 498 0,166 15,3
15 8,15 610 0,104 12,8
16 8,80 715 0,045 12,5
17 9,00 830 0,006 12,7
18 9,00 940 0,000 11,0
19 9,00 1025 0,000 7,6
20 9,00 1080 0,000 2,8
21 9,00 1095 0,000 1,2
22 9,00 1105 0,000 1,2
23 9,00 1120 0,000 1,4
24 9,00 1130 0,000 1,2
25 9,00 1140 0,000 1,2
26 9,00 1145 0,000 0,0




A-15

Tabela A.15 Concentracao de ART (S), de glicose (G), de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcéo

d

0 tempo para o

ensaio F22 (fed-batch, 20g/1, fs=17,1gART/h)

tempo S G X A
0 0w %% % %
2 3,0 3,2 0,42 42
4 2,7 2,9 0,45 51
6 5,3 5,0 0,88 78
8 6.8 7,2 1,67 113

10 6,9 7,8 2,79 187
12 5,2 5,8 4,89 354
14 2,5 4,8 6,87 609
16 0,9 0,9 8,26 874
18 0,2 0,1 8,79 1205
20 0,1 0,1 8,42 1255
22 0,2 0,1 8,01 1262
24 0,2 0,1 7,38

26 0,0 0,1 7,07 1234
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Tabela A.16 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (1) e producao de enzima (na)
em funcao do tempo para o ensaio F22 (fed-batch, 20g/l,
fs=17,1gART/h)

t X A n HA
(h) (%/l) U/ (8/ g/h) (U/g/h)
0 0,35 37 ,000 0,0
1 0,36 38 0,028 5,6
2 0,37 41 0,054 10,8
3 0,40 45 0,137 11,6
4 0,48 52 0,219 16,7
5 0,63 61 0,302 17,2
6 0,85 74 0,328 17,5
7 1,19 91 0,335 15,9
8 1,65 114 0,341 16,8
9 2,37 149 0,345 17,6

10 3,20 200 0,256 18,7
11 4,04 273 0,187 19,7
12 4,90 356 0,204 20,1
13 5,88 470 0,173 21,2
14 6,87 615 0,132 22,8
15 7,70 780 0,089 22,7
16 8,27 955 0,058 19,9
17 8,64 1105 0,031 14,1
18 8,80 1205 0,006 6,8
19 8,80 1245 0,000 2,6
20 8,80 1260 0,000 0,6
21 8,80 1260 0,000 0,0
22 8,80 1260 0,000 0,0
23 8,80 1260 0,000 0,0
24 8,80 1260 0,000 0,0
25 8,80 1260 0,000 0,0
26 8,80 1260 0,000 0,0
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Tabela A.17 Concentracao de ART (S), de glicose (G), de células (X) e

atividade enzimatica (A) em funcao

d

0 tempo para o

ensaio F23 (fed-batch, 20g/1, fs=23,7gART/h)

tempo S G X A
0 0o % 6 W
2 3,0 3,0 0,50 28
4 2,7 3,0 0,65 102
6 6,9 0,89 80
8 9,6 1,72 117

10 11,8 9,5 2,95 181
12 10,6 4,82 322
14 4,7 5,8 7,07 610
16 0,3 0,2 8,70 925
18 0,2 0,1 8,88 1182
20 0,2 0,1 8,10 1219
22 0,2 0,1 8,07 1240
24 0,2 0,1 7,52 1219
26 0,1 0,1 7,16 1182
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Tabela A.18 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (1) e producio de enzima (j14)
em funcao do tempo para o ensaio F23 (fed-batch, ZOgﬁ,
fs=23,7gART/h)

t X A n 11%
(h) (g/1) (U/N) (g/g/h) (U/g/h)
0 0,44 39 ,000 0,0
1 0,45 39 0,067 0,0
2 0,49 40 0,102 5,0
3 0,56 44 0,135 8,3
4 0,65 51 0,177 13,5
5 0,79 62 0,228 15,2
6 1,01 76 0,257 15,8
7 1,31 93 0,267 14,4
8 1,70 114 0,264 13,5
9 2,20 140 0,249 13,8

10 2,94 181 0,270 18,7
11 3,80 249 0,263 17,9
12 4,85 322 0,227 17,7
13 6,00 440 0,182 23,9
14 7,10 610 0,154 23,8
15 8,05 770 0,098 19,2
16 8,75 920 0,046 16,5
17 8,95 1060 0,011 14,4
18 8,95 1170 0,000 6,7
19 8,95 1210 0,000 27
20 8,95 1225 0,000 1,2
21 8,95 1235 0,000 1,2
22 8,95 1240 0,000 0,0
23 8,95 1240 0,000 0,0
24 8,95 1240 0,000 0,0
25 8,95 1240 0,000 0,0
26 8,95 1240 0,000 0,0
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Tabela A.19 Concentracao de ART (S), de glicose (G), de células X) e

atividade enzimatica (A) em funcio

d

0 tempo para o

ensaio F24 (fed-batch, 20g/], fs=32,1gART/h)

tempo S G X A
gx? @ @ @) o
2 3,6 3,2 0,40 36
4 3,2 3,9 0,48 39
6 8,9 7,3 0,73 55
8 13,5 13,1 1,41 71

10 17,9 18,1 2,53

12 12,9 15,0 4,09 273
14 8,5 9,5 6,48 458
16 3,5 3,4 6,82 590
18 0,1 0,1 8,89 761
20 0,1 0,1 9,20 1057
22 0,1 0,1 8,76 1043
24 0,1 0,1 9,05 1039
26 0,2 0,1 8,83 1046
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Tabela A.20 Valores de concentracido celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (u) e producio de enzima (np)
em func¢ao do tempo para o ensaio F24 (fed-batch, 20gﬁ,
fs=32,1gART/h)

t X A n u%
(h) (%/1) UM (5/ g/h) (U/g/h)
0 0,36 33 ,000 0,0
1 0,36 33 0,028 2,8
2 0,38 35 0,079 5,3
3 0,42 37 0,107 5,8
4 0,48 41 0,158 8,4
5 0,57 46 0,195 11,9
6 0,72 55 0,284 13,9
7 0,99 66 0,338 13,0
8 1,39 83 0,324 15,0
9 1,91 107 0,309 14,9

10 2,52 141 0,288 15,0
11 3,35 187 0,247 17,1
12 4,25 274 0,238 21,9
13 5,40 360 0,213 16,5
14 6,45 455 0,142 16,8
15 7,27 570 0,103 15,1
16 7,93 680 0,073 13,9
17 8,40 800 0,053 14,8
18 8,85 915 0,039 11,8
19 9,10 1005 0,016 7.4
20 9,15 1050 0,000 1,3
21 9,15 1055 0,000 0,0
22 9,15 1055 0,000 0,0
23 9,15 1055 0,000 0,0
24 915 1055 0,000 0,0
25 9,15 1055 0,000 0,0
26 9,15 1055 0,000 0,0
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Tabela A.21 Concentracdo de glicose (G), de células (X) e atividade

enzimatica (A) em funcio do tempo para o ensaio F2H
(fed-batch, 20g/1, fs=31,6gART/h, xarope hidrolisado)

tempo S G X A
AL
2 2,9 0,49 39
4 - 5,0 0,67 46
6 - 8,9 1,19 68
8 15,1 2,13 90
10 16,2 3,41 144
12 12,1 5,85 282
14 - 7,2 7,67 509
16 - 2,8 9,45 719
18 - 0,1 10,11 986
20 - 0,1 9,54 1182
22 0,1 9,59 1219
24 0,1 10,69 1156
26 - 0,1 9,39 1197
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Tabela A.22 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (n) e producido de enzima (1)
em func¢ao do tempo para o ensaio F2H (fed-batch, ZOgﬁ,
fs=31,6gART/h, xarope hidrolisado)

t X A n n
(h) @/) U /g (U/g/m)
0 0,47 37 ,000 0,0
1 0,48 38 0,021 4,2
2 0,49 40 0,082 4,1
3 0,56 43 0,161 7,1
4 0,67 47 0,209 6,9
5 0,85 54 0,281 9,4
6 1,17 63 0,333 8,5
7 1,61 74 0,286 8,6
8 2,13 94 0,299 11,8
9 2,85 129 0,286 14,2

10 3,78 176 0,264 14,9
11 4,80 245 0,208 14,8
12 5,80 320 0,172 14,3
13 6,80 410 0,147 14,4
14 7,75 505 0,116 11,3
15 8,65 605 0,091 12,1
16 9,35 720 0,069 13,3
17 9,85 855 0,030 14,2
18 10,00 990 0,005 12,5
19 10,00 1105 0,000 9,0
20 10,00 1175 0,000 4,7
21 10,00 1210 0,000 2,4
22 10,00 1220 0,000 0,0
23 10,00 1220 0,000 0,0
24 10,00 1220 0,000 0,0
25 10,00 1220 0,000 0,0
26 10,00 1220 0,000 0,0




Tabela A.23 Concentracao de ART (S), de glicose (
atividade enzimatica (A) em funcao

A-23

G), de células (X) e
do tempo para o

ensaio F2I (fed-batch, 20g/1, fs=31,6gART/h, alimentado

desde inicio)

tempo S G X A
(h (g/) (g/) /1) U/
0 7,8 3,0 92 38
2 9,6 7,4 0,46 38
4 13,6 114 0,60 38
6 17,9 15,6 1,52 55
8 15,9 14,1 2,64 100

10 13,1 12,5 4,13 190
12 9,8 9,5 4,77 278
14 7,2 6,4 6,71 393
16 2,8 2,7 505
18 0,4 0,1 588
20 0,2 0,1 9,13 752
22 0,2 0,1 758
24 0,2 0,2 8,77 719
26 0,3 0,2 816
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Tabela A.24 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica

(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (n) e producio de enzima (ua)
em funcao do tempo para o ensaio F2I (fed-batch, ZOgﬁ,
fs=31,6gART/h, alimentado desde inicio)

t X A n n
(b) @/ U/ /g (U/g7h)
0 0,44 38 ,000 0,0
1 0,44 38 0,023 0,0
2 0,47 38 0,106 1,1
3 0,56 39 0,250 2,3
4 0,75 42 0,333 5,3
5 1,07 47 0,336 6,3
6 1,48 56 0,311 7,9
7 1,98 73 0,287 10,2
8 2,63 100 0,225 12,1
9 3,20 137 0,209 13,3

10 3,90 185 0,179 12,0
11 4,55 229 0,142 10,1
12 5,30 277 0,141 10,0
13 6,05 335 0,114 8,9
14 6,75 390 0,111 8,8
15 7,45 455 0,100 8,4
16 8,15 515 0,067 7.9
17 8,65 585 0,045 8,6
18 8,95 665 0,028 7,5
19 9,10 720 0,005 4.8
20 9,10 750 0,000 1,3
21 9,10 760 0,000 0,5
22 9,10 760 0,000 0,0
23 9,10 760 0,000 0,0
24 9,10 760 0,000 0,0
25 9,10 760 0,000 0,0
26 9,10 760 0,000 0,0




Tabela A.25 Concentracao de ART (S), de ghcose (
atividade enzimatica (A) em funcao

A-25

G), de células (X) e
do tempo para o

ensaio F41 (fed-batch, 40g/1, fs=14,5gART/h)

tempo S G X A
0 0w % & %
3 2,9 2,8 0,31 25
6 4,6 4,1 0,77 42
9 6,8 6,3 1,74 98

12 5,9 5,6 3,44 266
15 2,5 2,5 6,43 599
18 0,7 0,8 8,56 1215
21 0,1 0,1 10,18 1646
24 0,1 0,1 11,03 2022
27 0,7 0,6 11,26 2310
30 0,2 0,1 11,34 2476
33 0,1 0,1 11,58 2609
36 0,2 0,1 10,91 2509
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Tabela A.26 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (n) e producao de enzima (na)
em funcao do tempo para o ensaio F41 (fed-batch, 40gﬁ,
fs=14,5gART/h)

t X A n up7h
(h) (g/1) u/nm (g/g/h) (U/g/h)
0 0,26 22 ,000 0,0
2 0,28 23 0,100 3,
4 0,40 27 0,275 91
6 0,74 43 0,346 14,6
8 1,40 77 0,268 16,6

10 2,20 140 0,224 19,6
12 3,45 265 0,217 23,3
14 5,35 488 0,174 22,2
16 7,00 775 0,116 26,3
18 8,48 1150 0,078 21,2
20 9,75 1500 0,052 16,3
22 10,57 1800 0,034 12,5
24 11,10 2040 0,014 9,7
26 11,30 2235 0,005 7,6
28 11,35 2375 0,004 5,3
30 11,44 2475 0,003 3,2
32 11,48 2535 0,000 0,5
34 11,48 2540 0,000 0,0
36 11,48 2540 0,000 0,0




Tabela A.27 Concentracao de ART (S), de glicose (
atividade enzimatica (A) em funcao

A-27

G), de células (X) e
do tempo para o

ensaio F42 (fed-batch, 40g/1, fs=20,8gART/h)

tempo S G X A
0 S VU b
3 2,4 2,3 0,38 11
6 5,0 4,4 1,03 19
9 8,0 7,5 2,48 51

12 7,0 7,2 5,15 394
15 5,7 6,1 7,59

18 4,1 4,2 10,37 1165
21 2,5 1,8 11,72 1627
24 0,1 0,0 12,14 2206
27 0,2 0,0 12,25 2338
30 0,2 0,0 12,34 2377
33 0,2 0,0 11,28 2338
36 0,1 0,0 11,10 2285
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Tabela A.28 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (n) e producao de enzima ()
em funcao do tempo para o ensaio F42 (fed-batch, 40gﬁ,
fs=20,8gART/h)

t X A n n
(h) /) U/ /g/m) (U//h)
0 ,32 20 ,000 0,0
2 0,34 20 0,088 0,0
4 0,52 20 0,269 0,0
6 1,01 20 0,353 1,0
8 1,92 30 0,263 5,0

10 3,15 100 0,244 19,0
12 4,90 305 0,189 22,4
14 6,75 540 0,137 18,5
16 8,65 820 0,113 18,8
18 10,35 1170 0,063 17,6
20 11,45 1590 0,034 17,1
22 11,95 1950 0,015 13,0
24 12,20 2180 0,006 6,9
26 12,30 2320 0,002 2,9
28 12,30 2360 0,000 0,4
30 12,30 2360 0,000 0,0
32 12,30 2360 0,000 0,0
34 12,30 2360 0,000 0,0
36 12,30 2360 0,000 0,0
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Tabela A.29 Concentracao de ART (S), de glicose (G), de células (X) e
atividade enzimatica (A) em funcao do tempo para o
ensaio F43 (fed-batch, 40g/1, fs=32,2gART/h)

tempo S G X A
0 VO AN W
3 2,9 2,8 0,41 29
6 9,7 74 0,68 41
9 17,6 14,6 1,36 65

12 20,1 18,7 2,87 198
15 21,0 19,6 6,93 533
18 17,5 16,2 9,39 1076
21 11,2 11,1 10,72 1801
24 4,9 4,9 12,07 2295
27 0,1 0,1 13,31 2987
30 0,1 0,0 13,34

33 0,1 0,0 12,91 3160

36 0,2 0,0 12,58 2974
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Tabela A.30 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (n) e producao de enzima (np)
em func¢ao do tempo para o ensaio F43 (fed-batch, 40gﬁ,
fs=32,2gART/h)

t X A n n
) /) U/ g/ (U/g/h)
0 0,38 28 ,000 0,0
2 0,39 28 0,039 1,3
4 0,47 31 0,128 4,3
6 0,69 39 0,224 8,8
8 1,10 66 0,214 16,0

10 1,65 113 0,266 18,8
12 2,85 202 0,252 19,5
14 4,75 400 0,208 28,3
16 6,90 700 0,174 25,0
18 9,05 1080 0,096 22,8
20 10,60 1570 0,062 22,9
22 11,70 2080 0,041 20,8
24 12,50 2535 0,026 15,7
26 13,05 2860 0,016 8,8
28 13,33 3050 0,006 5,2
30 13,38 3150 0,000 1,8
32 13,38 3170 0,000 0,0
34 13,38 3170 0,000 0,0
36 13,38 3170 0,000 0,0
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Tabela A.31 Concentracio de glicose (G), de células (X) e atividade
enzimatica (A) em funcao do tempo para o ensaio F4H
(fed-batch, 40g/1, fs=21,1gART/h, xarope hidrolisado)

tempo S G X A
0 o % ¥ W
3 - 2,3 0,55 14
6 -- 5,6 1,00 14
9 - 8,7 2,46 122

12 - 9,3 5,05 360
15 - 8,8 8,02 751
18 e 8,8 10,08 1023
21 e 9,4 11,13 1547
24 - 6,0 12,27 2058
27 o 0,5 12,67 2487
30 - 0,0 12,92 2774
33 - 0,0 14,27 2813

36 = 0,0 14,18 2813
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Tabela A.32 Valores de concentracao celular (X) e atividade enzimatica
(A) considerados para o calculo das velocidades
especificas de crescimento (p) e producao de enzima (14)
em func¢ao do tempo para o ensaio F4H (fed-batch, 40gﬁ,
fs=21,1gART/h, xarope hidrolisado)

t X A n u%
(h) (g/D ((074)) (g/g/h) (U/g/h)
0 0,40 20 ,000 I
2 0,44 21 0,148 2,3
4 0,65 28 0,208 11,0
6 1,05 52 0,248 14,0
8 1,80 93 0,298 14,1

10 3,20 160 0,258 14,1
12 5,05 340 0,193 22,9
14 7,05 >80 0,145 16,7
16 8,95 830 0,085 15,4
18 10,10 1110 0,044 14,3
20 10,85 1415 0,030 14,7
22 11,40 1745 0,024 14,5
24 11,95 2065 0,021 12,8
26 12,45 2365 0,018 11,4
28 12,85 2625 0,010 8,2
30 12,95 2775 0,011 2,3
32 13,70 2815 0,033 0,4
34 14,15 2820 0,002 8 8

36 14,15 2820 0,000




A-33

A2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AFSCHAR, A.S.; BELLGARDT, K.H., BARTZKE, V., NOTHNAGEL, ],
SCHALLER, K. EXPCON - a new approach for automatic control of the
substrate flow rate in chemostat and fed-batch processes.
Food-Biotechnol., 4(1):113-22, 1990.

AGUERO, JM.Z. Influéncia do pH e da concentracao inicial de substrato
na sintese de amiloglicosidase por Aspergillus em cultivo submerso.
Sao Paulo, 111p. Dissertacio (Mestrado) - Escola Politécnica,
Universidade de Sao Paulo, 1987.

AIBA, S.; HUMPHREY, A.E.; MILLIS, N.F. Biochemical Engineering, N.Y.,
Academic Press, 2%ed., 434p., 1973.

ALAZARD, D.; RAIMBAULT, M. Comparative study of amylolytic
enzymes production by Aspergillus niger in liquid and solid-state
cultivation. Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol,, 12(2):113-7, 1981.

Al S.; HOSSAIN, Z.; MAHMOOD, S.; ALAM, R. Induction of glucoamylase
production by non-starchy carbohydrates in Aspergillus terreus.
World J. Microbiol. Biotechnol., 6(1):19-22, 1990a.

All, S.; HOSSAIN, Z., MAHMOOD, S.; ALAM, R. Purification of
glucoamylase from Aspergillus terreus. World J. Microbiol
Biotechnol,, 6(4):431-3, 1990b.



A-34

AS; SOLOV]EVA, LV.; BOYEV, AV, OKUNEV,
o adaptive control of fed-batch culture of the
Aspergillus japonicus. Acta Biotechnol.,

ANANJIN, V.M, KOMKOV,
ON. Some approaches t
cellobiase producer

11(2):121-8, 1991.

SZEWICZ, K. KACZKOWSK], I

ANDRZEJCZUK-HYBEL. . BARTO

KUJAWSK], M. PILER, K. RYKALA-ZIOBRO, M. ZAJAC, A.

Glucoamylase synthesis by Aspergillus awamori NRRL 3112 in the
microtechnical scale. Acta Aliment. Pol, 4(4):381-90, 1978.

regulation of carbon metabolism in
, s PATEMAN, J.A. Genetics and

ARST, HN.Jr BAILEY, cR. The
Academic Press, p-13 1-46, 1977.

Aspergillus nid
Physiology of Aspergill
tes by Aspergillus

of agricultural was
Microbiol, 5(4):81-

ATTIA, RM,;
awamori for the production of glucoamylase. Rev.

4, 1974.

ALl S.A. Utilization

jsolation and economics of extracellular
KXATZIR, E; GOLDSTEIN,

enzymes. In: WINGARD, LB.Jr. KATCHALSKI
L. Applied Biochemistry and Bioengineering, Enzyme Technology.
N.Y,, Academic Press, v.2, p.27-69, 1979.

AUNSTR , K. production,

BAILEY, J.E; oLus, D.F.
McGraw-Hill, 28ed., 984D. 1986.
e influence of nitrogen

RGlL, CE. Th
by Aspergill.

BARTON, L.L; LINEBACK, DR GEO
on the production of glucoamylase

and carbon sources
J. Gen. Appl Microbiol., 15(3):327-44, 1969.
gffect of maltose on

LINEBACK, DX
].Bacteriol., 111(3):771-

LL: GEORG], CE.
Aspergillus niger.

BARTON,
ation by

glucoamylase form
7,1972.



A-35

BATES, R.L; FONDY, P.L.; CORPSTEIN, RR. An examination of some
geometric parameters of impeller power. I & EC Process Design and
Development, 2(4):310-4, 1963.

BORZANI, W.; LIMA, U.A.; AQUARONE, E. Engenharia Biogquimica. Sao
Paulo, Edgard Bliicher, v.3, 300p., série Biotecnologia, 1986.

BROCK, T.D. Regulation of protein synthesis: induction and repression.
In: BROCK, T.D. Biology of microrganisms. N.Y., Prentice-Hall, 3%ed.,
p.289-96, 1979.

CHIQUETTO, ML. Estudo comparativo entre diferentes fontes de
carbono e de nitrogénio na sintese de amiloglicosidase por
Aspergillus awamori NRRL 3112 em fermentacdo submersa. Sao
Paulo, 177p. Dissertacdo (Mestrado) - Escola Politécnica, Universidade
de Sao Paulo, 1990.

CRUEGER, W.; CRUEGER, A. Enzymes. In: Biotechnology: a textbook of
industrial microbiology. Madison, Science Tech., p.161-86, 1984.

DAWSON, M.W.; MADDOX, LS.; BOAG, LF.; BROOKS, J.D. Application of
fed-batch culture to citric acid production by Aspergillus niger. the
effects of dilution rate and dissolved oxygen tension. Biotechnol
Bioeng., 32:220-6, 1988.

DI LUCCIO, R.C.; KIRWAN, D.]. Effect of dissolved oxygen on nitrogen
fixation by A. vinelandii. 1 Free cells cultures. Biotechnol. and Bioeng.,
26(1):81-6, 1984.

DOYLE, EM.; KELLY, C.T.; FOGARTY, WM. Production of the amylolytic
enzymes of Penicillium expansum. Biochem. Soc. Trans., 19(3):270,
1991.



A-36

ENSLEY, B.; McHUGH, ].J.; BARTON, LL. Effects of carbon sources on
formation of alpha-amylase and glucoamylase by Clostridium
acetobutylicum. J. Gen. Appl. Microbiol., 21(1):51-9, 1975.

EVELEIGH, D.E. Elaboracion microbiologica de productos quimicos
industriales. Investigacion y Ciencia, 62:95-104, Nov., 1981.

FACCIOTTI, M.CR. Producio de amiloglicosidase por Aspergillus
awamori NRRL 3112 em fermentacao submersa - Estudo do processo
semicontinuo e da influéncia da concentracao inicial de
polissacarideo no processo descontinuo. Sao Paulo, 245p. Tese
(Doutorado) - Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo, 1986.

FACCIOTTI, M.C.R.; WUHSTRACK, G.H., TONSO, A.; CHIQUETTO, ML,
SCHMIDELL, W. Effect of yeast extract on glucoamylase synthesis by
Aspergillus awamori NRRL 3112. Biotechnol. Letters, 13(8):547-52,
1991

FACHINI, ER. Sintese de amiloglicosidase por Aspergillus awamori
NRRL 3112 em cultura submersa: Influéncia das condicoes de
transferéncia de oxigénio e da velocidade de respiracao. Sao Paulo,
237p. Dissertacao (Mestrado) - Escola Politécnica, Universidade de Sao
Paulo, 1988.

FOGARTY, WM. Microbial amylase. In. FOGARTY, W.M. Microbial
Enzymes and Biotechnology, London, App. Sci. Publ. Ltd., p.2-56,
1983.

GADEN, EL.Jr. Fermentation process kinetics. J. Biochem. Microbiol
Technol. Engineering, 1(4):413-29, 1959.



A-37

GRACHEVA, LM.; GAIDENKO, V.P,; SADOVA, AlL; UVAROV, LP. Effect of
aeration on the biosynthesis of glucoamylase by Endomycopsis
species 20-9. Prikl. Biokhim. Mikrobiol., 9(6):830-4, 1973.

GREENE, H.C.; FRED, E.B. Maintenance of vigorous mold stock cultures.
Ind. Eng. Chem.,, 26:1297-9, 1934.

HAYASHIDA, S.; KUNISAKI, S.; NAKAO, M.; FLOR, P.Q. Evidence for raw
starch-affinity site on Aspergillus awamori glucoamylase 1. Agric. Biol.
Chem., 46(1):83-9, 1982.

HOLLAND, B.; MACKMAN, N.; NICAUD, J.M. Secretion of proteins from
bacteria. Biotechnology, 4(5):427-31, 1986.

IPT - INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS DO ESTADO DE SAO
PAULO Estudo técnico-econ6mico de avaliacao de oportunidades em
enzimologia. Sao Paulo, 1987. (Relatorio Técnico Final n°® 24.403-1/87,

DQEQ/AB/IPT)

IPT - INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS DO ESTADO DE SAO
PAULO Desenvolvimento de Tecnologia para Automacido e Controle
de Processos Fermentativos. Projeto apresentado a FINEP
(Financiadora de Estudos e Projetos) e PADCT (Programa de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico), convénio n°
4.3.89.0498.00, coordenado por Prof. Dr. Antonio M.F.L.J. Bonomi, Sao
Paulo, Agosto de 1990. (Relatério Técnico Parcial n° 28.228,
DQ/AB/IPT)

JACOB, F.; MONOD, J. Genetic regulatory mechanisms in the synthesis
of protein. J. Mol Biol, 3:318-56, 1961.



A-38

KILIKIAN, B.V. Contribuicio ao estudo do processo descontinuo e
descontinuo alimentado na sintese de amiloglicosidase por
Aspergillus awamori NRRL 3112, Sao Paulo, 247p. Tese (Doutorado) -
Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo, 1989.

KOBAYASHI, T., NAGAMUNE, T.; ENDO, 1. An effective production
method of glucoamylase in a novel solid-state culture system. Ann. N.
Y. Acad. Sci., 613:846-55, 1990.

KUEK, C. Production of glucoamylase using Aspergillus phoenicus
immobilized in calcium alginate beads. Appl. Microbiol. Biotechnol,
35(4):466-70, 1991.

KULP, K. Carbohydrases. In: REED, G. Enzymes in food processing. N.Y.,
Academic Press, 2%ed., p.53-122, 1975.

KVESITADZE, G.I; VORONTSOVA, N.N.; GONCHAROVA, O.N.; KORIDZE,
V.V, DVADTSATOVA, EA., KVACHADZE, LL. Exogenous
glucoamylase from molds of the genus Aspergillus. Appl. Biochem.
Microbiol,, 17(4):427-31, 1981.

LE DUY, A.; ZAJIC, J.E. A geometrical approach for differentation of a
experiment function at a point applied to growth and product
formation. Biotechnol. Bioeng., 15(4):805-10, 1973.

LELONG, P.; CELLARD, H.; PARDO, D.; CAVALIE, JM. Automation of
glucose measurement in fermentor broths. Appl. Microbiol
Biotechnol,, 36(2):173-7, 1991.



A-39

LESSMANN, W.F. Estudo do processo descontinuo alimentado para a
producao de amiloglicosidase por Aspergillus awamori NRRL 3112
para concentracoes de polissacarideo de 40 e 80 g/1. Sao Paulo, 131p.
Dissertacao (Mestrado) - Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo,
1993.

LINEBACK, D.R.; RUSSELL, 1J., RASMUSSEN, C. two forms of
glucoamylase of Aspergillus niger. Arch. Biochem. and Bioph.,
134:539-53, 1969.

LINEBACK, D.R.; AIRA, L.A. Structural characterization of the two forms
of glucoamylase from Aspergillus niger. Cereal Chem., 49(3):293-8,
1972.

MACEDO, G.R. Influéncia do pH e da temperatura na producio de
amiloglicosidase por Aspergillus niger NRRL 337. Sio Paulo, 111p.
Dissertacao (Mestrado) - Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo,
1982.

MAGALHAES, AP. Enzimas: Situacio de Mercado e Tendéncias. Revista
Brasileira de Engenharia Quimica, (3):22-5, maio, 1989.

MANDELS, M.; PARRISH, F.W.; REESE, ET. Sophorose as an inducer of
cellulase in Trichoderma viride. J. Bacteriol.,, 83:400-8, 1962.

MONOD, J. Recherches sur la croissance des cultures bacteriennes.
Paris, Hermann & Cie., 1942.

NEGRAO, O.L; FONTANA, JD. ZANCAN, ].T. Production of
glucoamylase by Dactylium dendroides. Rev. Microbiol, 12(4):170-5,
1981.



A-40

OLSVIK, E.S.; KRISTIANSEN, B. Influence of oxygen tension, biomass
concentration, and specific growth rate on the rheological properties
of a filamentous fermentation broth. Biotechnol. Bioeng., 40(11):1293-
9, 1992.

PARK, Y.K. Normalizacdo dos métodos para determinaciao da atividade
de algumas enzimas industriais. Instru¢oes Técnicas ITAL, 2:1-15,
1969.

PARK, YK, LIMA, D.C. Producao de amiloglicosidase fungica por
fermentacao submersa e sua purificacao. Rev. Bras. de Tecnol, 3:67-
73, 1972.

PARK, Y.K. SANTI, MS.S. Induction of high amyloglucosidase-
production mutant from Aspergillus awamori. J. Ferm. Technol,
55(2):193-5, 1977.

PAZUR, J.H.; KNULL, HR.; CEPURE, A. Glycoenzymes: Structure and
properties of the two forms of glucoamylase from Aspergillus niger.
Carbohydr. Res., 20(1):83-96, 1971.

PAZUR, JH.,; TOMINAGA, Y., FORSBERG, L.S.; SIMPSON, D.L.
Glycoenzymes: an unusual type of glycoprotein structure for a
glucoamylase. Carbohydr. Res., 84(1):103-14, 1980.

PERSSON, I; TJERNELD, F.; HAHN-HAGERDAL, B. Fungal cellulolytic
enzyme production: a review. Process Biochem., 26(2):65-74, 1991.

PIRT, S.J. The theory of fed batch culture with reference to penicillin
fermentation. J. Appl. Chem. Biotechnol,, 24:415-24, 1974.

PIRT, S.J. Principles of microbe and cell cultivation. Oxford, Blackwell
Scient., 274p., 1975.



A-41

PRIEST, F.G. Enzyme synthesis: regulation and process of secretion by
microrganisms. In: FOGARTY, WM. Micaobial Enzymes and
Biotechnology, London, App. Sci. Publ. Ltd., p.319-68, 1983.

RAM, K.A., VENKATASUBRAMANIAN, K. Enhancement of starch
conversion efficiency with free and immobilized pullulanase and
alpha-1,4-glucosidase. Biotechol. Bioeng., 24(2):335-69, 1982.

RAMACHANDRAN, N.; SREEKANTIAH, K.R.; MURTHY, V.S. Influence of
media composition on the production of alpha-amylase and

amyloglucosidase by a strain of Aspergillus niger. Starch/Stirke,
31(4):134-8, 1979.

RAMALEY, R.F. Molecular biology of extracellular enzyme. In: PERLMAN,
D. Advances in Applied Microbiology., N.Y., Academic Press, v.25,
p.37-55, 1979.

RAPER, K.B.; FENNELL, D.I. The Genus Aspergillus. Baltimore, Williams &
Wilkins, p.56-7, 1965.

REESE, ET., MAGUIRE, A. Surfactants as stimulants of enzyme
production by microrganisms. Appl. Microbiol., 17(2):242-5, 1969.

SCHAFHAUSER, D.Y., STORY, K.B. Co-immobilization of
amyloglucosidase and pullulanase on to granular chicken bone for
enhanced starch degradation. Biotechnology and Applied
Biochemistry, 17(1):103-13, 1993.

SCHMIDELL, W. Estudo do processo fermentativo continuo de producao
de amiloglicosidase por Aspergillus niger NRRL 337 - Comparacao
com o processo descontinuo. Sao Paulo, 216p. Tese (Livre-Docéncia) -
Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo, 1986.



A-42

SCHMIDELL, W.; FERNANDES, M.V. The measurement of cellular protein
content as a method for determining mold concentration. J. Ferment.
Technol.,, 54(4):2225-8, 1976.

SCHMIDELL, W.; FERNANDES, M.V. Comparacao entre hidrolise acida e
enzimatica de amido para determinacado de acucares redutores totais.
Rev. Microbiol., 8(3):98-101, 1977.

SCHMIDELL, W.; MENEZES, JR.G. Influéncia da glicose na determinacao
da atividade da amiloglicosidase. Rev. Microbiol., 17(3):194-200, 1986.

SCHMIDELL, W.; FACCIOTTI, M.C.R.; ABOUTBOUL, H.; KILIKIAN, B.V.
Comparacao de linhagens produtivas de amiloglicosidase. In: XI
Simposio Anual da Academia de Ciéncias do Estado de Sao Paulo
(ACIESP), Anais, Sao Paulo, 1986.

SCHMIDELL, W.; FACCIOTTIL M.C.R. Production of extracellular enzymes:
amyloglucosidase. Int. Ind. Biotechnol.,, 7(6):370-4, 1987.

SCHMIDELL, W.; FACCIOTTI, M.C.R,; KILIKIAN, B.V., ABOUTBOUL, H.
Development of glucoamylase synthesis studies in a Biochemical
Engineering Laboratory. Int. Ind. Biotechnol., 9(1):15-7, 1989.

SEARLE, B.A.; TUBB, R.S. Regulation of amyloglucosidase production by
Saccharomyces diastaticus. J. Inst. Brew., 87(4):244-7, 1981.

SHIANG, M.; LINDEN, J.C.; MOHAGHEGHI, A.; GROHMANN, K.; HIMMEL,
ME  Enhanced production of cellulase using Acidothermus
cellulolyticus fed-batch culture. Appl. Microbiol. Biotechnol,
34(5):591-7, 1991.



A-43

SHINMYO, A.; TAHARA, T.; MATSUMOTO, H.; TERU], G. Kinetic studies
on enzymes production by microbes (VII). Autoinduction of acid
protease in Aspergillus niger. J. Ferment. Technol, 49(6):535-43,
1971.

SHIOYA, S. Optimization and control in fed-batch bioreactors. Adv.
Biochem. Fng./Biotechnol, 46:111-42, 1992.

SINKAR, V.P.; LEWIS, N.F. Glucoamylase production by a newly isolated
strain of Aspergillus niger. ]J. Food Protection, 45(7):586-9, 1982.

SMILEY, K.L.; CADMUS, M.C.; HENSLEY, D.E.; LAGODA, A.A. High-potency
amyloglucosidase-producing mold of the Aspergillus niger group.
Appl. Microbiol., 12(5):455, 1964.

SMILEY, K.L.;, HENSLEY, D.E.; SMILEY, M.J.; GASDORF, H.J. Kinetics
patterns of glucoamylase isolated from Aspergillus species. Arch.
Biochem. Bioph., 144:694-9, 1971.

STANBURY, P.F.; WHITAKER, A. Principles of Fermentation Technology,
Oxford, Pergamon Press, 1%ed., 255p., 1984.

WANG, D.I.C.; COONEY, C.L.; DEMAIN, A.L.; DUNNIL, P.; HUMPHREY, A.E.,;
LILLY, M.D. Fermentation and Enzyme Technology. N.Y., John Wiley,
p-374, 1979

WASSERMAN, B.P. Thermostable enzyme production. Food Technol,
38(2):78-89, 1984.

WHITAKER, A. Fed-batch culture. Process Biochemistry, may:10-5, 1980.



A-44

WITTLER, R.; SCHUGERL, K. Interrelation between penicillin
productivity and growth rate. Appl. Microbiol. Biotechnol., 21:348-55,
1985.

YAMANE, T.. KISHIMOTO, M., YOSHIDA, F. Semi-batch culture of
methanol assimilating bacteria with exponentially increased
methanol feed. J. Ferm. Technol., 54(4):229-40, 1976.

YAMANE, T.; SHIMIZU, S. Fed-batch techniques in microbial process. In:
GHOSE, T.K.; FIECHTER, A.; BLAKEBROUGH, Advances in Biochemical
Engineering, Berlin, Springer-Verlag, vol.30, p.148-194, 1984.

YOKOYA, F.; VITALL, A.A. Repressao catabolica e a microbiologia
industrial. Ciéncia e Cultura, 25(4):321-3, 1973.

YOSHIDA, F.; YAMANE, T., NAKAMOTO, K.-. Fed-batch hydrocarbon
fermentation with colloidal emulsion feed. Biotechnol. Bioeng.,
15:257-70, 1973.

ZENG, AP.; BYUN, T.G.; DECKWER, W.D. On-line estimation of viable
biomass of a microaerobic culture using exit gas analysis. Biotechnol
Tech., 5(4):247-50, 1991.



