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RESUMO

A fermentagao no estado solido ¢ conhecida ha séculos, havendo referéncias que os
egipcios ja a utilizavam na producdo de pao. O bagaco de mandioca ¢ um residuo ligno-
celuldsico rico em amido, possuindo ainda 60-70% de amido residual, que ndo ¢ extraido
no processamento industrial das raizes da mandioca. Toneladas deste residuo sao
depositadas diariamente no meio ambiente. O residuo sélido pode ser utilizado como
unica fonte de carbono para produgdo de acido fumarico por Fermentagdo no Estado
Solido (FES). Esta producdo foi amplamente estudada com organismos da ordem
Mucorales, principalmente do género Rhizopus. Ao bagago de mandioca moido, foram
adicionados fonte de nitrogénio e outros sais, para complemento nutricional. As
variaveis, temperatura, taxa de inoculacao, pH, umidade e tempo de fermentagao, foram
otimizadas. O propdsito deste trabalho foi otimizar e avaliar a produ¢do de acido
fumarico com auxilio das redes neurais, bem como a verificacdo da viabilidade de

utilizacao de redes neurais para simular o processo.

Uma rede feedforward com trés neurd6nios e outra com quatro na camada oculta
foram as que melhor reproduziram os dados obtidos em laboratério. Foram feitos dois
ensaios variando-se apenas o tempo de fermentagdo, denominados ensaios 4 ¢ 5, com as
melhores condi¢cdes determinadas pelas redes neurais e seus resultados foram
comparados com as precisoes das redes neurais artificiais, com boa concordancia de

valores.

Durante as fermentacdes ocorreu consumo de agua e foi necessario fazer uma
fermentagdo com 11,4% de 4gua livre para minimizar o problema. Quando o problema
de consumo de dgua durante a fermentacdo foi compensado, a producdo de acido

fumarico foi elevada para mais de 100 g/kg de bagaco seco.



ABSTRACT

The solid state fermentation is known by centuries, there were references that the
Egyptians already utilized it to make bread. Cassava bagasse is a lignocellulosic waste
rich on starch, still possessing 60-70% of residual starch, which not is extracted on the
Processing of the cassava roots. Tons of this residue is disposed daily at the
environment. This solid residue can be used as the sole source of carbon to produce
fumaric acid by solid state fermentation (SSF). This production is largely studied to the
organisms of the order Mucorales, mainly to the genus Rhizopus. Cassava waste was
milled, added nitrogen source and others salts for nutritional complement. The variables,
temperature, rate of inoculation, pH, humidity, and time of fermentation were optimized.
The proposal of this work was to optimize and to evaluate the production of fumaric
acid, using neural networks, as well the verification of the use viability of the neural

networks to process simulation.

A feedforward network with three and other with four neurons in the hidden layer
was the best reproducers of the data obtained in laboratory. It was made two
experiments varying only the time of fermentation, named experiments 4 and 5, with the
best conditions determined by neural networks and its results are compared with the

networks precision, with good agreement of values.

During the fermentations of the best conditions occurred a consumption of water and
it was necessary to do one fermentation with 11.4% of free water to minimize that
problem. When the problem of consumption of water was solved the production of

fumaric acid was elevated to more then 100 g/kg of dry cassava bagasse.
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1 Introdugao

A mandioca é um tubérculo muito utilizado na alimentagdo em paises da Africa,
América Latina e Asia. A produgdo mundial de derivados de mandioca ¢ de 75 milhdes
de toneladas. O primeiro produtor mundial ¢ a Nigéria com 30 milhdes de toneladas por
ano, seguida pelo Brasil com 24 milhdes de toneladas por ano. Conseqiientemente o
Brasil também ¢ o segundo maior produtor de residuos (proveniente da extracdo do
amido da mandioca). Nesta extracdo, sobra o baga¢o de mandioca que ¢ descartado no
meio ambiente. Desse bagaco mais de 60% ¢ composto de amido ndo extraido no
processamento. Uma maneira de se recuperar o residuo do processamento da mandioca ¢
o uso do amido residual presente no bagago e a sua conversao em um produto com maior

valor agregado, no caso o acido fumarico.

O 4cido fumarico ¢ um importante intermediario na sintese de farmacos e aditivo de

ragoes e acidulante de alimentos.

Existem duas formas tipicas de consumo do 4acido fumadrico proveniente da

recuperagdo do bagago de mandioca:

e Sem extracdo, servindo-se o fermentado diretamente como ragao animal,

e Com a extra¢do do acido fumadrico em agua, que ¢ posteriormente recristalizado e
aproveitado como acidulante de alimentos, e intermedidrio na sintese de

farmacos.

O 4cido fumarico produzido sinteticamente ndo ¢ recomendado para o consumo ou
para a utilizagdo na industria farmacéutica, pois na sua sintese ¢ utilizado o benzeno,

produto cancerigeno que inviabiliza a sua utilizacao.
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Uma vez desaconselhado o uso do acido fumarico produzido por via sintética, e
considerando que a fermentacdo submersa ¢ invidvel para a utilizagdo de bagago de
mandioca, pois gera um aumento do volume total, a fermentacao no estado sélido tornou-

se um importante alvo de estudos.

A fermentacdo no estado solido (F.E.S.) é uma técnica em que o processo
fermentativo ocorre na auséncia de dgua livre. Essa linha de pesquisa visa a producao de

varios metabolitos, e tem alto potencial de crescimento.

Neste trabalho, foi realizada a aplicagdo das redes neurais na otimizacdo das
condi¢des de fermentagdo no estado solido do bagaco de mandioca para produgdo de
acido fumarico. Foram feitas varias fermentagdes, o que possibilitou mudar as variaveis
de operacdo e as constantes de otimizagdo em funcdo de resultados intermedidrios
obtidos. As varidveis estudadas foram temperatura de fermentagdo, taxa de inoculagdo,
pH, umidade e tempo de fermentacdo. Com a aplicagdo das condi¢des Otimas de
fermentagdo houve um aumento sensivel na produgdo e os resultados foram reproduzidos
pelas redes neurais com um erro médio abaixo de 2%, o que torna esta técnica muito
importante para o estudo da fermentagdo no estado solido, na produgdo de acido

fumarico e no reuso de residuos industriais.

Foi feita uma ampliagdo de escala de fermentagdo e os resultados foram satisfatorios
pois o processo estava amplamente fundamentado pela teoria, pela pratica e pelos
resultados das redes neurais, de modo que o trabalho foi facilitado pela técnica

empregada e servira de referéncia para trabalhos futuros.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Fermentagao no Estado Sdlido

O termo Fermentacdo no Estado Soélido (FES), tradu¢do do inglés Solid State
Fermentation, ¢ objeto de numerosas definicdes. RAIMBAULT (1980), MAHEVA
(1984) e LONSANE ef al. (1985), descrevem a FES como a fermentacdo em substratos
solidos ocorrendo na auséncia de liquido na forma livre. A 4gua livre, indispensavel ao
crescimento dos microrganismos, ¢ adsorvida num suporte so6lido ou complexada no
interior de uma matriz solida. A fermentacao no estado sélido é considerada mais natural
do que outros tipos de fermentagdes como, por exemplo, a fermentacdo submersa (FSm),
porque seus processos assemelham-se as condi¢des sob as quais a maioria dos

microrganismos cresce na natureza.

Os materiais so6lidos utilizados na FES, devem possuir particulas de porosidade e
tamanho adequado, com grande area superficial por unidade de volume (entre 10° ¢ 10°
m%/L), para facilitar a acessibilidade e a penetracio do microrganismo no substrato,
proporcionando um crescimento microbial na interface solido/gas e levando a altas taxas
de processos bioquimicos. Além disso, a matriz solida ndo deve ser contaminada por
inibidores da atividade microbiana e deve conter ou ser capaz de absorver as fontes
nutricionais dos microrganismos como carboidratos (celulose, amido, agtlcares),
nitrogénio (amonia, uréia, peptideos) e sais minerais (PANDEY, 1992; RAIMBAULT et

al., 1997).

A utilizacao da fermentacdo no estado solido nao ¢ recente. Numerosas fermentacdes
para a obtencdo de produtos alimentares e agricolas baseadas neste principio tém sido
praticadas ha séculos em todo mundo. Essa fermentagao, ainda pouco estudada no Brasil,

¢ muito desenvolvida nos paises orientais, particularmente Japao, China e Coréia.
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A partir da década de 1980, pesquisadores ocidentais comegaram a se interessar por
fermentagdo no estado sélido, dando origem a novos processos, bem como a muitas
publicagdes cientificas demonstrando as vantagens desse método de fermentagdo. Tanto
substancias sintéticas como naturais podem ser utilizadas nos processos de FES. Na
natureza a maioria dos materiais organicos disponiveis sdo de estrutura polimérica, tais
como polissacarideos, proteinas e ligninas, conferindo determinadas propriedades de
solido ao substrato. Em geral, todos podem ser utilizados pelos microrganismos como
fonte de nutrientes, bem como ser utilizados como suporte inerte no qual carbono e
fontes de energia (agucares, lipideos, acidos organicos) sdo adsorvidos. Diversos residuos
agricolas ou agro-industriais, celulosicos ou amildceos tém sido utilizados em
fermentagdo no estado solido, tais como bagaco de cana-de-acgtcar, de mandioca ¢ de
magca, refugo de batata, palha de arroz (SOCCOL, 1994; TONIAL, 1997; BRAMORSKI,

1997).

Na maioria dos casos estes residuos, utilizados como substrato, sdo formados por
estruturas complexas que geralmente sdo pouco acessiveis ao ataque microbiano. Assim,
a preparacdo e o pré-tratamento sdo etapas necessarias para converter um residuo em

uma forma passivel de uso. Tais etapas incluem:

- Redugao de tamanho por moagem ou selegdo.

- Hidrolise fisico-quimica ou enzimatica das grandes cadeias de agucares para torna-

los acessiveis aos microrganismos.

- Suplementagdo com nutrientes (fosforo, nitrogénio, sais) e adequagdo do pH e

umidade pela solu¢do mineral.
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- Cozimento ou tratamento a vapor para pré-degradacao da estrutura macro-molecular
e eliminacdo de contaminantes ou inibidores de crescimento e metabolismo do

microrganismo.

Na escolha do pré-tratamento, o problema mais significativo ¢ a grande
heterogeneidade do substrato quanto a ndo uniformidade da estrutura e variabilidade
entre bateladas, tornando dificil considerar-se apenas uma categoria de processo
hidrolitico e levando a dificuldades de modelagem (DOELLE, 1985; PANDEY, 1992;

RAIMBAULT et al., 1997).

Um outro fator importante ¢ a taxa de inoculagdo, sua importancia reside na
necessidade de uma grande quantidade de células do indculo para evitar-se o possivel

crescimento de microrganismos indesejaveis (contaminagao).

2.1.1 Natureza do substrato

A fonte de carbono pode ser a propria fase sélida na forma polimérica. A degradacao
dessas macromoléculas requer a sintese de determinadas enzimas (amilases, celulases e

pectinases, entre outras).

Segundo SOCCOL (1994), a fermentacdo no estado sdlido pode ser também

classificada de acordo com a natureza da fase so6lida, ou seja:

1) O meio de cultura funciona como substrato e suporte:

Suporte e meio nutritivo sdo uma coisa s6, 0 microrganismo utiliza o proprio suporte

como fonte de carbono. Exemplo: Amido de mandioca, bagago de cana.

2) O meio de cultura ¢ adsorvido sobre um substrato sélido:
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Neste método de fermentagdo a fase sélida ¢ inerte, ou seja, ndo contém nutrientes e
o meio de cultura é adsorvido neste suporte (como exemplo podem ser citados as fibras

de celulose e o poliuretano).

2.1.2 Umidade, atividade de agua (a,) e temperatura

Na fermentacdao liquida o substrato estd dissolvido ou em suspensdo numa fase
aquosa, portanto, a 4gua nao ¢ fator limitante do crescimento de microrganismos nem de

producao de metabdlitos.

A quantidade méxima de dgua presente no meio sélido depende da capacidade de
retencdo do substrato. Existe um fator limitante que é a redug¢do da porosidade ¢ a

diminui¢do da capacidade de aeracido (SOCCOL, 1994).

Estudando a umidade do amido de mandioca pode-se distinguir trés diferentes zonas:

-Zona de monocamada, onde a agua estd fortemente ligada a superficie do solido,

(agua de constituicao);

-Zona de multicamada onde a agua é menos ligada, (dgua de solvatacao);

-Zona de agua livre.

O controle da umidade na fermentagdo no estado sélido ¢ importante no processo.
SILMAN (1980), estudou a variagdo da umidade, inclusive a adi¢do de dgua ao sistema
durante a fermentagdo. Mudando a temperatura, conseguiu manter a umidade constante

dentro do fermentador.

A fermenta¢do no estado solido pode ser comparada a um sistema trifasico. Pois

dentro de um sistema de fermentacdo no estado solido a 4gua se encontra em trés formas



7

distintas: agua ligada ao so6lido (dgua de constituicao), dgua fracamente ligada ao sélido

(agua de solvatagdo), agua adsorvida (adgua livre).

O teor de agua livre é expresso como atividade da agua, ay, que ¢ a relagdo entre a
pressdo de vapor de dgua em equilibrio sobre o sistema e a pressdo de vapor da dgua

pura, 3 mesma temperatura:

a,=P/P, (2.1)

w

Onde:

P ¢ a pressdo de vapor da 4gua em equilibrio sobre o sistema.

P, ¢ a pressdo de vapor da dgua pura.

Sendo que essa atividade de 4gua ¢ proporcional a umidade relativa de equilibrio

(URE) do sistema.

a, cURE. (2.2)

O gréfico da figura 2.1, mostra a variacdo de a,, em fun¢do da umidade.



FIGURA 2.1 UMIDADE EM FUNCAO DA ATIVIDADE DE AGUA
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FONTE: BOBBIO & BOBBIO (1992a).

Da teoria da FES tira-se os valores de ay, de trés zonas distintas de disponibilidade de

agua para 0s microrganismos, assim:
1) Moléculas de 4gua da primeira camada de solvatagao.
A disponibilidade de agua ¢ quase nula (a,, esta entre 0,0 e 0,2).
2) Uma zona dentro de disponibilidade de 4gua intermediéria (ay, entre 0,2 € 0,6).

3) Uma zona onde a propor¢do de agua livre ¢ abundante (ay, estd entre 0,6 ¢ 1,0)

(BOBBIO & BOBBIO, 1992a).

Com estes trés conceitos pode-se determinar o desenvolvimento dos microrganismos

em funcao de ay,.
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Em geral, as exigéncias de agua livre das bactérias (ay entre 0,85 ¢ 0,99) sdo bem
superiores as das células de leveduras (ay, entre 0,75 e 0,90). RAIMBAULT et al. (1980)
observaram que a fermenta¢do em estado sélido, devido a pouca umidade, assume um
comportamento de meio seletivo que favorece, principalmente, o desenvolvimento dos

fungos filamentosos.

A fermentacdo no estado soélido normalmente utiliza umidade dentro de uma faixa de
60% a 70%, que corresponde a uma atividade de dgua variando entre 0,90 a 0,95 ( figura
2.1). O valor maximo de atividade de dgua é um, para a agua pura. Nos alimentos ricos
em agua com valores de ay acima de 0,9, podera ocorrer crescimento de microrganismos.
Quando a atividade de agua baixar para 0,4-0,8 ocorre pequeno ou nenhum crescimento
de microrganismos. Em regides de atividade de 4gua inferior a 0,3 atinge-se a zona de
adsorc¢do primaria, onde as moléculas de dgua poderao estar ligadas a pontos de adsor¢do
primarios (por exemplo grupos carboxila, -COOH) e por sua vez se ligar a outras
moléculas de agua por pontes de hidrogénio. Essa agua esta fortemente ligada ao

alimento, formando a zona de monocamada.

Num fermentador para FES a atividade de agua varia pouco em fungdo da
temperatura mas, mesmo pequena, essa variacdo permite o calculo do calor de adsorgdo
ou desor¢do (Qs), que corresponde ao calor envolvido na formagdo e estabilizagdo da

camada primaria (BOBBIO & BOBBIO, 1992b).

Da atividade de agua se obtém um outro fator de importancia para o crescimento dos

microrganismos, o pH, descrito a seguir.
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2.1.3 pH

Nas alteragdes de pH, sempre se fala em pH médio determinado em amostras que sao
dissolvidas em dgua (ADOLFO LUTZ, 1985). Em pH extremo pode ocorrer a inativagao
das enzimas. Em geral, as enzimas apresentam uma atividade maxima a um valor
caracteristico de pH, denominado pH o6timo. A maior parte das enzimas apresentam
atividade maxima em pH numa faixa compreendida entre 4,5 ¢ 8,0 (BOBBIO &
BOBBIO, 1992a). Contudo, existem enzimas com pH o6timo extremo, como a pepsina,
cujo pH 6timo ¢ 1,8, ou a arginase, cujo pH 6timo ¢ 10,0. Dependendo da enzima de que
se trate, as curvas de atividade em fun¢@o do pH podem ser sigmoidais ou ter a forma de
sino. Em pH extremos, a atividade enzimatica somente cai quando ocorrem processos de
desnaturagdo protéica. O pH 6timo de uma enzima pode ser conseqiiéncia do efeito
reversivel do pH sobre a velocidade maxima de reagdo, do efeito do pH sobre a afinidade

do substrato pela enzima, e do efeito do pH sobre a afinidade da enzima.

2.1.4 Aplicagdes da fermentagdo no estado sdlido

A fermentacdo no estado soélido vem sendo utilizada na producdo de wvarios
metabolitos primarios € secundarios de interesse industrial, como por exemplo as
enzimas utilizadas em diversos processos. Destacam-se as amilases, fosforilases,

amiloglucosidases e celulases.

As varias enzimas que agem em amidos sdo classificadas como amilases. Sub-classes

importantes de amilases sdo (WISTLER et al., 1953):

Amilases liqiiificantes (dextrogénicas) ou o-amilases.

-amilases de cereais e Aspergilus.

-amilase pancreatica, salivar, e de B. mesentericus.
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-amilase de A. macerans.

Amilases sacarificantes ou [3-amilases.

O processo mais conhecido de produgdo de amilases € o processo de Koji que ¢ bem
descrito em SOCCOL (1994), onde foi demonstrado que certas cepas de Aspergillus
oryzae sao capazes de degradar o amido de mandioca no estado natural por fermentagdo
no estado solido. A concentragdo de glucoamilase em meio sélido atinge valores de até

32 vezes os obtidos pela fermentagao submersa.

A acdo das enzimas no amido ¢ de grande importincia industrial e bioldgica.
Industrialmente, sua aplicagdo ¢ significativa na producdo de bebidas de cereais
fermentados, tais como cerveja e uisque, na confec¢ao do pao e na modificacdo do amido

para utilizagcdo como cola, adesivo e muitas outras aplicacdes (WISTLER ef al., 1953).

Segundo WISTLER et al. (1953) a separacdo por coluna de carvao ativado foi
utilizada na separagdo de manase, inulase, celulase, liquenase e celubiase a partir das
enzimas brutas de Aspergilulus oryzae. O fato importante do método € que, o processo
fermentativo em que Aspergilulus oryzae produz uma maior quantidade de enzima bruta

¢ a fermentacdo no estado solido (SOCCOL, 1994).

Segundo SOCCOL (1994) ¢ possivel a produgdo de acido citrico por fermentagiao no
estado solido. O autor cita varias referéncias em que a fermentacao no estado sélido foi

utilizada para a producao de acido citrico.

O 4cido a-hidroxipropionico ou acido latico é largamente distribuido pela natureza. E

produzido por quase todos 0s organismos superiores € unicelulares.

Casos de acidose latica foram abordados a partir de observacdo em animais. Esta

abordagem ¢ encontrada em DUNLOP et al. (1965). O seu isdbmero, o acido R(-)-latico,
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foi estudado por DUNLOP et al. (1965) em ruminantes subalimentados em cereais. A
acidose ¢ devida a uma produgao elevada de acido latico por bactérias do rumem; os dois
isomeros sdo formados em grande quantidade, mas o acido R-(-)-latico acumula no
organismo do animal provocando um aumento na acidez do sangue. SOCCOL (1994)
mostrou que a producdo de acido S-(+)-latico ¢ maior em fermentagdo no estado solido

do que por fermentagao submersa.

As giberelinas sdo hormoénios de crescimento de plantas. Elas levam esse nome
porque podem ser produzidas pelo fungo Giberella fujikuroi e também pelo Fusarium
moniliforme. SOCCOL (1994) estudou a produgdo de giberelinas em fermentagdo no
estado solido. Uma boa revisdo sobre a producdo de acido giberélico por fermentacao no
estado s6lido em biorresiduos da industria do café pode ser encontrada em MACHADO

(2000).

O 4cido fumarico ¢ um importante aditivo de alimentos, intermedidrio na producao
de farmacos, e aditivo de racao que pode ser produzido por fermentagdo no estado sélido,
uma vez que no Brasil existe legislagdo que proibe sua produgdo por via quimica para

uso na industria farmacéutica e para uso alimentar.

2.1.5 Desenvolvimento micelial

A fermentagdo no estado soélido € boa para fungos filamentosos. Ja a fermentacao
submersa funciona bem para fungos que ndo formam micélios. A grande vantagem da
fermentagdo no estado sélido é que a geometria do substrato tende a orientar o
desenvolvimento das hifas dos fungos filamentosos, pois o substrato se assemelha muito

aos meios naturais de crescimento do fungo, que sdo sélidos (SOCCOL, 1994).

2.2 Mandioca
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A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ um tubérculo que possui a reputacao de ser
tolerante a aridez. Contudo, quando desprovida de agua ela pode ter o desenvolvimento
de suas raizes tdo afetado, que por fim pode alterar a sintese de amido expresso pela
variagdo na qualidade do mesmo (SRIOTH et al., 2001). A glucose estocada numa planta
pode estar sob a forma amilacea. O amido ocorre em duas formas: alfa-amilose, em que a
glucose estd ligada em cadeias lineares alifaticas, e amilopectina, em que as cadeias de
glucose sdo altamente ramificadas. Exceto para os pontos ramificados da amilopectina, o
mondmero de glucose no amido ¢ ligado via ligagdes glicosidicas a(1—4), que no trato
digestivo de mamiferos, s3o hidrolisadas por amilases. Nos pontos de ramificacdo os
mondmeros estdo ligados por ligagdo glicosidica a(l—6) (BOBBIO & BOBBIO,

1992b).

A amilose ¢ um polissacarideo composto de unidades de D-glucopiranose unidas por
ligagdes glicosidicas a(1—4) em numeros que podem variar de 10* a 10%, formando uma
cadeia helicoidal denominada dupla hélice. A amilopectina ¢ a fracdo ramificada do
amido, formada por unidades de D-glucopiranose unidas por ligacdes glicosidicas
o(1—4) em intervalos de 20 ou mais unidades de glucose, formando uma ligagao

glicosidica o(1—6) produzindo uma ramificagdo, originando uma estrutura espacial

esférica altamente ramificada e volumosa (BOBBIO & BOBBIO, 1992b).

A celulose ¢ o maior constituinte das paredes celulares e mais da metade do carbono
organico da terra ¢ encontrado na forma de celulose. A celulose ¢ composta de cadeias
lineares de moléculas de D-glucose, ligadas uma a outra por ligagdes glicosidicas
B(1—4), as quais o estbmago de nenhum vertebrado tem capacidade de produzir enzimas
para digerir. Herbivoros subsistem comendo vegetais ricos em celulose porque, em seu

trato digestivo, eles tém microrganismos que produzem celulase para digerir a celulose.
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A digestao microbiologica ocorre via hidrélise enzimatica e quebra da ligagao glicosidica

B(1—4) (COFFEY et al., 1995).

Ao todo, 70 espécies de bactérias, fungos e actinomicetos sdo capazes de

despolimerizar a celulose.

A celulose ¢ decomposta tanto por bactérias aerdbias, como anaerdbias. Existe uma

relacdo simbiontica entre essas bactérias e as azotobactérias.

A maioria dos fungos ¢ capaz de crescer em celulose pura.

Todos os actinomicetos conhecidos sdo capazes de utilizar-se da celulose para

crescimento (WISTLER ef al., 1953).

O glicogénio ¢ quimicamente semelhante ao amido, mas tem mais ramificagdes. E o
terceiro polimero majoritario da glucose e, ¢ a maior fonte de carboidratos em animais.
Como o amido, as moléculas de glucose sdo ligadas por ligacdes glicosidicas a(1—4). A

figura 2.2 mostra detalhes das ligagdes glicosidicas.

FIGURA 22 LIGACOES GLICOSIDICAS DA CELULOSE, AMIDO E

GLICOGENIO.

CHoOH CH-0H CH~OH CHoOH
0
Ligacéo Ligacio
B1->4 cel» 4
(Celulose) (Amido. glicogénio)

FONTE: BOWEN (1995)
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2.2.1 Industrializacdo da mandioca

A utilizagdo de raiz de mandioca como alimento para animais (monogastricos
especialmente) ¢ limitada pelo seu baixo valor nutritivo. Ela tem menos de 2% de
proteinas. O teor bruto de proteinas pode ser aumentado em fermentagdo (no estado

solido) por Aspergillus niger de 2% a 42%.

Os produtos obtidos sdo denominados proteina enriquecida de mandioca ou
Cassapro, a qual ¢ uma marca registrada que ficou muito conhecida na Indonésia na
década de 90 (KOMPIANG et al., 1994). A figura 2.3 mostra a mandioca fermentada

pelo fungo A. niger produzindo a Cassapro.

FIGURA 2.3 PROTEINA ENRIQUECIDA DE MANDIOCA OU CASSAPRO

FONTE: ASSESSMENT STATION FOR AGRICULTURAL TECHNOLOGY OF
LAMPUNG PROVINCE (1994)

Os residuos da industrializagdo da mandioca podem ser convertidos em subprodutos
de valor econdmico agregado, destinar-se as ra¢des para a pecuaria em geral, ricas em
amido e fibras. O efluente liquido proveniente do processamento da raiz (manipueira),
pode destinar-se, no campo, a irrigagdo e fertilizagdo, ao controle de ervas daninhas e, na
industria, a producdo de biogas, preservando-se o meio ambiente (TONIAL, 1997). A

manipueira pode conter o radical venenoso cianeto.
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Os residuos de mandioca pode ser utilizados como rag¢ao animal, podem ter emprego
biotecnoldgico sendo utilizados como substrato na producdo de biomassa microbiana,

além de outros metabolitos do processo fermentativo.

Alguns dos residuos da mandioca sdo: a casca marrom, entrecasca, crueira (grossos),
fibras, bagago e varredura. Os residuos liquidos sdo constituidos pela manipueira e pela
agua de lavagem. A figura 2.4 mostra o fluxograma de processamento das raizes da

mandioca.

LIMA et al. (2001) cita a legislacdo brasileira que ora chama a fracdo amilacea de
fécula, quando extraida de raizes, tubérculos e rizomas, ¢ ora a chama de amido quando a
referida legislagdo abrange a fragdo extraida das partes aéreas da planta. Neste trabalho
amido serda a substancia quimica (C¢H;,O¢), e fécula serd o extrato da mandioca
contendo 18% de amilose e 82% de amilopectina, expressos sobre o total de amido. As
operacdes unitdrias basicas utilizadas no beneficiamento da mandioca estdo mostrados na

figura 2.4.
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FIGURA 2.4 OPERACOES UNITARIAS UTILIZADAS NO BENEFICIAMENTO DA

MANDIOCA COM BASE EM 250 TON/DIA DE MATERIA PRIMA.

Mandioca
250 ton/dia
B Lavagem ——— Peliculas
Agua ——p ¢ retirada da pelicula 1.16 ton
l Agua de lavagem
Ralador

Agua de extragio ————p Escovadeiras

da fécula l
Bagago de mandioca
Peneira — 280 ton/dia
l com 85% umidade

Leite de fécula

Residuo ligquido
(manipueira)
2655 m3
com 5% de sélidos

Centrifugagio ———p

Fécula
Secagem

Fécula seca
62.5 ton/dia

SOCCOL (1994)

FONTE:

O bagaco ¢ o residuo s6lido composto pelo material fibroso da raiz, contendo parte

da fécula que nao foi possivel extrair no processamento. Observe que, no processo

descrito acima, sdo dispostas 280 toneladas por dia de bagaco de mandioca no meio

ambiente. O bagaco de mandioca ¢ gerado na separagdo da fécula e a sua composi¢do

estd apresentada na tabela 2.1.
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TABELA 2.1 COMPOSICAO DO BAGACO DE MANDIOCA

COMP. SOCCOL CEREDA

STERTZ
g/100g (1994) (1994) (1997)
Umidade 5,02 9,52 10,7
Proteinas 1,57 0,32 1,6
Lipideos 1,06 0,83 0,5
Fibras 50,55 14,88 22,2
Cinzas 1,10 0,66 1,5
Acgtcares/
Carb. 40,50 63,85 63,4

FONTE: CARTA' (1999)

2.2.2 Industrializagdo da mandioca no Brasil

No Brasil, o mercado de fécula de mandioca cresceu 175% na década de 90, saltando
de 200 mil toneladas em 1991 para 550 mil toneladas em 2001, o que representou um
faturamento de US$ 200 milhdes. Por isso, uma dezena de empresas comegou a atuar no
setor, somando investimentos superiores a US$ 12,5 milhdes, segundo a Associagdo

Brasileira de Produtores de Amido de Mandioca (Abam) (NEOGERA, 2001).

O amido de mandioca, da mesma forma que os amidos de milho e de batata, pode ser
utilizado na industria de biscoitos, carnes embutidas, papel, papelao ondulado, téxteis,
construgdo civil, perfuragdes petroliferas e extragdo de gés. O processamento do amido
de mandioca apresenta a vantagem de ser mais barato do que o de amidos de outros
vegetais, como milho, batata e arroz. A Cargill Agricola, um dos maiores fabricantes
brasileiros de amidos de milho, estd ampliando a produ¢do de derivados de mandioca

para oferecer novas alternativas de matéria-prima a industrias de alimentos e de papéis.

' Nio constavam informagdes sobre os métodos utilizados para determinagio de fibras e carboidratos.

Exceto em SOCCOL (1994) onde foi informada a utilizagcdo do método Somogyi-Nelson para carboidratos.
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Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil produziu 24,3

milhdes de toneladas de mandioca em 2001, 4,1% a mais que no ano 2000. dependendo
das modifica¢des introduzidas nos derivados de mandioca, eles podem produzir desde
colas até elementos adensadores de sopas. A fécula modificada da mandioca, por
exemplo, entra na fabricagdo de alimentos como salsichas, maioneses, temperos e
sorvetes. Ja4 as dextrinas tém uso maior na inddstria de sacos multifoliados para
embalagens de cimento e outros produtos. Sua fung¢do basica ¢ fazer a colagem das folhas
de papel. A Cargill comegou a vislumbrar novos negdcios na mandioca no ano de 2000,
quando comprou do grupo Maggi uma fecularia em Sdo Miguel do Iguacu (PR). A
fabrica paranaense foi reformada e tem capacidade de produgdo de 2,5 mil toneladas
mensais de fécula. A mandioca ¢ fornecida por cerca de 2 mil familias de pequenos

agricultores da regido (NEOGERA, 2001).

Em 2002, dois grupos italianos investiram US$ 25 milhdes na constru¢do de quatro
fecularias no Parand, que respondem por 75% da fécula (amido da mandioca destinado
ao uso industrial) produzida no Pais. O principal interesse das empresas ¢ a exportagdo
do produto. O negodcio ¢ o primeiro investimento na drea alimentar da Ausi, empresa
especializada em automacao industrial, em parceria com o agente financeiro privado
European Investment Services Corporation (EISC), também italiano. Parte do dinheiro
(34%) sera investido por empresarios de Maringad. Cada fecularia, das que serdo
construidas em Umuarama, Sao Jorge do Ivai, Itaguajé e Nova Londrina, terd capacidade
para processar 400 toneladas de mandioca por dia, que resultardo em 100 toneladas
diarias de amido nativo modificado. Obtido com a adi¢do de produtos quimicos, o amido
modificado amplia seu leque de aplicagdes para as industrias quimica e farmacéutica,
enquanto a matéria-prima tradicional é empregada na producao de alimentos, bebidas ¢

papel. A expectativa ¢ que o volume de exportacdes brasileiras possa atingir 500 mil
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toneladas em oito anos. Cerca de 60% desse volume sera vendido para Estados Unidos ¢

Europa (NEOGERA, 2001).

2.3 Microrganismos

Os microrganismos utilizados na FES, podem ser qualificados, segundo PANDEY
(1992), em dois grande grupos: os que fermentam naturalmente ou selvagens, ¢ os de
cultura pura (individuais ou consorciados). A compostagem e a ensilagem sdo processos
que utilizam a microflora natural. As culturas puras, conhecidas desde a Antigiiidade, sdo
utilizadas nos processos industriais para propiciar o controle da utilizagdo do substrato e
a formacao do produto final. Bactérias, fungos e leveduras podem crescer em substratos
solidos e sdo aplicados em processos de FES. Os fungos filamentosos sdo os utilizados

na maioria dos casos, devido as suas propriedades fisiologicas, enzimologicas e

bioquimicas (SOCCOL, 1994).

2.4 Fungos

Fungos s@o microrganismos multicelulares, filamentosos, de aspecto algodonoso, e se
apresentam em varias cores (branco, verde claro, rosa, cinza escuro, etc.); as células sao
eucaridticas e a reproducdo pode ser por meio de esporos. A maioria das espécies sao
potencialmente capazes de crescimento. Possuem filamentos ramificados, chamados
hifas, sendo que um conjunto de hifas ¢ chamado de micélio. Existem dois tipos de hifas
principais, as vegetativas, que penetram no solo (ou meio para dai retirar o alimento), e
as aéreas, onde se formam as estruturas reprodutoras. Os fungos pertencem a divisdao do
reino vegetal chamada Thallophita, ndo possuem clorofila, nem apresentam suas
estruturas diferenciadas em folhas, caules ou raizes. Estao amplamente distribuidos na

natureza.
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O modo de crescimento dos fungos, sua boa tolerdncia a baixas e altas pressoes
osmoticas os fazem eficientes e competitivos com a microflora natural para bioconversao
de substratos solidos. O crescimento por hifas d4 aos fungos uma maior vantagem sobre
os microrganismos unicelulares na colonizagdo do substrato soélido e utilizagdo dos
nutrientes disponiveis. Seu modo bésico de crescimento ¢ uma combinacdo de extensdo
apical e geragdo de novas hifas durante a ramificagdo. Um ponto importante ¢ que, apesar
da extensdo, o crescimento ocorre apenas nas pontas das hifas numa taxa constante e
linear e a freqiiéncia da ramificagdo faz com que o crescimento da biomassa total possua
um padrdo cinético exponencial, principalmente nas primeiras etapas do estagio

vegetativo.

O crescimento por hifas d4, também, ao fungo filamentoso, o poder de penetrar no
substrato solido. A ligagdo da parede celular aos filamentos e o micélio proporcionam
uma estrutura firme e solida. As enzimas hidroliticas sdo excretadas nas hifas sem grande
diluigdo como ocorre na fermentagdo submersa, o que faz com que sua agdo local seja
muito mais eficiente, permitindo a penetragdo no substrato e aumentando a acessibilidade

de todos os nutrientes disponiveis nas particulas. (RAIMBAULLT, 1997)

2.4.1 Rhizopus:

O prefixo “rhizo” € pertinente as raizes, o sufixo “pus” deve-se aos rizdides da base
dos esporangidsporos ou das hifas que sdo caracteristicos de algumas espécies desse

género.

Rhizopus estdo espalhados intensamente pelo solo, especialmente em terrenos
turfosos ou umidos, no estrume, na poeira do ar, em alimentos ¢ nos utensilios em

condi¢des higiénicas insuficientes. (CARTA, 1999).
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Segundo WOICIECHOWSKI (1997) alguns autores tém demonstrado que estes

fungos podem melhorar o grau de digestibilidade de alguns alimentos através da
degradacdo de fibras e aumentar o valor protéico dos alimentos através do crescimento
micelial. A autora também relatou o estudo de sua capacidade de impedir a formagao de
produtos toxicos como a aflatoxina B;, produzir substancias anticarcinogénicas, controlar
o crescimento de bactérias GRAM positivas através da sintese de substancias que

impedem o seu desenvolvimento e detoxificar os compostos cianogénicos da mandioca.

Contudo os Rhizopus spp® também podem ser fungos infecciosos oportunistas que
podem infectar em conjunto com Aspergillus fumigatos. Um estudo de infecgdes, em
pacientes renais transplantados, contaminados por Aspergillus fumigatos, Rhizopus spp e
outros fungos apresentou alto indice de mortandade (75%) (ALTIPARMAK et al.,

2002).

Sua proliferagdo, dentro das condi¢des que lhe sdo propicias, ocorre amplamente pela

facilidade de produzir esporos (CARTA, 1999).

A reproducdo efetua-se por germinacdo de esporos. Os esporos maduros sio
liberados dos aparelhos esporiferos e disseminados. Um esporo germina e libera um
filamento ou hifa que cresce, para dar um novo micélio (CARTA, 1999). Seus esporos

sdo de natureza assexuada.

Muitos metabolitos dos fungos, primarios ou secundarios, assim como enzimas ou
outros produtos de biotransformagao produzidos por fungos atuam estrategicamente na

produgdo e armazenamento de energia para o mesmo (FEDERICI et al., 1997).

2 Esta notagdo engloba todas as espécies de Rhizopus.
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Rhizopus sao produtores naturais de dcido fumarico para as plantas, cujo
desenvolvimento pode ser aumentado pela adigdo de nitrogénio organico ao solo

(KARMARKAR & TABATABALI 1991).

Rhizopus arrhizus NRRL 2582 e Rhizopus arrhizus NRRL 1526 ja foram utilizados
para produzir 4acido fumérico em meio sélido, bagaco de cana (SOCCOL, 1994) e

alginato de célcio (PETRUCCIOLI & ANGIANI, 1997) .

2.5 Acido fumarico

O é4cido fumadrico tem a formula molecular C4H4O4 € sua estrutura quimica esté
mostrada na figura 2.5, O isomero do acido fumarico é o acido maléico, ou o acido cis-

butenodiodico, também mostrado na figura 2.5.
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FIGURA 2.5 ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO FUMARICO
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Outros Nomes para o acido fumarico encontrados na literatura sdo: acido 2-(E)-
butenodidico; acido trans-butenodidico; acido trans-1,2-etilenodicarboxilico; acido
alomaléico; acido bolético; acido licémico; acido fumarico; (E)-2-acido butenodidico;
(E)-HO2CCH=CHCO2H; acido butenodidico, (E); NSC-2752; U-1149; USAF ek-p-583;
acido 1,2 etileno dicarboxilico (E); acido 1,2 etileno dicarboxilico; acido licémico (THE
MERCK INDEX 1989, NIST 2001). Se os dois grupos maiores estiverem do mesmo
lado da dupla ligacdo (cis) esta notacdo seria (Z) do alemdo zusammen que significa
junto. Mas como eles estdo de lados opostos (trans) a notagdo ¢ (E) do alemao entgegen

que significa oposto (MARCH, 1992).

Devido a sua dupla ligagdo pode haver hidrogena¢do da mesma formando o éacido

butanodiodico. Na figura 2.6 mostra-se a reacao de hidrogenacao do acido fumarico.
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FIGURA 2.6 REACOES QUIMICAS QUE PODEM OCORRER COM O ACIDO

FUMARICO (HIDROGENACAO).
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Esta ¢ praticamente a reacao inversa da que ocorre no ciclo de Krebs onde o acido

succinico ¢ desidrogenado a acido fumaérico, como mostrado na figura 2.7.

FIGURA 2.7 DESIDROGENACAO DO ACIDO SUCCINICO

2.5.1 Processos de Obtencéao

Segundo KIRK & OTHMER (1952), grande parte do 4cido fumarico ¢ produzida
pela rota do benzeno a partir da oxidacao catalitica (praticamente 83% da producdo). Esta
oxidacdo gera o 4acido maléico, o qual ¢ entdo isomerizado a acido fumérico pelo
aquecimento. Como o benzeno ¢ uma substancia cancerigena surgiu a necessidade de
outra rota para a producao de acido fumarico para a industria de alimentos e para a
indGstria farmacéutica. E importante salientar que a produgéo de acido fumarico por via
quimica ¢ ecologicamente incorreta pois enquanto que com a FES ou fermentagdo
submersa esta consumindo residuo, na producao via quimica esta produzindo residuos,
ha uma legislagcdo que proibe a utilizagdo de 4cido fumadrico e 4cido acético produzidos

via sintese quimica para consumo humano, animal e farmacéutico.
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Através de sintese bioldgica o acido fumadrico é produzido por varias linhagens de
Aspergillus e de Rhizopus. Sob condigdes controladas algumas cepas produzem
inicialmente o acido fumarico, depois o etanol, e alguns outros acidos. De maneira geral,
altos rendimentos em 4acido fumarico t€ém sido encontrados na ordem de 40-50% do

acucar fermentado.

RHODES et al. (1959) obtiveram condi¢des ideais para a produgdo de acido
fumarico para duas cepas de Rhizopus arrhizus, em frascos num agitador-incubador
(shaker). O meio de cultura continha de 10 a 16% de glucose, sacarose ou melago. Em
condi¢des adequadas, 60 a 70% do agticar consumido foi convertido a acido fumarico,
variando o tempo de fermentacdo entre 3 a 8 dias, dependendo da quantidade de acucar
utilizada. Convertendo-se os calculos de Rhodes para a base de calculo utilizada neste

trabalho ele produziu de 60 a 112 g de acido fumarico por kg de meio.

Dos 4cidos produzidos, 75 a 80% foi acido fumadrico. A quantidade e o tipo de
nitrogénio empregado influenciaram o rendimento em 4acido fumarico. As melhores

fontes de nitrogénio foram a uréia e o sulfato de amonio.

Quanto a composi¢cdo do meio RHODES et al. (1959) afirmaram que variaveis de
processo, tais como, fontes de carbono, potassio, ferro, magnésio, zinco, cobre, podem
influenciar muito o rendimento. Estudos indicaram que a presen¢a de metanol no meio
também pode influenciar o rendimento, deslocando o equilibrio da bioconversao de acido
fumarico a metanol para a esquerda. O 4cido fumdrico também aumenta a tolerancia do
fungo a certos sais. Em temperaturas inferiores a 30° C, pouco agtcar foi consumido e
em temperaturas acima de 35° C foram produzidas pequenas quantidades de 4cido. Uma
caracteristica desta fermenta¢do ¢ que no inicio a taxa de 4cido fumarico produzido é
baixa, mas aumenta quando o crescimento do microrganismo cessa, ¢ a produgdo de

acido domina a atividade fermentativa.
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O mecanismo de fixagdo de nitrogénio no solo pode ser devido a atividade de fungos.
Em estudos com Rhizopus nigricans a presenca de carbonato indicou que o dioxido de

carbono foi consumido.

RHODES et al. (1959) explicou que o ponto critico na producdo de acido fumarico ¢é
a adi¢cdo de uma quantidade limite de nitrogé€nio, somente o necessario para que as
células sobrevivam, produzindo assim acido fumarico ao passo que grandes quantidades
de nitrogénio s6 aumentam o crescimento. A adi¢do de carbonato de célcio neutraliza o
acido fumarico, formando fumarato de célcio e gerando gas carbonico para suprir os

intermediarios do ciclo de Krebs pela carboxilagdo do piruvato a oxaloacetato.

RHODES (1959) cita ainda que a presenga de surfactantes ou oleos vegetais
aumentam a taxa de acido fumarico produzido. GOLDBERG et al. (1985) utilizaram a
cepa Rhizopus arrhizus 1526 e os meios descritos por RHODES et al. (1959) numa
fermentagdo submersa por dois a quatro dias a 220 rpm. A concentragdo de glucose foi
de 100 g/L e os autores testaram diversas propor¢des de Tween 80 e 40, 6leo de milho,
soja, e algodao e concluiram que a adi¢ao dos 6leos acima citados na concentragao de 0,5
a 1,0 mg/L com excesso de carbonato de célcio aumenta, significativamente, a produgao
de acido fumaérico. KENEALY et al. (1986) utilizaram como fonte de nitrogénio o
sulfato de amonio na proporg¢ao de 0,4% (m/v) em substitui¢do a uréia. PETRUCCIOLI
(1997) testou a produgdo de enzimas para a cepa Rhizopus arrhizus 1526. A glucose foi
consumida durante quatro dias e a cepa produziu 97,7 g/L de fumarato com o consumo

de 119,4 g/L de glucose.

KAUTOLA et al. (1990), obtiveram acido fumadrico a partir de um meio contendo
xilose na concentragdo de 10% com uma relagdo C/N de 160. Em reator batelada com
células imobilizadas (Rhizopus arrhizus) teve uma maxima produtividade de 16,4 g/L

com tempo de residéncia de 10,25 dias. A conversdo maxima em relacdo a xilose foi de
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23,7% com produgdo de 15,3 g/L com tempo de residéncia de 9 dias e relagdo C/N de

188,3. A imobilizacdo das células (com espuma de poliuretano) pode aumentar a
concentracdo de acido fumarico a um valor trés vezes maior que o valor obtido com
células livres. MORRIN et al. (1990) estudaram a suplementacdo de um meio de glucose
e peptona utilizando carboximetilcelulose e carbopol (resina anidnica), e fermentando-se
com Rhizopus arrhizus. A fungdo da carboximetilcelulose e da carbopol ¢ dispersar o
micélio e aumentar a produgdo de acido fumarico, modificando a morfologia do meio. A
conversdo de glucose em 4cido fumarico foi aumentada com a carboximetilcelulose.
Utilizando-se carbopol foram obtidas baixas taxas de producdo de acido fumadrico. A
morfologia pode influenciar a taxa de crescimento e a formagdo do produto. Obtiveram
5,36 g/ de 4cido fumarico, com crescimento disperso, o que significa hifas longas,
formando uma suspensdo homogénea. GANGL et al. (1990), fizeram uma comparagdo
econdmica utilizando carbonatos de sddio e calcio como agentes de neutralizagdo para a
producdo de acido fumarico com fungos Rhizopus arrhizus. Devido a solubilidade do
carbonato de sédio, o processo se torna mais simples, requer menos equipamento, nao
requer calor além de permitir a reutilizagdo das células. Porém, o custo na rota
fermentativa continua sendo maior do que na rota do benzeno. O processo com carbonato
de sédio custa 20% a mais do que com o carbonato de célcio, e ndo foram obtidas
concentracdes de acido fumarico tdo altas quanto com CaCOs, utilizou-se a cepa

Rhizopus arrhizus 2582, com 102 g/L de glucose, obteve-se 73,3 g/L de acido fumarico.

A biotina em concentragio de 10° g/L, por ser um cofator da enzima piruvato
carboxilase, permite que o fungo fixe o didxido de carbono no cliclo do 4cido citrico. O
xarope de milho também contém biotina, além de outros ingredientes. Porém, o uso da

biotina pura melhora todos os parametros de fermentacao.

MORESI (1991), estudou a produgdo de acido fumarico com Rhizopus arrhizus

1526, a partir de hidrolisados de amido de milho comercial. Esta producao foi estudada
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em diferentes concentragdes iniciais de glucose e diferentes relagdes C/N de 150 a 210.
A condigdo 6tima de operagdo foi a concentragdo de substrato entre 100 a 130 g/ ¢ C/N
de 105. A fermentagdo foi testada com glucose, hidrolisados (4cido e enzimatico) de
mandioca, milho e de farinha de batata. O rendimento variou de 60 a 75%, e a
produtividade de 6 a 8,4 g/L. ao dia, quando a concentragdo de substrato foi de 25-50 g/L

e o tempo de fermentagdo de 44 a 100 horas, respectivamente.

2.5.2 Aplicagdes e usos industriais:

O é4cido fumarico ¢ um intermediario basico no metabolismo de diferentes fungos
filamentosos, mais especificamente os do género Mucor e Rhizopus (SOCCOL, 1994). O
acido fumarico possui em sua molécula uma dupla ligacdo e dois grupos carboxilicos que
o tornam um excelente intermedidrio para a sintese quimica nas reagdes de esterificagao.
Ele pode ser polimerizado com mondmeros de estireno para a obteng¢do de resinas de
poliéster e com acetato de polivinila para a fabricagdo de adesivos. O 4cido fumarico ¢
também utilizado como acidulante na induastria de alimentos, bebidas e no preparo
farmac€utico de alguns medicamentos por suas qualidades ndo toxicas e ndo
higroscopicas. (SOCCOL, 1994) apresentou diferentes estudos visando a producdo de
acido fumarico em meio s6lido com a imobilizacdo de células de Rhizopus em suporte
lignocelulosico (bagago de cana-de-agucar). Inicialmente, procurou efetuar uma
varredura em cultura liquida de diferentes espécies de Rhizopus, para avaliar quais eram

as mais produtivas em acido fumarico.
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Ap6s haver selecionado a cepa de maior producdo, ainda em cultura liquida, efetuou
os calculos para avaliar o efeito de diferentes parametros (concentragdo de glucose,
agitagdo, temperatura, concentracdo de biotina, relagdo C/N e concentragdo de fosfato

monobasico de s6dio) na produgdo do acido fumarico.

Para os estudos da produgdo de acido fumarico em meio sélido foram utilizados os

mesmos meios de cultura otimizados na fermentagdo submersa.

As condi¢des de cultura em meio solido foram otimizadas pelos estudos do efeito da

taxa de inoculagdo, aeracdo e concentragao de glucose.

O 4cido fumarico ¢ utilizado como acidulante nas seguintes propor¢des

(FUGMANN, 1973):
1) Balas e produtos similares — 0,25%
2) Geléias artificiais e poOs para geléias artificiais— 1,00%
3) Pudins — 0,20%

4) Refrescos e sorvetes — 0,20%
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3 Redes Neurais

Durante muitos anos, os temas de inteligéncia artificial (IA), redes neurais e logica
difusa foram desenvolvidos por comunidades intelectuais separadas. Isto foi devido mais
a barreiras sociais e institucionais para comunicagdo do que a diferentes metas e
resultados. Uma manifestacdo destas barreiras chegou em forma de reivindicagoes,
especialmente a partir da comunidade académica, de que outras aproximagdes nao
atendiam a solugdo de certos problemas, a despeito do progresso dos demais

(CARPENTER et al., 1993).

Redes neurais sdo uma familia de modelos auto-organizaveis de arquitetura logica
que podem rapidamente aprender para reconhecer, testar hipdteses, e predizer

conseqiiéncias em padrdes bindrios ocorrendo em séries ndo estacionarias (CHEN, 1996).

Segundo HAYKIN (2001) um evento numa pastilha de silicio num microprocessador
dura cerca de um nanosegundo e numa célula nervosa da ordem de milisegundos. Apesar
da vantagem na velocidade, a enorme quantidade de células e conexdes ligadas de forma

macicamente paralela torna a estrutura cerebral muitas vezes mais eficiente.

3.1 Historico das redes neurais e inteligéncia artificial

A Inteligéncia Artificial (IA) ndo ¢ recente. Sua historia inicia na década de 40, onde
havia alguma pesquisa em torno de seqiiéncias de estratégia e analise do funcionamento
do cérebro com objetivos de formalizacdo de seu comportamento. Os ramos de pesquisa
redes neurais e inteligéncia artificial eram dissociados entre si, sem nenhuma
preocupacdo com a construcdo de uma Inteligéncia Artificial. Buscava-se apenas novas

alternativas de utilizacdo do computador, ainda em projeto.
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Mas, com o passar dos anos, foram sendo distinguidas duas linhas de pesquisa: uma
bioldgica, calcada em torno do funcionamento do cérebro e dos neurdnios; e outra, fruto

do estudo da cogni¢do, do raciocinio.

McCULLOCH & PITTS (1943) descreveram um modelo simplificado, porém
poderoso, do neurdnio real, o qual ainda se encontra em uso atualmente na maioria dos
modelos de Redes Neurais Artificiais (RNAs). O modelo de McCULLOCH & PITTS (ou
modelo MCP) ¢ baseado na plausibilidade neurofisiolégica de um neurdnio
desempenhando uma funcao de soma e limite, onde os pesos nas conexdes entre os nodos
correspondem as sinapses inibidoras e ativadoras de um neurdnio real. Embora nao esteja
explicito no trabalho original de MCCULLOCH & PITTS, os nodos MCP sdo capazes de
se adaptar pelo ajuste dos pesos de cada conexdo. Esse processo de adaptacdo - ou
aprendizado - permite o desenvolvimento de procedimentos para o ajuste gradual dos
pesos, de forma que a rede desempenhe a funcdo desejada. A primeira teoria
neurofisiologica para modificagdo de sinapses em neurdnios reais foi proposta por HEBB

(1949).

A década de 50 foi de grande sucesso com a implementa¢do do primeiro simulador
de redes neurais artificiais e do primeiro neurocomputador. A partir do modelo
matematico de McCULLOC & PITTS (1943) e da teoria de aprendizado de HEBB
(1949), foi possivel a unido desses conhecimentos no modelo de rede neural artificial

chamado Perceptron.

A descricdo do Perceptron de uma unica camada por ROSENBLATT (1958)
introduziu o conceito de aprendizado em redes neurais artificiais. Defendia a idéia de que
o cérebro humano trabalha como um associador de padroes adaptavel, € ndo como um

circuito logico deterministico como pensava MINSKY (1956). Seu modelo de rede,
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baseado no nodo MCP, era capaz de classificar os padrdes aprendidos do ambiente

através do ajuste gradual dos pesos entre nodos.

Na década de 60, diversas limitacdes dos Perceptrons tornaram-se claras. Em um
importante trabalho, MINSKY & PAPERT (1969) exibiram de maneira rigorosa as
diversas limitagdes computacionais dos modelos até ali existentes. Uma delas consistia
no fato de que algumas fungdes muito simples, como a funcdo booleana ou-exclusivo,
ndo podiam ser aprendidas por um perceptron. Esta ¢ uma severa limitacdo, pois em geral
apenas fungdes muito simples sdo linearmente separaveis. Nao ¢ o caso da ja citada

funcdo booleana ou-exclusivo (XOR), que aparece em MINSKY & PAPERT (1969).

Pode-se pensar em uma solucdo para este problema com a superposi¢cdo de camadas
de perceptrons, compondo fungdes mais simples para chegar a uma mais complexa.
BRAZ (1998) mostra um exemplo de implementagdo de uma rede com mais de uma
camada que calcula a funcdo ou-exclusivo. Contudo, sistemas neurais sem peso
(ALEKSANDER, 1966) também tiveram um papel importante na década de 60, ja que
proporcionaram modelos de rapida aprendizagem e facil implementagdo. A visdo nao
convencional das Redes Neurais Sem Peso (RNSP) consiste em armazenar a fungdo do
nodo em uma memoria RAM, ao invés de ajustar pesos entre os nodos. Essa abordagem
facilita o desenvolvimento de algoritmos de aprendizado mais simples do que os
baseados no modelo MCP, uma vez que existe uma independéncia entre os nodos

durante o processo de aprendizagem.

Em 1972, KOHONEN da Universidade de Helsinky definiu um novo modelo de rede
neural, conhecido como: Mapa Auto-organizavel de Caracteristicas (KOHONEN, 1972).
Ao contrario do perceptron, ele nao era limitado a valores binarios, mas os valores das
entradas, dos pesos e das saidas poderiam ser continuos. Além disso, ao invés da saida da

rede ser representada pela atuacdo de um simples neurénio vencedor (ativado), Kohonen
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estabeleceu um grande nimero de neurdnios para representar o padrao de entrada, sendo
que este numero ¢ alcangado pela influéncia do neurdnio vencedor aos seus vizinhos. Em
outras palavras, ndo ha apenas um neurénio responsavel pela representacao do padrio de
entrada, mas sim um conjunto de neurdnios que interagem entre si. Todavia, a grande
importancia do trabalho de Kohonen foi ter introduzido um novo paradigma no estudo
das redes neurais: o aprendizado ndo-supervisionado, segundo o qual a rede ndo precisa
ficar sendo comparada constantemente a um valor de saida durante a fase de

aprendizado.

Até o inicio da década de 80, as arquiteturas de redes neurais implementadas
poderiam ser classificadas em dois tipos: 1) recorrente, onde a rede, partindo de um
estado inicial, chega ao estado final de aprendizado pelas iteragdes, na qual as saidas sdo
canalizadas para as entradas, ¢ 2) feedforward, a qual transforma um conjunto de sinais

de entrada em sinais de saida (HAYKIN, 2001).

Em 1986, RUMELHART et al. (1986a) validaram as pesquisas em torno das redes
neurais, possibilitando a volta da pesquisa nesta linha. Uma das formas de recuperagio
do prestigio das redes neurais foi a proposta de um algoritmo de treinamento, chamado
Back-propagation, que ampliava o potencial do perceptron de modo a permitir a

superacao das limitagdes do modelo primitivo a partir das redes neurais multicamadas.

Na década de 90, as redes neurais tiveram uma explosao exponencial de aplicagdes e
desenvolvimento de modelos. Sdo centenas de propostas de novos ou aperfeicoamento de
modelos a cada ano, tal o interesse pela area. A partir dai, consolidam-se as redes neurais

como parte integrante do estudo da Inteligéncia Artificial propriamente dita.

Dois métodos desenvolvidos para resolver problemas com redes neurais que

necessitem de estruturas compactas surgiram na década de 90. Estes métodos funcionam
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minimizando o tamanho da rede enquanto mantém uma boa performance. Uma rede
neural com um tamanho minimo ¢ menos susceptivel a aprender ruidos ou erros
experimentais nos experimentos de treino, ¢ pode assim generalizar melhor os novos

dados. Os métodos citados acima sido:

M¢étodo Construtivo: Comega-se com uma uUnica camada com um Unico neurdnio,
que realizara as tarefas mais simples, ¢ somente se adicionara um novo neurénio ou uma
nova camada oculta de neurdnios quando a rede for incapaz de desenvolver o trabalho
especificado (HAYKIN, 2001). Um Modelo auto-ajustavel construtivo deve ser estavel,
gerando o mesmo resultado independente do momento em que uma query é executada e

plastico, permitindo novas inser¢des de neurdnios e mantendo a estabilidade do mapa.

Existem diversos algoritmos de Modelos auto-ajustaveis construtivos, divididos em

ndo-hierarquicos e hierarquicos.

Método de Poda: como o proprio nome ja diz, este método funciona de forma inversa
ao método construtivo, ele comega com uma grande quantidade de neurdnios e uma
performance adequada para resolver o problema especifico e depois vai podando as
conexoes ou os nodos pela eliminagdo ou enfraquecimento de certos pesos sinapticos em

uma ordem seletiva, partindo dos menores pesos sinapticos para 0os maiores.

As principais razoes para se escolher redes menores que funcionam tdo bem que as

redes maiores sdo as seguintes:

Generalizagdo: a capacidade de generalizacdo diminui quando uma rede cresce,
devido a presenca de mais pardmetros para serem estimados tornando a rede mais

propensa a aprender erros experimentais (ruidos).
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Eficiéncia computacional: ¢ mais facil treinar redes menores pois menos parametros

tém que ser estimados.

Dedugdo do conhecimento: uma rede menor deve ser mais facil de ser interpretada,

isto €, converter conexdes em regras (BULSARI, 1995).

3.2 Teoria das Redes Neurais

As redes neurais artificiais (RNA’s) ou simplesmente Redes Neurais (RN’s),
surgiram de uma idéia inspirada no funcionamento do cérebro humano. Hoje podem ser
definidas como uma metodologia capaz de resolver com sucesso varios problemas
relevantes da engenharia e de outras areas. As redes neurais devem ser capazes de
realizar trés tarefas, comuns também aos sistemas baseados em inteligéncia artificial (IA)

(HAYKIN, 2001):

(a) Armazenar conhecimento;

b) Aplicar o conhecimento armazenado para resolver problemas;

¢) Adquirir novos conhecimentos pela experiéncia.

Computacionalmente, possuem a capacidade natural de efetuar processamento

paralelo, o que aumenta sua potencialidade numérica.

Uma rede neural ¢ formada por diversas unidades de processamento chamadas de
neuronios artificiais. Em um modelo de neurdnio, podem ser identificados trés elementos

basicos:

1) Um conjunto de ligagdes chamadas de sinapses, cada uma caracterizada por um
peso sinaptico Wy;, onde o indice k corresponde ao niimero do neurdnio e j ao estimulo

de entrada. Quanto maior o peso W, maior serd o estimulo da entrada ;.
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2) Um somatoério de sinais de entrada ja ponderados por seus respectivos pesos

(combinagio linear), resultando no valor v.

3) Fungdo de ativagdo ¢, também chamada de squashing function, que visa limitar os
sinais de entrada a um determinado intervalo, normalmente entre 0 e 1 ou -1 e 1. A
funcao de ativagdo ¢é capaz de assumir diversas formas, podendo ser em degrau, linear ou
sigmoidal. A escolha do tipo de funcdo ativacdo a ser utilizado na rede neural dependera

do tipo de modelo a ser construido.

Como as estruturas neurais sdo complexas existem classes de redes, das quais duas
sdo comumente empregadas em biotecnologia: Feedforward e recorrentes. Essas redes

estdo apresentadas nas figuras 3.1 ¢ .3.2.

FIGURA 3.1 REDE NEURAL FEEDFORWARD DE DUAS CAMADAS

FONTE: YAMAMOTO (1998)

Onde:

X e X, sdo variaveis de entrada

Y. e Y, sdo variaveis de saida
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Os quadrados sdo os neurdnios da camada de entrada.
Os circulos s3o os neurdnios das camadas subjacentes.

Os triangulos sdo os neurdnios encarregados de fornecer um valor de referéncia
(bias).

Como pode ser visto na figura acima, as redes neurais sdo estruturas que apresentam
a vantagem do processamento paralelo. O valor de referéncia bias ¢ que garante a

aleatoriedade ao sistema e no caso de as entradas serem todas 0 ou 1 impedem que as

saidas sejam iguais.

FIGURA 3.2 REDE NEURAL RECORRENTE

T1()

Y2

Y1+
S

T2}

X2(8)
~O=AS 00—

FONTE: YAMAMOTO (1998)

Onde:

X1 € Xo) sdo as entradas

Y1) € Yaurr) sdo as saidas
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Y1) € Yau sdo as entradas da camada recorrente (saidas realimentadas)
-1 ~

7" sd30 os operadores de atraso

I é o incremento (bias)

As redes recorrentes apresentam uma vantagem de processamento paralelo. Se for
observado na camada recorrente o equivalente a mais duas entradas que estdo

representadas por quadrados.

Na figura 3.3, pode-se observar um valor de limiar bias, 6k, que possui um efeito de

diminuir ou aumentar o valor da soma ponderada das entradas (v) na fungao de ativagdo.

FIGURA 3.3 MODELO DE UM NEURONIO ARTIFICIAL

X Neuronio j

T . Ttﬂ_ﬂu

Onde:

X; ¢ um sinal na entrada da sinapse j conectada ao neur6nio k.
W; sdo os pesos que multiplicam o neurdnio .

Y ¢ asaida

0 ¢ um incremento aleatério (bias)
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¢ (v) € a fungao de ativacao, delimita os valores de em um intervalo especifico.

Em geral a adigao de bias é benéfico para aumentar a eficiéncia do treinamento. Isto
¢ especialmente verdadeiro quando uma faixa entre -1 e 1 ¢ utilizada. Considerando uma
situacdo onde todas as entradas sdo zero, se nao forem utilizadas bias todas as saidas

serdo zero, o que resultaria em nao haver aprendizado (QUEEN et al., 1995).

3.3 Equacoes

3.3.1 Fungdes de ativacao

A fungdo de ativacdo ¢ encarregada de converter todos os valores de entrada em um
intervalo entre (-1,1), as diferentes fungdes se adaptam aos modelos matematicos de

quase todos os problemas normalmente encontrados na natureza.

A funcdo de ativacdo ¢ pode ser expressa por:

a)Funcao"degrau" expressa por threshold (positivo):
p(v)=1, sev >0 (3.1
p(v)=0, sev<0 (3.2)

Onde v ¢ o campo induzido do neurénio.

Segundo HAYKIN (2001) este neurdnio ¢ referido na literatura como o modelo de
McCulloch-Pitts. A saida de um neurdnio assume o valor 1 se o campo local induzido
daquele neuronio ndo for negativo, caso contrario sera zero (McCULLOCH & PITTS,

1943). A figura 3.4 mostra a fung¢ao tipo degrau.

FIGURA 3.4 FUNCAO DEGRAU



p(v)=1sev=>0

b) Fun¢do degrau simétrica :

o(v)=—1sev<0

A figura 3.5 mostra a equacdo degrau simétrica:

FIGURA 3.5 FUNCAO DEGRAU SIMETRICA

41

(3.3)

(3.4)
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¢) Fungao linear :

p(v)=av (3.5)

FIGURA 3.6 FUNCAO PARCIALMENTE LINEAR

e (v

d) Funcao logistica: :

1
l+e

p(v) = (3.6)

—av

d.1) Func¢do sigmoidal

FIGURA 3.7 FUNCAO SIGMOIDAL
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d.2) Fung¢ao tangente hiperbdlica:

FIGURA 3.8 FUNCAO TANGENTE HIPERBOLICA

() = tanh(@) = =———
e

(3.7)
+e

A funcdo logistica ¢ comumente utilizada como fun¢do de transferéncia em redes
com aprendizado backpropagation. Sua principal vantagem ¢ o fato de que ela ¢

diferenciavel e que sua derivada pode ser expressa em termos da propria funcao:

P'(v) = p().(1=9(v)) (3.8)

O fato de cada unidade ter como entrada valores de ativagdo apenas de unidades
anteriores a ela é uma restri¢do importante, pois permite o calculo exato das derivadas da
funcdo do erro quadratico para um conjunto de treinamento em apenas um passo através

da rede (BRAZ, 1998).

Baseando-se em vetores D(?) contendo a saida desejada para o elemento ¢ de um
conjunto de treinamento com 7 elementos e chamando a saida real para este mesmo

elemento de S(?), pode-se calcular as derivadas do erro quadratico total £ para todo o
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conjunto em relagdo a cada peso. Se for utilizada a notagdo d 4 como a derivada do erro

em relacdo a variavel 4, pode-se escrever:

E:ii(D(t)i ;S(t)i)z (3.9)
d_S(t), =S(@), - D), (3.10)
d_x(t),=d_S(t),-N+ waﬁ d_x(1), (3.11)

derivando esta equacao, tem-se:

Onde d_S(t); - N ¢ definido como 0 caso i <N, ou seja, para as unidades que ndo sao
de saida. Note que se a unidade for de saida, ha o erro proveniente da resposta desejada
para aquela unidade e o erro proveniente das outras unidades de saida de indice maior do
que o dela, para as quais seu valor de ativagdo contribui como entrada. Note também
como o indice varia dos valores maiores para os menores, o erro ¢ propagado na rede no

sentido contrario ao calculo de saidas, dai o nome backpropagation (BRAZ, 1998).

d vt), =¢'(v,).d_x(t), i=N+n,.,m+1 (3.12)
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Continuando, pela regra da cadeia:

para, finalmente,

T
d_w,=Yd_w)i.x(1)) i=m+1.. N+nj=1..i-1 (3.13)
t=1

De posse de d_wj;, pode-se calcular um novo valor para w;; da seguinte forma:

Wi kivar = Wy ivicrar — - Wi iNiciar (3.14)

A taxa de aprendizado” é geralmente um valor pequeno, para que 0 processo se
torne praticamente continuo mas, se ela for pequena demais, naturalmente o processo
sera muito lento. Por isso, seu valor sera o maior possivel sem que a rede deixe de
adaptar seus pesos corretamente. Esta ¢ uma escolha geralmente empirica, que depende

de cada caso.

3.3.2 Ajuste dos pesos sinapticos através da retro-propagacéo do erro

O ajuste dos pesos sinapticos ¢ feito através do algoritmo back-propagation e pode

ser resumida nas etapas seguintes:
e Apresentagdo do conjunto de treinamento a rede.

e Processamento dos dados pela rede através da multiplicagdo pelos pesos
sindpticos, posterior somatério e aplicagao da fungdo de ativagdo, obtém-se as

saidas em relagdo as entradas relacionadas.
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e Comparagdo das saidas fornecidas pela rede com os valores reais obtidos dos

experimentos e subseqiiente calculo do erro.

e Ajuste para os pesos da ultima camada. O erro é retropropagado na rede,

corrigindo os pesos sindpticos das camadas escondidas.

Tecnicamente, este processo ¢ realizado simplesmente alterando o peso de cada
conexdo na dire¢do que torna o erro menor para o conjunto de exemplos fornecido. Isto €
feito calculando-se a derivada do erro para cada peso e alterando-o na dire¢do oposta a
derivada. Com isto, h4 um movimento no espaco dos pesos para a rede em questdo

sempre em dire¢do a um erro menor, até que se atinja um minimo local (BRAZ, 1998).

O valor do erro (e;) de um neurdnio k de uma saida y;, em uma determinada iteragao »

¢ calculado por:

€ (l’l) = dj (l’l) -V (n) (315)
Onde dj(n) representa o valor real desejado da saida y; do neurdnio k e yj(n) sua

estimativa na iteragao n.

Determinando-se o valor instantaneo do erro quadrético para a saida y; como

E(n)=%2ef(n> (3.16)

jeC
/Zejz(n), entdo o somatoério dos erros quadraticos instantdneos na rede serd (DYMINSKI,

2000):

Onde o conjunto C inclui todos os neurdnios da camada de saida da rede.
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Se N for o numero total de exemplos contidos no conjunto de treinamento, entdo o
erro médio quadratico pode ser obtido somando-se os valores de E(n) e dividindo-se por

N:

E, =%§‘,E(n) (3.17)

Onde E(n) e E(av) sdo fungdes de todos os pardmetros livres, ou seja, pesos
sinapticos e thresholds, da rede neural. A figura 3.9 mostra um conjunto de neurdnios da

linha j alimentada por saidas produzidas por uma camada de neurdnios a sua esquerda.

FIGURA 3.9 FLUXO DE SINAIS DENTRO DO NEURONIO DA SAIDA ;.

o,

¥ iy e [n)

e

3.4

Conjunto de dados

Analogamente a outros métodos, a escolha do conjunto de dados que servira para
alimentar o modelo neural ¢ muito importante. Este conjunto de dados devera cobrir todo
o dominio de interesse do problema a ser estudado. Na constru¢ao de um modelo neural,
deve-se inicialmente analisar o problema a ser modelado, quais suas caracteristicas mais
importantes, os fatores relevantes que podem influencia-lo e as respostas que se deseja

obter como saidas da rede neural.
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Os dados a serem fornecidos a rede, tanto na fase de aprendizado quanto durante a
utilizagdo do modelo, devem estar compreendidos entre intervalos limitados (quando
normalizados, de preferéncia entre 0 e 1 ou -1 e 1), dependendo da funcdo de ativagdo
escolhida, que deve ser compativel com estes intervalos. Isso acaba por tornar mais
eficiente a etapa de treinamento da rede. Para adaptar o conjunto de dados a estes
intervalos limitados, deve-se normaliza-los. Esta normalizacdo pode ser linear ou ndo
linear (DYMINSKI, 2000), dependendo do tipo de problema a ser analisado e do efeito
que a normalizacdo pode ter sobre os dados (a normalizagdo ndo linear pode introduzir
uma estrutura para os dados completamente diferente da original). Depois de se
normalizar os dados, introduzi-los a rede e serem obtidas as saidas, as mesmas estardo
também em sua forma normalizada. Para poderem ser analisadas e interpretadas, as
saidas deverdo ser transformadas novamente para seu dominio original. As variaveis de
interesse, como foram selecionadas e procedimento de otimiza¢do encontram-se em
Materiais e Métodos. Os dados dos planejamentos experimentais, encontram-se no

anexoA.

3.4.1 Treinamento e testes

A obtengdo dos dados experimentais ¢ feita normalmente através de estudos
estatisticos, para se obter dados suficientes e de qualidade, eles tém que cobrir todo o
universo amostral do problema, para s6 dai passar para a ferramenta redes neurais. Os
dados experimentais utilizados neste trabalho encontram-se no anexo A e o procedimento

para obté-los em materiais e métodos.

Segundo YAMAMOTO (1998) divide-se o conjunto de dados em conjunto de
treinamento ¢ conjunto de teste. O conjunto de treinamento é composto de exemplos
(condigdes operacionais) a serem utilizados na fase de treinamento da rede neural

(determinacdo dos parametros da rede). J& o conjunto de teste serda composto de
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exemplos que serdo utilizados na tarefa de validar a precisdo de uma rede neural. Os

conjuntos de treinamento e de teste sdo constituidos por dados distintos entre si.

O treinamento ¢ a determinagdo da configuragdo e parametros da rede. A rede
processard os parametros de entrada relativos a estes exemplos pela multiplicagcdo dos
mesmos pelos pesos sinapticos e posterior aplicagdo destes valores as fungdes de
ativagdo dos neuronios, fornecendo entdo as respostas (saidas da rede) a este estimulo.
Estas saidas da rede neural devem ser comparadas com os valores reais dos parametros
de saida correspondentes aos exemplos do conjunto de treinamento, e desta comparagao
sera obtido um valor de erro da fase de treinamento. O programa procura entdo ajustar os
valores dos pesos sinapticos, visando a diminui¢do do erro do treinamento. Paralelamente
a fase de treinamento sdo apresentados a rede os exemplos de teste, obtendo-se assim o
chamado erro de teste, pela comparagdo das saidas da rede com as respostas desejadas
correspondentes aos exemplos de teste. Durante a fase de treinamento € feito o ajuste dos
valores sinapticos da rede, de tal forma que as saidas fornecidas pela rede neural estejam

bem proximas dos valores reais dos exemplos apresentados.

3.5 Aplicagbes das redes neurais em biotecnologia

Existe uma vasta utilizacdo das redes neurais em biotecnologia, estendendo-se desde
a modelagem de biorreatores até a identificagdo de microrganismos isolados
(BAUGHMAN & LIU, 1995). E possivel resolver associagdes sem conhecer o
mecanismo subjacente. As aplicacdes das redes neurais artificiais em biotecnologia
podem ser divididas em classificagdo, desenvolvimento de modelos dindmicos e
associacdo entre variaveis multiparamétricas. A seguir sdo apresentados alguns exemplos

de aplicagao.

1 - Identificacao rapida de isolados de Mycobacterium tuberculosis com base na sua

composi¢ao lipidica. Inferéncia do perfil de resisténcia a antibidticos (ALMEIDA, 1998).
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A assinatura lipidica dos isolados foi definida por 36 compostos encontrados
exclusivamente em micobactérias. A possibilidade de, com base no contetido lipidico,
usar redes neurais artificiais para detectar Mycobacterium tuberculosis, inferir o seu
perfil de resisténcia a antibidticos assim como a patogenicidade de outras espécies do
mesmo género, foi avaliada para 67 cepas, 15 das quais eram de Mycobacterium
tuberculosis. A analise fatorial e andlise cluster ndo permitem discriminar com exatiddo
as diferentes espécies. A inferéncia da resisténcia a antibidticos afigurava-se ainda mais
problematica visto que os métodos de estatistica multivariada ndo reconhecem nenhuma
relacdo entre esse comportamento € a composi¢ao lipidica. As redes neurais foram entdo
utilizadas. Verificou-se que este método permitiu reconhecer M. tuberculosis
corretamente em todos os casos, assim como a presenga de resisténcia a isoniazida, e
ainda, com um erro de 1/15, a resisténcia a estreptomicina. Uma vez que a obtencdo da
assinatura lipidica ndo requer isolamento ou cultura, este método oferece a possibilidade
de diagnoéstico rapido da infec¢do por micobactérias, incluindo ndo s6 a sua detecgdo

como também o seu perfil de resisténcia a antibidticos.

2 - Determinagdo das equagodes de estado correspondentes ao consumo de substratos

multiplos por uma cultura mista.

Uma vazao de gas contaminado com 6 diferentes hidrocarbonetos ¢ passada por um
filtro bioldgico para promover a sua remog¢do. A existéncia de um cromatdgrafo gasoso
em linha com a corrente de entrada e de saida do filtro permitiu a monitoragao detalhada
das eficiéncias de remogao dos diferentes contaminantes. No entanto, a interagdo entre o
consumo dos diferentes compostos e ainda entre estes e os parametros operacionais, pH,
temperatura, consumo de O,, produgdo de CO,, umidade e pressdo revelou-se demasiado
complexa para o desenvolvimento de modelos matematicos. Foram entdo utilizadas redes
neurais para desenvolver um modelo baseado exclusivamente no registro de dados

experimentais, tendo sido testadas duas topologias, uma feedforward, e outra recursiva.
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A aplicacdo de redes neurais artificiais em biorreacdo tem-se revelado particularmente

prolifera, como ¢ documentado em (BAUGHMAN & LIU,1995).

3 - O efeito antifouling de um material refere-se a capacidade de evitar o crescimento
de filmes bioldgicos na sua superficie. Esta caracteristica ¢ particularmente desejada em
materiais imersos em ambientes marinhos, visto que freqiientemente 10 a 20% dos gastos
de combustivel de um navio s3o conseqiiéncia do arraste desse filme. Devido a
plasticidade caracteristica das comunidades bioldgicas, ndo existem modelos de adesdo
que permitam a associagdo entre as caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
antifouling. Conseqlientemente, a realizagdo de ensaios de campo, que podem durar até 5
anos, ¢ incontornavel. Paralelamente, ensaios em laboratorio com suspensodes celulares
permitem uma avaliacdo preliminar em 2 semanas. No entanto, verifica-se que a
utilizagdo dos diferentes indices de fouling assim determinados tem uma validade muito
varidvel. A associagdo por redes neurais artificiais entre os indices obtidos nas duas
circunstancias permitiu verificar a consisténcia do conjunto de indices previstos,

diminuindo consideravelmente o erro preditivo (ALMEIDA, 1998).

4 — Controle automatico aplicado a uma produ¢ao de etanol em larga escala.

Devido as dificuldades envolvidas na medida ou ao excessivo nimero de varidveis
encontradas nos processos industriais, ¢ altamente recomenddvel o desenvolvimento de
sensores automaticos que podem ser baseados fundamentalmente em redes neurais
artificiais. Estes métodos sdo extremamente uteis para a identificacdo de modelos que

variam nao linearmente no tempo (MELEIRO et al., 2000).

5 — Modelos cléssicos de processos biotecnoldogicos em tanques com agitagao
usualmente representam velocidades de reagdo especificas em fun¢do da concentragdo
das espécies. Uma alternativa interessante ¢ utilizar um modelo ndo linear caixa-preta

(como redes neurais artificiais) para determinar as velocidades de reacdo. Portanto foi
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feito um modelo de redes neurais que analisava o balango de massa envolvido nas

reacoes em processo (CHEN ez al., 2000).

6 — Aspectos relativos ao uso de biosensores para controle de processo: Experimental

e investigacdes de simulagdo.

FERREIRA ef al. (2003) estavam fazendo o controle de pH, temperatura, oxigénio
dissolvido, concentragdo inicial de CO, e tempo decorrido de uma fermentacdo com
enzimas para produzir lactose, € comparando os resultados com os determinados pelas
redes neurais. As medigdes foram feitas em quatro temperaturas diferentes: 20,0° C;
24,8° C; 27,8° C e 30,4° C. Utilizando um injetor automatico de amostra, e conseguiram

96 conjuntos de dados experimentais,

Uma rede do tipo feedforward backpropagation com oito neurénios na camada oculta
e fungdes de ativagdo linear tanto para camada de entrada quanto para camada de saida
foi selecionada para o processo. Este processo tinha ao todo cinco variaveis de entrada e
duas de saida que eram: Concentragdo de lactose, e concentracdo final de CO,. Estas
variaveis foram medidas automaticamente por um biosensor denominado flow injection
analysis (FIA). Obtiveram como conclusdo que apesar dos problemas ¢ do grande erro

obtido, a utilizagdo do biosensor ¢ muito promissora (FERREIRA et al., 2003).

7 - Neuroidentificagdo de um processo biotecnoldgico: Discussdo e aplicagao

Fermentagdes sdo altamente ndo-lineares em relagdo ao tempo e processos de

modelagem ndo sdo muito precisos.

TSAPTSINOS (1994), estudaram a geracdo de um modelo de rede neural de um
processo industrial secundario de fermentacdo metabolica apresentando a metodologia de
constru¢do e os varios assuntos que surgem durante o projeto, treinamento ¢ fases de

prova também sdo discutidos.
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Os estudos incluem também o tratamento de dindmica ¢ a determinagdo do nimero

de neurdnios da camada oculta. A utilidade do modelo de rede neural com respeito a
estimativa on-line de medidas fundamentais ficou demonstrada e sua participacdo em

sistemas de controle foi realgada (TSAPTSINOS, 1994).
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4 Materiais e Métodos

A parte experimental foi dividida em quatro etapas:

4.1 Escolha da cepa maior produtora de acido fumarico.

4.2  Otimizagao do processo com redes neurais, onde foram testados, temperatura,
taxa de inoculacdo, pH, umidade do meio e tempo de fermentacdo. Os dados

experimentais encontram-se no anexo A.

4.3  Analise dos fermentados.

4.4 Fermentacao em colunas.

4.1 Escolha da cepa maior produtora de acido fumarico

Na primeira fase do trabalho para escolha da cepa maior produtora de acido fumarico,
foram utilizadas as seguintes cepas, do banco de cepas do laboratorio de processos

biotecnologicos da Universidade Federal do Parana.

Rhizopus arrhizus NRRL 2582

Rhizopus formosa MUCL 28422

Rhizopus oryzae MUCL 28627

Rhizopus delemar ATCC 34612

Rhizopus delemar 28168

Rhizopus sp NRRL 25975

Foi utilizada também a cepa Rhizopus arrhizus NRRL 2582 proveniente do

Agricultural Research Service Culture Collection.
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4.1.1 Conservacéao das cepas

As cepas foram conservadas em tubos inclinados com o meio de crescimento

especificado na tabela 4.1:

TABELA 4.1 COMPOSICAO DO MEIO PARA O AGAR MANDIOCA

INGREDIENTES QUANTIDADE g
Agua destilada 500

Farinha de mandioca 15

Agar bacteriologico 7,5

Sulfato de amodnio 1,5

Uréia 0,36

Fosfato monobadsico de potéssio 0,75

O preparo do meio envolveu trés etapas basicas:

e Na primeira etapa foi adicionada dgua a farinha de mandioca, aquecida a 100° C,
por uma hora, em autoclave aberta de modo a passar um fluxo continuo de vapor

d’agua.

e Na segunda etapa, apds filtragem para remocdo do material sélido, foram
adicionados os demais elementos e o meio foi esterilizado a 121° C por 20

minutos.

e Na terceira etapa, o meio (4gar mandioca) foi colocado nas placas de Petri e nos

tubos de ensaio, sendo estes solidificados na posicao inclinada.
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4.1.2 Preparo do in6culo

O indculo consistiu de uma suspensdo contendo entre 10° ¢ 10° esporos por mL,
(preparado em meio estéril contendo 80 mL de dgua), 0,1 mL de Tween 80 para diminuir
a tensdo superficial e algumas pérolas de vidro de didmetro de aproximadamente 2,5 mm
para fazer a agdo mecanica na quebra de micélios e homogeneizagao. O micélio com dez
dias cultivado nas placas de Petri foi retirado com alga de platina e transferido ao

erlenmeyer para produzir o indculo.

4.1.3 Substrato

No trabalho foi utilizado bagaco de mandioca proveniente da Agroindustrial
Paranaense de Polvilho Ltda, Paranavai. O material recebido da industria foi seco em
estufa, moido em moinho rotativo e classificado em peneiras de acordo com a
granulometria. A fragdo com granulometria entre 0,84 a 2 mm foi utilizada como Unica

fonte de carbono para o microrganismo.
A figura 4.1 mostra o residuo bruto e processado para uso nos testes fermentativos.

FIGURA 4.1 BAGACO DE MANDIOCA BRUTO E PROCESSADO

Na selecdo das cepas maiores produtoras de acido fumarico foi utilizado o bagago de

mandioca na granulometria descrita no inicio deste item, adicionado de solucdo salina
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composta conforme tabela 4.2:

TABELA 42 COMPOSICAO DA SOLUCAO SALINA USADA NOS

PROCESSOS DE SELECAO DAS CEPAS MAIORES PRODUTORAS

COMPONENTE QUANTIDADE
KH,POq4 46,15 g

(NH4)2S04 90,35 g

Uréia 2235¢g

Na,COs q.s.p- pH 5,1 (final)
Agua g.s.p. 500 mL

Em cada teste fermentativo do bagaco de mandioca foi adicionado um volume de
indculo com esporos de cada cepa testada para garantir a taxa de inoculacdo, e um
volume de solugdo salina para fornecer a quantidade de sais e dgua suficientes para

proporcionar uma umidade final de 70 a 71%.

4.1.4 Condigdes de cultivo

O substrato inoculado foi mantido em uma temperatura inicial de 32° C, em estufas,

por dias e apos este prazo o acido fumarico foi extraido conforme item 4.3.2.

4.2 Otimizagdo com redes neurais

4.2.1 Meio empregado para otimizagao do processo utilizando redes

neurais

5 g de mandioca seca com granulometria entre 0,84 ¢ 2 mm

0,3 g de carbonato de célcio
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0,23 g de nitrato de potassio

1,5 mL da solucdo salina da tabela 4.3

2,0 mL de HCI1 1 Mol/L para pH de 5,36.

0,5 mL de NaOH 1 Mol/L para pH de 9,50.

Volume de in6culo para a taxa de inoculagao testada.
Agua q.s.p. umidade desejada.

TABELA 4.3 SOLUCAO SALINA PARA O MEIO TESTADO

COMPONENTE QUANTIDADE
Solucao de biotina 0,0002% 1,25 mL

Sulfato de zinco heptahidratado 0,1g

Sulfato de magnésio 0,625 g

Fosfato monobaésico de potéssio 0,375¢g

Agua g.s.p. 250mL

4.2.2 Otimizacao das condi¢des de cultivo com as redes neurais

Nesta fase dos trabalhos, foram feitas otimizagdes das condi¢des de fermentacao. Foi
feito um planejamento experimental 2*' para definir os pontos a serem testados
resultando nos ensaios iniciais. Nos primeiros ensaios foram utilizadas temperaturas de
25° C, 28° C, 32° C e 35° C, taxas de inoculacao de 2,5 x 108 esporos/g, 7,4 x 107
esporos/g, 7,4 x 10° esporos/g, 7,4 x 10° esporos/g, pH de 7,2; 5,9; 5,4; e 2,3 e umidade
de 75%, 70%, 60%, e 56%.

Na segunda otimizagdo foram feitos mais experimentos com as mesmas escalas de
temperatura, taxa de inoculagdo de 1 x 108 esporos/g, pHs variando de 7,2; 8,6; 9,5; e
11,6. Umidades de 65%, 70%, 75% e 80%. Os tempos de fermentacao foram de seis dias

para o primeiro experimento e variaram de seis a treze dias para o segundo experimento.



59
Desta forma 40 experimentos foram utilizados na primeira rede denominada rede 1 ¢

36 experimentos na segunda rede denominada rede 2.

Foram feitas algumas correcdes experimentais das umidades com precisdo de duas
casas, ¢ adicionados mais dados experimentais feitos com pH e temperaturas
determinados por um terceiro experimento com valores que completam o todo o dominio
de interesse do problema a ser solucionado. Todos os dados acima se encontram nas

tabelas do anexo A.

4.2.3 Estudos variando o tempo de fermentagao (ensaios 4 € 5).

Foram adicionados mais dados de experimentos em funcdo apenas do tempo de
fermentacdo, denominados de ensaios 4 € 5, feitos a 30° C e a 32° C, taxa de inocula¢ido

de3x 10" e6x 10° esporos/g, pH de 7,2; umidades de 70% e 81,4%.

Nestes testes utilizou-se o meio descrito no item 4.2.1 com as condigdes descritas na

tabela 4.4:

TABELA 4.4 VARIAVEIS TESTADAS NOS ENSAIOS 4 ¢ 5:

Variavel Valor testado

Temperatura 32°Ce30°C

Taxa de inoculacao 3x10"e6x 10°

pH 7,2

Umidade inicial 70,0%, ¢ 81,4%.

Tempo De 1 a 10 dias para ensaio 4. De 1 a
12 dias no ensaio 5.

4.2.4 Metodologia utilizada nas otimizagdes

Foram alimentadas cinco variaveis de entrada (temperatura de fermentacdo em graus
Celsius, taxa de inoculagdo em esporos por g de bagago de mandioca seco, pH do meio,
Umidade inicial ou final, e tempo de fermentacdo em dias) para uma tUnica variavel de

saida (produgdo de acido fumarico em gramas por kg de bagaco de mandioca seco), e foi
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utilizada uma rede de topografia feedforward com algoritmo de processamento

backpropagation.
Foram testadas as seguintes combinagoes de funcdes de ativagdo de entrada e saida:

Sigmoidal- sigmoidal

Sigmoidal- tangente-hiperbolica
Sigmoidal- linear

Tangente-hiperbolica- Sigmoidal
Tangente-hiperbolica-tangente-hiperbolica
Tangente-hiperbdlica- linear

Linear- sigmoidal

Linear- tangente-hiperbolica

Linear-linear

Cada varredura analisou todo o conjunto de func¢des acima para uma rede de 2 a 4

neurdnios (rede 1) e de 2 a 3 neurdnios para a rede 2. Os critérios de parada foram trés:

e Se o experimento atingisse o nimero méaximo de 20000 iteragcdes para a rede 1 e
30000 para a rede 2. Normalmente 20000 iteragdes ja ¢é suficiente para ter-se uma
boa precisdo dos resultados. As analises s6 foram mantidas até 30000 iteragdes
para a rede 2, pois o erro quadratico médio de treino foi decaindo lentamente até
28565 iteragcdes como pode ser visto na figura 5.9 do capitulo especifico de

discussdo dos resultados.
. . . ot ros -1
e Se o0 experimento atingisse o erro quadratico minimo de 10™'°.
e Se o erro quadratico de teste comegasse a aumentar.

Existe um limite minimo ¢ maximo de neuronios para se fazer a varredura, se o

nimero de neurdnios for muito grande a rede comega a aprender ruidos, erros



61

experimentais. Se este nimero for muito pequeno, por exemplo um neurdnio, a rede
torna-se incapaz de abranger a complexidade do problema em questdo, estes limites estao
exemplificados com mais detalhes no capitulo de discussdo dos resultados (Resultados e

discussdo) no item 5.3.1 (Outras redes testadas).

O intervalo de normalizacao foi de 0,2 a 0,8, esta normalizacdo ¢ feita logo no inicio

dos calculos conforme estd em revisao bibliografica.

O fator de aprendizado 7 variou de 0,1 a 0,9.

Para a otimizagdo com as redes neurais foi utilizado o pacote de redes neurais do
aplicativo Matlab 5.3, os dados foram divididos em conjunto de treinamento e de teste,
sendo que as relacdes foram as seguintes: na primeira otimizacdo foram 29 experimentos
de treinamento e 11 experimentos de teste, onde foi escolhida uma rede com quatro
neurdnios na camada oculta com fungdes de ativacao tangente-hiperbodlica (rede 1). Na
rede 2 foram substituidas as umidades iniciais do processo pelas umidades finais, pois
estava havendo consumo de dgua durante a fermentacdo e diminuindo a produg¢do final,
foram 23 experimentos no conjunto de treinamento e 12 experimentos no de teste. Foi
escolhida uma rede com 3 neurdnios na camada oculta e fungdes de ativagdo tangente-
hiperbolica para entrada e linear para a camada de saida (rede 2) e comparada com o

experimento 5 feito com 11,4% de agua livre.

Depois de escolhida a rede, utilizou-se o programa de varredura otimrede, para
procurar a melhor condi¢ao dentre cerca de 10000 condigdes. O otimrede ¢ um programa

em Matlab que utiliza a arquitetura de rede neural descrita na tabela 4.5.

TABELA 4.5 MODELO DO PROGRAMA DE BUSCA EXAUSTIVA OTIMREDE

Variaveis Intervalos Incremento Melhor(es)
resultado(s)
com

Variavel 1 Intervalo 1 Incremento 1 Condi¢aol

Variavel 2 Intervalo 2 Incremento 2 Condi¢ao2

Variavel 3 Intervalo 3 Incremento 3 Condicao3
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Variavel n Intervalo n Incremento n Condicaon

E fornecido ao programa intervalos de entrada (minimos, méaximos e incrementos)
correspondente a cada variavel estudada. Com os intervalos definidos monta-se uma
matriz com dados iniciais de entrada. Estes dados sdo simulados na rede de arquitetura
fixa, e realiza-se os calculos matematicos fornecendo-se um valor se saida

correspondentes aos dados de entrada.

Nova matriz ¢ montada e seus dados s3o utilizados pela rede neural para previsao de
um novo valor. Desta forma ocorre uma busca exaustiva do maior ou menor valor dentro

dos intervalos especificados.

4.3 Analise dos fermentados

4.3.1 Analise de acucares

O teor de agtcares redutores do meio (ndo fermentado) e dos meios fermentados
foram determinados pelo método de determinagdo de agucares redutores Somogyi-Nelson
(NELSON, 1944; SOMOGY], 1945), e a seguir feita a leitura das amostras fermentadas
em espectrofotdometro (MILTON ROY 20D). O principio basico deste método € a reagdo
colorimétrica dos aglicares da amostra com o reativo cupro-alcalino, que na presenca de
reativo arseno-molibdico, forma um composto de coloragdo azul estavel. A curva de
calibragao dos agucares redutores foi feita tomando-se volumes das solucdes de trabalho
que continham de 10 a 100 pL /mL. A absorbancia (em 535 nm) lida no

espectrofotometro foi convertida em concentracao pela seguinte curva de calibragao:
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y=213,154+9,8254 (4.1)
F ilui¢do
c=y ﬁ (4.2)
Onde:

A ¢ a absorbancia (adimensional)

¢ é a concentragdo molar mol/dm’

Faiticao € 0 fator da diluicdo utilizada
-Analise de acticares totais.

A determinagdo de aglcares totais foi feita pela hidrélise acida dos aglicares nao

redutores e posterior analise pelo método de Somogyi-Nelson.

4.3.2 Analise de acido fumarico
-Extracdo do acido fumarico das amostras solidas filtradas
As amostras de material fermentado foram dissolvidas em 20 mL de 4gua para cada
dois gramas de amostra, deixadas em contato por 24 h para solubilizar o acido
fumarico, centrifugadas e filtradas em filtros de 0,45 pm e analisadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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A andlise do acido fumarico por cromatografica foi feita em coluna BIO-RAD
Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm). Essa coluna separa os solutos com base nas
diferentes afinidades das substancias pelo copolimero sulfonado de estireno e divinil
benzeno que ¢ depositado sobre uma base de silica gel, dando a ela um carater
hidrofobico (de baixa polaridade). A vazdo da bomba de fase mével (Shimadzu DGU-
2A) foi de 0,6 mL por minuto. A temperatura do forno da coluna (Shimadzu CTO — 10A)
foi de 60° C. O meio eluente é uma solug¢do de 4acido sulfurico 0,005 mol/L em agua
filtrada em membrana de porosidade de 0,45 um. A pressdo utilizada variou entre 5 ¢ 6
MPa. O volume padrdo injetado foi de 20 pL. Os tempos de retencdo para a glucose e
para o acido fumadrico foram 9,08 e 13,98 minutos respectivamente. As concentragdes
das amostras foram feitas contra padrio externo de 1 e 2 g/L, de acido fumérico e
glucose. A leitura das concentragdes das fragdes ¢ feita por um detector de indice de
refragdo (Shimadzu RID-10A). Integrador Shimadzu modelo CR — 6A. Na figura 4.2 o

aparelho Shimadzu de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizado.

FIGURA 4.2 CROMATOGRAFO SHIMADZU MODELO CTA — 10A

A figura 4.3 mostra os picos de CLAE das amostras dos fermentados e dos padrdes

1g/L e 2g/L.
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FIGURA 4.3 CLAE DAS AMOSTRAS DO ENSAIO 5:
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Onde : Os dois ultimos picos sdo os padroes de 1g/L e 2g/L e os doze primeiros sao

das amostras e indicam a produgao de acido fumarico medida a 13,7 minutos de eluigao.

-Umidade

A andlise da umidade foi feita pelo método termogravimétrico. Logo apds o término
das fermentacdes, foram retiradas aliquotas das amostras para a determinacido de

umidade em estufa a 100° C.

4.3.3 Analise do crescimento micelial

O crescimento micelial foi determinado indiretamente pela variacdo da taxa de
proteinas que, por sua vez, foi limitado pela quantidade de nitrato de potassio adicionado

ao meio.
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-Anélise de proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo método Stutzer (VERVACK, 1973). A
proteina real (P.R) foi precipitada a quente por hidroxido de cobre (sulfato de cobre em
meio alcalino), e filtrada sobre Biichner. O filtrado foi lavado com agua, depois com

alcool etilico a 3,3% de éter. Em seguida o nitrogénio protéico foi determinado pelo

método de Kjeldhal (ADOLFO LUTZ, 1967).

4.4 Fermentacdo em colunas

Um dos aspectos mais criticos da fermentacdo no estado solido ¢ estimagdao da
biomassa. E muito dificil determinar a variagdo de biomassa a partir de pesagem pois
esta fica de certa forma impregnada no meio de cultura e ndo d4 para se distinguir o que €
biomassa € o que ¢ substrato. Entdo a avaliacdo do crescimento ¢ feita por medidas
indiretas da producdo de biomassa como o método Stutzer-Kjeldhal. Outro método para
determinagdo de producdo de biomassa (crescimento) ¢ a medida de consumo de O, e
producdo de CO, pelo microrganismo. Neste trabalho foi realizado um estudo
respirométrico do processo e os resultados estdo apresentados nas figuras 5.12 e 5.15 do

capitulo especifico de discussao dos resultados.

Na fermentacdo em colunas foi empregado o meio so6lido, conforme descrito na

tabela 4.6
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TABELA 4.6 CONDICOES INICIAIS DA FERMENTACAO EM COLUNAS

Material Massa
Mandioca 200¢
CaCO, 99
KNO3 6,849
Sol Salina 45¢
agua 400 g
esporos’ 809
Massa seca 29,1%
Umidade 70,9%

A umidade da amostra ¢ limitada ao teor de agua adsorvida no meio sélido, pois a

agua em excesso escorre do suporte € causa contaminacao da parte inferior da coluna.
Para as colunas a relacao C/N foi de 29,30.

A fermentagdo foi feita a 30° C durante 8 dias e as vazdes de aeragdo foram as

seguintes:

40; 100; 140 e 180 mL"/min * em duplicata. Os teores de acido fumarico produzido
foram analisados em aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

conforme descrito no item 4.3.2.

4.4.1 Respirometria

Foi feito também um acompanhamento do crescimento do microrganismo
analisando-se os gases efluentes da coluna de fermentacdo por cromatografia gasosa

utilizando-se as colunas conforme mostra a figura 4.4.

4

A taxa de esporos foi de 10
mL"/min A 25° C 760 mmHg.
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FIGURA 4.4 EQUIPAMENTO UTILIZADO EM RESPIROMETRIA

A analise dos efluentes gasosos permite estudar a respiragdo dos fungos cultivados
em fermentacdo no estado sélido. Estas analises de produgdo de CO; e consumo de O,
permitem distinguir as diferentes fases do processo da fermentagdo, numa analise

continua e ndo destrutiva (VANDENBERGHE, 2000).

O cromatdgrafo gasoso utilizado na andlise da concentracdo de gases efluentes na
coluna ¢ um Shimadzu GC-8A equipado de um rotdmetro e um detector (celas de
condutividade térmica) e de um forno que permite ajustar a temperatura de modo
isotérmico. Este dispositivo ¢ usado em modo continuo gragas a um injetor automatico
de amostras. A coluna utilizada para separar os componentes do gas efluente das colunas
de fermentacdo foi uma coluna concéntrica de tipo Alltech CTRJ. As caracteristicas do

cromatdgrafo a gas eram as seguintes:
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Detector: condutividade térmica

Temperatura: 600 C isotérmica

Fase movel: Hélio

Vazao do eluente: 30 mLN/min.

Pressdo do eluente: 1 bar

Volume injetado: 0,3 ml

A valvula automatica colhia amostras de 15 em 15 minutos, como haviam 8 colunas
diferentes, a cada 15 minutos gases efluentes de uma coluna diferente eram analisados.
Como o objetivo do experimento era estabelecer a cinética do crescimento do
microrganismo, ap6s 120 minutos o processo era reiniciado automaticamente. Os gases

analisados foram CO; e Os.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Selec¢do da melhor cepa para produgao de acido fumarico

Os resultados das fermentagdes com as cepas testadas estdo apresentados nos graficos

da figura 5.1

FIGURA 5.1 CONCENTRACAO DE ACIDO FUMARICO E ACUCAR
REDUTOR NA FERMENTACAO PARA SELECAO DA CEPA MAIOR

PRODUTORA DE ACIDO FUMARICO
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Com base nos dados mostrados na figura 5.1, foi escolhida e cepa Rhizopus arrhizus
NRRL 2582 para fazer os estudos de otimizacdo das condigdes de cultivo para a
producao de acido fumarico. Esta cepa foi escolhida por ter a maior produgdo de acido

fumarico, verificada também em estudos fermentativos mostrados no anexo C. No
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grafico da figura 5.1 aparecem os valores de acucares redutores, determinados pelo

método de Somogyi-Nelson descritos nos item 4.3.1.

A importancia da determinag¢do da concentracao de agtcares esta ligada a capacidade
de metabolismo do substrato pelo fungo. Embora no grafico (figura 5.1) ndo houvesse
um aumento significativo de acido fumarico produzido, a producgdo de agucares a partir
do amido demonstra o potencial que a cepa tem para hidrolisar o amido, produzindo

agucar fermentescivel.

No anexo C esta a maior producdo de acido fumarico que cada cepa apresentou a
uma mesma condigio especifica (32° C, taxa de inoculagdo 10® esporos por grama de
bagago de mandioca seco, pH de 7,2, umidade inicial de 78% e tempo de 8 dias). Esses
resultados ajudaram na escolha da cepa R. arrhizus NRRL 2582 como a maior produtora
de acido fumarico com uma produgdo de 71,1 g de acido fumarico por kg de bagaco de

mandioca seco.

5.2 Redes escolhidas

Para fazer a otimizacdo das melhores condigdes de cultivo e para simular o
comportamento da fermentagdo foram utilizadas as redes neurais. A tabela 5.1 mostra a

configuragdo das melhores redes obtidas, (rede 1 e rede 2).



TABELA 5.1 CONFIGURACOES DAS REDES 1 E 2.
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Fungdo de
camada de entrada

Fungdo de
camada de saida

Erro quadratico de treino
Erro quadratico de teste
Numero de iteragdes
Intervalo de normalizacao
Fator de aprendizagem n
N° neurdnios camada oculta
N° neuronios analisados

N° de neurdnios entrada

N° de neuronios saida.

N° de exper. (treino e teste)

ativagdo na

ativagdo na

Rede 1

Tangente-hiperbodlica

Tangente-hiperbodlica

0,00053

0,0043

20000 de 20000
0,2-0,8
Variavel

4

2a4

29ell

Rede 2

Tangente-hiperbolica

Linear

0,00228
0,00232

28565 de 30000
0,2-0,8
Variavel

3

2a3

23 e 12

A primeira rede escolhida foi a rede 1, e seus dados estdo na tabela 5.1. Foi feito um

diagrama representativo mostrado na figura 5.2.
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FIGURA 5.2 DIAGRAMA DA REDE 1
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Os retangulos representam os neuronios das camadas de entrada e de saida, os
circulos representam os quatro neuroénios da camada oculta. As varidveis testadas para a
otimizagdo foram temperatura, taxa de inoculagdo, pH, umidade, e tempo de

fermentacao.

Existe uma limitacdo também para nimero maximo de neurdnios em fun¢do do
numero de experimentos: cada linha da figura 5.2 representa um pardmetro da rede, por
isso ¢ preciso ter pelo menos 29 experimentos de treino, sendo a rede seria
superparametrizada. Foi feito um ensaio com uma rede de dez neurdnios
superparametrizada e o resultado foi que a rede passou a aprender ruidos (erros
experimentais), e ¢ esse 0 motivo pelo qual a rede tem que ter pelo menos o numero de
experimentos de treino igual ao niumero de linhas (pardmetros) do diagrama. Esta rede

estd apresentada no item 5.3.1 Outras redes testadas.

Foram feitas varreduras também de 1 a 4 neurdnios na camada oculta (para a rede 1)

e de 1 a 3 para a rede 2. Porém, como os erros das redes sdo acumulativos ¢ uma rede de
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um neurénio apenas nio ¢ capaz de abranger a complexidade do experimento em
questdo, decidiu-se mudar este intervalo para 2 a 3 ¢ 2 a 4 respectivamente. A figura 5.3

mostra a evolugdo dos erros ao longo do experimento.

FIGURA 5.3 EVOLUCAO DOS ERROS QUADRATICOS DE TREINO E TESTE
DA REDE 1
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Em linha continua os erros de treino e em linha tracejada os erros de teste. Na

abscissa o nimero da iteragdo e na ordenada o erro quadratico.
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FIGURA 5.4 COMPARACAO ENTRE OS VALORES EXPERIMENTAIS E OS

CALCULADOS PELA REDE 1 (PRODUCAO DE ACIDO FUMARICO EM g/kg)

a) Experimentos de treino

Experimentos de treino da rede 1
1009 (Producdes em g/kg)

Simulado

1
100

Real



76

b) Experimentos de teste
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Como pode ser visto na figura 5.4 os pontos simulados estdo bem proximos dos
valores reais. Normalmente os erros de treino sdo menores que os erros de teste. Foram,
portanto, calculados estes erros (utilizou-se o erro quadratico), e os resultados foram os
seguintes: erro de treino 0,00053 e erro de teste 0,0043. Além disso estes erros estdo

dentro de parametros aceitaveis (BAUGHMAN & LIU, 1995).

Os erros da rede 2 estdo apresentados nas figuras 5.5 e 5.6.
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FIGURA 5.5 EVOLUCAO DOS ERROS QUADRATICOS DE TREINO E TESTE
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FIGURA 5.6 COMPARACAO ENTRE OS VALORES EXPERIMENTAIS E OS

CALCULADOS PELA REDE 2 (PRODUCAO DE ACIDO FUMARICO EM g/kg)
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Como pode ser visto, nas figuras 5.5 e 5.6, os erros de treino e de teste estdo dentro
dos valores usuais, erro quadratico de treino de 0,00228 e erro de teste de 0,00232
(BAUGHMAN & LIU, 1995), os erros de treino e teste sdo o primeiro critério para a
escolha de uma rede. Os dados foram analisados procurando-se redes que possuissem o

menor erro de teste.

Posteriormente na validacao das redes ¢ que os dados foram comparados com os dos

ensaios 4 ¢ 5.

5.3 Resultados da otimizacdo com as redes neurais das condi¢cdes

de cultivo.

O meio de fermentagdo descrito no item 4.2.1 foi implementado nos ensaios em
laboratorio que determinaram as condigdes a serem testadas pelas redes neurais. Utilizou-
se o programa de varredura otimrede para rastrear as melhores condi¢des de cultivo na

umidade de 70%, e os resultados foram:
Temperatura de 32° C
Taxa de inoculagdo de 3 x 10’
pHde 7,2
Umidade de 70%
Tempo de fermentagdo de 10 dias.

A metodologia para obten¢do destes dados esta descrita no item 4.2.2 (Otimizagao
das condig¢des de cultivo com as redes neurais) ¢ os resultados estdo apresentados na

tabela 5.2
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TABELA 5.2 BUSCA EXAUSTIVA FEITA PELO PROGRAMA OTIMREDE

PARA A REDE 1

Dados de entrada

Temperatura (°C)

Taxa de inoculagao
(10%)

pH
Umidade (%)

Tempo (dias)

Intervalo Incremento
28-32 0,5
6,00-8,00 0,25
6,00-8,00 0,2

60-70 5

7-10 1

Melhor produgao
com

32

7,50

7,20
70

10

Para se confirmar a validade da rede foi feita uma comparagdo com o ensaio 4 ¢ os

resultados estdo mostrados na figura 5.7.

FIGURA 5.7 RESULTADOS DO ENSAIO 4 x REDE 1
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Como pode ser visto na figura 5.7 os dados da rede 1 e do ensaio 4 estdo com um erro

médio menor que 1%, validando os valores da rede.

A produgdo maxima foi de 55,21 g de 4cido fumarico por kg de bagaco de mandioca
(valores simulados). Esta baixa producdo foi devido ao consumo de agua durante a
fermentagdo, o que diminui muito a atividade de 4gua ao longo do processo, se for
analisada a tabela 5.3 que traz as umidades finais deste experimento, ficara evidenciado
que houve uma diminui¢do da umidade causando uma queda na produgdo. Estas
condi¢des foram reproduzidas experimentalmente e obteve-se uma produgdo de 55,99 g
de 4cido fumarico por kg de bagaco de mandioca seco. Para resolver o problema foi feita
uma otimizagdo utilizando-se as umidades finais. A rede escolhida foi denominada de
rede 2 (os dados da rede 2 estdo na tabela 5.1), foi feita uma busca utilizando-se o
programa otimrede, programa de varredura que verificou mais de 10000 condicdes, € 0s
melhores resultados foram temperatura de 30° C, taxa de inocula¢io de 6 x 10° esporos
por grama de bagaco de mandioca seco, pH de 7,2, umidade final de 80%, tempo de
fermentagdo de 12 dias e producdo de acido fumarico de 114,6 g de 4cido fumarico por
kg de bagaco seco (valores simulados). Os resultados do programa otimrede estdo na

tabela 5.3.
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TABELA 5.3 UMIDADES FINAIS DO ENSAIO 4.

Tempo(dias) Umidades finais do ensaio Uy ensaio 5
4
1 68,8% 78,0%
2 66,7% 77.1%
3 67,7% 78,1%
4 68.0% 77.6%
. 70,3% 77,2%
6 65,8% 79,4%
! 63,2% 74,7%
8 62,9% 74,5%
? 65,9% 77.9%
10 61.8% 74.6%
H 71,5%
12 74,5%

TABELA 5.4 BUSCA EXAUSTIVA FEITA PELO PROGRAMA OTIMREDE

PARA A REDE 2

Dados de entrada Intervalo Incremento Melhor produgido
com

Temperatura(°C) 28-32 0,5 30

Taxa inoculag¢do(10%) = 6,00-8,00 0,25 6,75

pH 6,00-8,00 0,4 7,2

Umidade Final (%) 65-80 5 80

Tempo (dias) 7-12 1 12

Estas condi¢des foram reproduzidas experimentalmente e obteve-se uma produgdo de

116,63 g de acido fumarico por kg de bagago de mandioca. Conforme pode ser visto nos
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dados do ensaio 5 mostrado na figura 5.8. Neste experimento foi empregada uma
umidade mais alta. O objetivo deste experimento era realizar uma fermentagdo onde
fosse garantida a existéncia de umidade acima de 70% durante todo o processo de
fermentagdo. Para tanto foi realizada uma fermentacdo onde a umidade inicial foi de
81,4%, mesmo apresentando agua livre. Com isso, a umidade final nunca esteve abaixo
de 70% conforme tabela 5.3. Assim foi possivel garantir o metabolismo normal do

microrganismo ao longo de todo o experimento com altas producdes de acido fumarico.

No ensaio 5 foi utilizada temperatura de 30° C, taxa de inoculagio de 6 x 10°, pH de
7,2, umidade inicial de 81,40%, e tempo variando de 1 a 12 dias. Os experimentos foram
realizados em duplicata e os resultados apresentados sdo a média aritmética das duas

medidas.

FIGURA 5.8 RESULTADOS DO ENSAIO 5 X REDE 2
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Observa-se no grafico da figura 5.8 que os dados experimentais estdo com um erro
médio menor que 2%. E importante salientar que a curva simulada varia em fungio dos
mesmos parametros que determinaram a variacdo da curva real, tempo ¢ umidade. No
décimo primeiro dia houve uma queda de producdo devido a uma redugdo da umidade,

provavelmente por evaporagao.

5.3.1 Outras redes testadas

Foram feitos varios testes com varias redes, na figura 5.9 estdo apresentadas redes
obtidas em 20000 épocas (iteragcdes), ambas feitas com base na umidade inicial e
comparadas com o ensaio 4. A escolha do ensaio 4 e foi baseada na simplicidade do
mesmo como pode ser visto na figura 5.7. O critério de sele¢do era escolher as redes que
apresentassem o menor erro quadratico para experimento de teste. Entretanto algumas
redes ndo precisaram ser testadas por terem um niimero muito baixo ou muito alto de
neurdnios. Segundo HAYKIN (2001) um critério muito utilizado, onde o tamanho da
rede ¢ importante, ¢ o método construtivo, ja discutido no item 3.1, utilizado neste
experimento, onde se comeg¢a com um numero baixo de neurdnios para chegar até a
complexidade desejada. Existe um nimero maximo e minimo de neurdnios determinados
pelo nimero de experimentos de treino. No exemplo em questdo haviam 29

experimentos de treino entdo era necessario de dois a quatro neurénios na camada oculta.

A rede com dois neurdnios, muito simples, tragou praticamente uma reta. O que
significa que ela foi incapaz de representar toda a complexidade da curva e do processo,
avaliando como ruido a inflexdo da mesma, além de apresentar um desvio de 10° em
relacdo a curva original conforme pode ser visto na figura 5.9. Por outro lado, se a rede
possuir muitos neuronios ela ficard superparametrizada e tendera a fazer uma curva

muito complicada aprendendo ruidos que ndo fazem parte do processo como pode ser
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visto no exemplo da figura 5.9 onde uma rede com 10 neurdnios apresentou uma inflexao

diferente da curva obtida pela plotacdo dos resultados do ensaio laboratorial.

FIGURA 5.9 OUTRAS REDES TESTADAS
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5.4 Comparacao dos resultados

5.4.1 Producéao de acido fumarico

Foi feita uma tentativa de comparacao dos resultados obtidos nesta tese com os
resultados de outros autores, mas surgiram dificuldades pois eles usaram deferentes bases
de calculo, ou em diferentes condi¢cdes de substrato. Contudo, os dados de RHODES

(1959) permitiram fazer algumas comparagdes.

RHODES (1959), obteve 97 g de acido fumadrico por litro de meio utilizando uma

solu¢do de glucose como substrato.
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Convertendo-se os calculos de Rhodes para a base de calculo utilizada neste trabalho
ele produziu 112 g de acido fumarico / kg de glucose, praticamente igual ao obtido neste
trabalho 116,6 g de 4cido fumarico por kg de bagaco de mandioca seco. Mas nao ha
nenhum indicio que este teria sido o melhor resultado de produgdo de acido fumarico até
agora encontrado, ndo hd um critério de avaliacdo objetivo, e também ha a produgdo via
quimica de acido fumarico sem grau técnico para consumo humano e pecuario, que nao

foi contabilizada.

CARTA (1999) conseguiu 21,3 g/L utilizando hidrolisado de bagago de mandioca na
concentracdo de 120 g/L. de agucar redutor, na mesma base de calculo de Rhodes, em

meio liquido.

GANGL et al. (1990) obteve concentragdo de 73,3 g/L de acido fumaérico a partir de

uma solucao com 102 g/L de glucose.

SOCCOL (1994) conseguiu uma producdo de 140 g/L, partindo de uma solugdo de

glucose (180 g/L) imersa em um suporte de bagago de cana.

5.4.2 Precisao dos resultados obtidos pelas redes neurais

Na validacdo da rede 2 em compara¢do com ao ensaio 5 o erro médio foi menor que
2%. Ja os resultados simulados pela rede 1 em relagdo ao ensaio 4 tiveram um erro médio

abaixo de 1%.

5.4.3 Comparacao das condi¢cdes de cultura na fermentacdo do bagaco

de mandioca por fermentacio no estado solido.

Os resultados obtidos nesta tese foram determinados com a cepa R. arrhizus NRRL
2582, mas muitos dos resultados foram semelhantes aqueles obtidos por outros autores

com cepas diferentes.
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Nestes trabalhos, em posse de algumas informagdes sobre a fisiologia do crescimento
do microrganismo, procurou-se avaliar o efeito de alguns fatores (temperatura, taxa de
inocula¢do, umidade, pH inicial e tempo de fermentagdo) na fermentacdo do bagaco de
mandioca em meio solido. Esses fatores sdo fundamentais na otimiza¢do das condigdes

de cultura em meio solido.

A temperatura 6tima para o crescimento do microrganismo e para a producdo de
acido fumarico obtida neste trabalho foi de 30° C, para umidade inicial de 81,4% e de
32° C para umidade inicial de 70% coerente com o resultado de SOCCOL (1994). A
faixa de temperatura 6tima para o crescimento do fungo em meio sélido situa-se entre 28
e 32° C. O crescimento nas temperaturas de 28 e 32° C ¢ muito mais importante pois,
uma camada branca de micélio envolve totalmente o bagaco de mandioca, enquanto que
nas temperaturas de 22 e 36° C ndo se verifica um crescimento tdo intenso também
coerente com os resultados desta tese. Nas temperaturas de 28 ¢ 32° C o pH permaneceu
ligeiramente mais elevado apds a fermentacdo em comparagdo aos valores inferiores
obtidos com o crescimento do fungo nas temperaturas de 28 ¢ 36° C, indicando baixa
producdo de acido fumarico. Neste trabalho ocorreu uma redu¢do da umidade em todos
os experimentos, em SOCCOL (1994) ocorreu um aumento no seu teor apds a
fermentagdo nas diferentes temperaturas estudadas, com um aumento bem mais
importante para a temperatura de 32° C. Nos dados obtidos nesta tese observou-se uma
perda de umidade, com diminui¢do da atividade de dgua provavelmente devido ao longo

tempo de fermentagdo e a falta de mecanismos para manter a atmosfera umida.

Neste trabalho foi verificado que as taxas de inoculagdo mais baixas resultavam em
producdo mais alta de acido fumarico, segundo outros autores a taxa de inoculag¢do dos
esporos deve ser suficiente para assegurar uma inoculacdo homogénea do substrato e
também um inicio de crescimento rapido de modo a evitar uma eventual competi¢do com

0s contaminantes.
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No entanto, a taxa de inoculacdo ndo devera ser muito importante, porque uma
densidade de esporos muito elevada pode provocar fendmenos de inibi¢do e reducdo da
porcentagem de germinacgio (RAIMBAULT, 1997). Uma dose de indculo de 2 x 10’

esporos/g de bagago de mandioca ¢ suficiente para se obter um bom crescimento.

ORIOL (1987) trabalhando com Aspergillus niger descreveu que taxas de inoculagao
de cerca de 10° a 107 esporos/g de suporte (bagago de cana) sio suficientes para um bom
crescimento dessa espécie de fungo. LAUKEVICS et al. (1985) assinalaram que os
fendomenos de interferéncia estérica poderdo ter lugar. BARRIOS ef al. (1988)
observaram fenomenos de inibi¢do da germinacdo dos esporos quando taxas de

inoculagdo superior a 10°® esporos/g de substrato sio utilizadas.

No estudo sobre o efeito da taxa de inoculagdo no crescimento de R. oryzae 28627,
pode-se verificar em SOCCOL (1994) que a taxa otima de inoculagdo foi de 10° esporos
por grama de bagaco seco. O crescimento do fungo foi medido de forma indireta através

da avaliacdo protéica ap6s a fermentacao.

SOCCOL (1994) verificou que o valor final em proteinas, diretamente relacionado ao
crescimento fingico, para a taxa de inoculagdo de 10° esporos por grama de bagaco de
mandioca foi de 11,67 % maior que os 5,3 % obtidos com a taxa de inoculagdo de 108
esporos/g de bagagco de mandioca seco. A taxa de inoculagdo estd relacionada com a
concentracdo da fonte de carbono no substrato. Neste trabalho a melhor produ¢do foi
obtida com uma taxa de 6 x 10° esporos por grama de bagago de mandioca seco,
confirmando a tendéncia de se obter producdes maiores com taxas de inoculagdo entre

10° e 10° esporos por grama de substrato seco.

O efeito do pH na biotransformacao do bagaco de mandioca por R. oryzae 28627 foi

de fundamental importancia. Os resultados obtidos, demonstram que o fungo
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desenvolve-se melhor em pH proximo da neutralidade. Essa preferéncia ficou

evidenciada quando se trabalhou com diferentes niveis de pH no bagago de mandioca.

Os valores no crescimento micelial foram medidos através da proteina microbiana
sintetizada. O pH 5,7 e 6,4 mostram ser os melhores para o crescimento do fungo no
bagago de mandioca, enquanto que pH variando de 4,7 a 5,4 apresentaram niveis
protéicos inferiores. Estes dados sdo confirmados por SOCCOL (1994). No entanto neste
trabalho fez-se a necessidade de se trabalhar com pH neutro, pois os valores de pH baixo
dificultavam o crescimento do microrganismo, € a preocupagdo com contaminagao foi
constante e muitos trabalhos tiveram que ser refeitos devido a problemas de crescimento

de microrganismos estranhos (principalmente Aspergillus) durante as fermentagoes.

A umidade ideal projetadas pelas redes 1 ¢ 2 foi 70%, mas como havia consumo de
umidade para a rede 2 utilizou-se as umidades finais. Para outros autores fungos sao
capazes de desenvolver-se em concentracdes de umidade muito mais reduzidas que as
exigidas por bactérias e leveduras. Por esta razdo estudaram a faixa de umidade que
permite o crescimento da cepa previamente selecionada. O crescimento de R. oryzae
28627 no bagaco mandioca foi avaliado em seis diferentes teores de umidade, variando
de 50 a 80% (SOCCOL, 1994). A faixa de 60-75% forneceu boas condigdes para o
desenvolvimento do microorganismo no bagaco mandioca. Contudo, a umidade inicial
de 70% fornece condigdes Otimas para obtencdo de taxas mais elevadas de crescimento,
medida indiretamente através da proteina sintetizada. As umidades extremas, de 50 ¢
80% induzem a um menor crescimento € conseqiientemente menor valor protéico.
NISHIO et al. (1979) assinalaram um aumento na velocidade especifica de crescimento e
producdo de biomassa por Aspergillus niger quando a umidade do farelo de trigo foi

elevada de 32 para 56%.
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RAIMBAULT, 1980 trabalhando com Aspergillus niger e Rhizopus spp demonstrou

que o teor de umidade 6timo para o crescimento dos fungos foi de 50-55%. Obteve um
aumento da biomassa produzida durante a fermentagdo quando o conteudo de agua
inicial eleva-se de 25,6 a 40,3%. Devido a tais fatos deve-se estudar a faixa de umidade

que permite um crescimento 6timo de uma cepa em bagago de mandioca.

Neste trabalho o tempo 6timo ficou entre 10 e 12 dias. Com outras cepas este tempo
foi menor. SOCCOL (1994) apresenta a evolugdo cinética de diferentes parametros
avaliados durante a fermentagdo do bagaco de mandioca cru por R. oryzae 28627 tais
como a evolug¢do do consumo de amido bem como a sintese de proteinas ao longo de 30
horas de fermentacdo. Aproximadamente 53% do amido presente no bagaco foi
consumido durante a biotransformagdo. Apds 30 horas de fermentacdo o nivel em
proteina real atinge valores da ordem de 12,8 g por 100 g de bagaco de mandioca seco.
Isso representa um aumento no valor protéico de aproximadamente dez vezes em 30
horas de fermentacdo. SOCCOL (1994) obteve um excelente rendimento da ordem de
58,72% foi obtido entre o amido consumido e a proteina formada. Constatou uma ligeira
elevagdo do pH nas primeiras 12 horas de fermentacdo, seguida de uma importante
reducdo do pH nas horas seguintes atingindo valor de 4,6 no final da fermentacao.
SOCCOL (1994) considerou positiva essa reducao de pH, devido a provavel producao de

acido fumarico.
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FIGURA 5.10 PRODUCAO DE BIOMASSA (PROTEINAS) DURANTE O

ENSAIO 5
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A relacio C/N ¢ importante limitadora do crescimento do microrganismo,

favorecendo a economia do substrato para a produgdo do metabdlito de interesse.

Conforme mostrado no calculo do anexo B, a relacao C/N utilizada foi de 29,2.

Como pode ser visto na figura 5.10 a produgao de 4cido fumarico varia ao longo de
todo o periodo de fermentacdo, mas a produgdo de biomassa atinge um patamar e para
devido a falta de nitrogénio para produzir novas células. Isto mostra que a quantidade de
nitrogénio adicionado ao meio de cultivo foi ideal pois o microrganismo cresceu o

suficiente para produzir o metabdlito de interesse.



200

180

160

140

120

100

a0

60

40

20

92
5.5 Fermentagao em colunas de Raimbault e testes respiro-métricos

de fermentacgao

Com o objetivo de avaliar a taxa de aeragdo necessaria ao processo foi realizada a

fermentagdo em colunas variando-se a taxa de aeragao aplicada.

FIGURA 5.11 GRAFICO QUE MOSTRA A VARIACAO NA PRODUTIVIDADE

DE ACIDO FUMARICO EM RELACAO A TAXA DE AERACAO DA COLUNA

180
O Aeragao{mLN/min)
140
B Producdo de acido fumarico g/Kg
100
50
40 42,93
7,40 LS, 1o
! 24,03 20,23

1 2 3 4 5

Observou-se que um aumento na taxa de aera¢do implica numa queda na produgdo de
acido fumarico, SOCCOL (1994), atribui esta queda ao aumento da respiracdo do fungo.
Os testes 1, 2, 3, 4 ¢ 5 foram feitos a vazdes de ar de 40, 50, 100, 140 ¢ 180 (mLN)/min
(O N sobrescrito significa que o medidor de vazdo foi calibrado a 25° C e 760 mmHg).
Em vermelho aparece a producao de acido fumarico que tende a diminuir a medida que a

vazao sobe até quatro vezes seu valor.
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Um resultado semelhante na producdo de outro metabolito foi encontrado por
VANDENBERGHE (2000) que testou trés taxas de aeracdo e trés umidades diferentes e
concluiu que as menores taxas de aeragdo sdo melhores para produgdo de acido citrico,
em fermentagdo no estado solido. Nao obstante, tanto Vandenberghe quanto Soccol
verificaram um aumento do crescimento do microrganismo utilizado com o aumento da

aeragdo, confirmando também os resultados desta tese apresentados e discutidos a seguir.

Foi portanto feita uma analise da respirometria do Rhizopus arrhizus NRRL 2582 em

funcdo da aeragdo, os resultados estdo apresentados na figura 5.12 a 5.15.
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FIGURA 5.12 RESULTADOS DA RESPIROMETRIA FEITA EM COLUNAS
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O O, consumido apresenta essas variagcdes pois ele ¢ fungdo do ar fornecido pelo
compressor. Pequenas regulagens (ajustes feitos diariamente na bomba em 20 mL"/min)

resultaram nessas oscilagoes.

Com a aeragdo média de 20 mL"/min a quantidade de CO, produzido era em torno de
0,3% resultando num baixo crescimento. A relacdo destas duas curvas determinam se o
processo ¢ aerdbio ou anaerobio (VANDENBERGHE, 2000). Esta relacdo (R) ¢ dada

pela equacgado 5.1:

R CO, Produzido

= 5.1
O, Consumido
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Avaliando-se a curva de produgdo de CO; da figura 5.13, observou-se uma elevacao
na concentragdo de CO, no ar efluente da coluna de fermentacdo de uma média de 0,2%
para 0,7%, com a variagdo das taxas de aeracdo de 20 para 50 mL"/min. Esse aumento na

produgdo de CO, corresponde a um aumento no crescimento do microrganismo.

FIGURA 5.13 RESULTADOS DA RESPIROMETRIA FEITA EM COLUNAS
PARA UMA VAZAO DE 50 mL“/min. DE AR FORNECIDO A COLUNA EM
FUNCAO DO TEMPO EM DIAS.
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Para estudar a aerobiose do processo, foi feito o quociente do valor de CO; (0,84%)
produzido e O, consumido (1,21%) no dia 8, e obteve-se uma relacao de 0,69 que indica
que nesse dia o crescimento ja estava completo e esta taxa de aeracdo ja era suficiente
para o microrganismo. O fungo tende a passar para a anaerobiose quando houver alguma
condi¢do que o leva a tal, por exemplo excesso de individuos, ele adapta-se a nova
condi¢do e por esse mesmo motivo deve-se controlar o crescimento do microrganismo

com uma relagdo carbono nitrogénio ideal, tal qual a comentada no item 5.4.3,
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Essa mudanca de comportamento do microrganismo ¢ uma defesa natural, se ele nao
mudasse o metabolismo a biomassa produzida comecaria a perder viabilidade logo no
oitavo dia. Desta forma conseguem uma sobrevida, muito embora com baixo
metabolismo. Este dado é comparado com o pequeno aumento de &acido fumarico

produzido apds o oitavo dia de fermentagdo mostrado na figura 5.13

Com uma taxa de 100 mL"/min figura 5.14 a concentra¢io de CO2 no gas efluente
da coluna caiu de 0,7 para 0,3% de CO, produzido, e a relagdo CO,/O, no dia 8
(0,33/0,56) foi para 0,59 indicando que o aumento da taxa de aeragdo ¢ o excesso de
oxigénio com uma vazio de 100 mL“/min, foi prejudicial ao crescimento do
microrganismo estudado. A queda na produgdo de CO; de 0,7 para 0,35 determinou que
um aumento na taxa de aeracdo resulta numa diminui¢do na taxa de crescimento, apesar
de o R. arrhizus ser um microrganismo aerdbio o aumento

da respiracdo, pode

compensar o efeito da aeracao.

FIGURA 5.14 IDEM PARA UMA VAZAO DE 100 mL"/min.
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FIGURA 5.15 IDEM PARA UMA VAZAO DE 140 mL"/min.
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Para uma vazdo de 140 mLY/min indicador de crescimento, producao de CO,,
tomando como base para avaliar o crescimento do fungo R. arrhizus NRRL 2582, ficou
em torno de 0,4% e a relagdo CO,/O; no dia 8 mudou para 0,39 indicando que o processo
ndo ¢ beneficiado com o aumento da taxa de aeragdo e que O microrganismo tem

crescimento limitado em tais condigdes.

Entdo como resultado desses graficos pode-se concluir que houve uma diminui¢ao do
crescimento de aproximadamente 0,8% de CO, numa vazao de ar de 50 mLY/min para
0,3% onde foi utilizada vazdo de ar de 140 mL"/min, demonstrando que ar em excesso
ndo ¢ s6 prejudicial para a producao de acido fumarico, mas também para o crescimento

do microrganismo, conforme mostra a figura 5.15.
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6 Conclusao

A melhor contribui¢do do trabalho foi a verificacao da viabilizagdo da utilizacdo das
redes neurais na otimizagdo da biotransformacdo de residuos em produtos com maior
valor agregado. Conforme foi descrito na introdugdo, foram feitas comparacdes entre os
rendimentos obtidos por varios autores e o rendimento obtido neste trabalho esteve bem
proximo ao obtido por SOCCOL (1994). Fica evidente o cunho social do trabalho que
usa um residuo agroindustrial para produzir um metabolito fermentado com maior valor
agregado e com menor impacto sobre o meio ambiente, conclui-se que o método de
producdo de acido fumadrico a partir de um residuo sélido ¢ mesmo a fermentagdo no

estado solido.

A FES tem rendimento similar a fermentacdo submersa (SOCCOL, 1994). A
producdo de acido fumadrico a partir de residuos da agroindustria de mandioca por
fermentagdo no estado solido apresenta uma segunda vantagem sobre a fermentagdo
submersa. Embora esta também consuma residuos para produgdo de um produto com
maior valor agregado, a fermentacdo submersa gera um aumento no volume total do
produto final, inviabilizando seu emprego em grande escala como reutilizagdo de
residuos, pois em qualquer processamento a primeira coisa que se busca ¢ a redugdo de
volume. Ao empregar a fermentagao no estado solido para a biotransformagao de bagaco
de mandioca em ra¢do animal, por exemplo, ocorre o reaproveitamento completo do

residuo.

O bagago de mandioca mostrou ser um substrato apropriado para produgao de acido
fumarico por FES, viabilizando o consumo do amido presente no bagaco de mandioca,

no seu estado natural (s6lido) sem a necessidade de gelatinizagdo ou solubilizagao.
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As redes neurais sao uma ferramenta viavel para otimizar uma condi¢do de processo.
Uma vez estabelecida a rede que melhor reproduz o processo pode-se, aplicando-se esta

ferramenta, testar quaisquer conjunto de condigdes experimentais e projetar o resultado.

Foi visto que com o crescimento do microrganismo ocorre aumento de umidade apds
perda de umidade para o meio ambiente na seqiiéncia do processo. Em sistemas onde ndo
¢ possivel manter a umidade do ambiente, um adicional de umidade inicial pode suprir o

esta perda.

A umidade é um pardmetro fundamental para o processo fermentativo estudado em
fermentagdo no estado so6lido. Observou-se que em sistemas onde ndo era possivel
adicionar-se agua durante o processo, a produgdo de acido fumarico foi baixa. A solugdo

para o problema foi iniciar-se o processo fermentativo com um excedente de agua livre.

Meios ricos em substratos hidroxilados e carbonatados produzem uma liberagao de
calor extremamente importante podendo elevar a temperatura de fermentagdo a 65° C.
Nos estudos de fermentacdo em pHs elevados s6 produziram aqueles experimentos
realizados em temperatura ambiente. Os demais ndo produziram devido ao aumento da

temperatura.

A melhor producdo de acido fumaérico foi de 116,6 g de 4cido fumarico por kg de
bagago de mandioca seco. Este dado foi reproduzido por uma rede de trés neurdnios
funcdes de ativagdo tangente-hiperbodlica/linear denominada rede 2 com uma imprecisao
abaixo de 2%. Como pode ser visto na comparacao dos resultados nos itens 5.4.1 ¢ 5.4.2
a producdo obtida foi boa, as precisdes obtidas foram excelentes € o método mostrou ser
instrumento vidvel e adquado ao processo. O resultado de 116,6 g/kg viabiliza o
experimento tanto para transformar o bagaco de mandioca em ra¢do animal como para a
extracdo aquosa para posterior utilizacdo industrial. Esse melhor rendimento foi obtido

no estudo cinético sem limitagdo de umidade. A reprodugdo deste dado por uma rede de
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trés neuronios fungdes de ativagdo tangente-hiperbolica/linear denominada rede 2 foi de
114,6 g de acido fumarico por kg de bagago de mandioca seco, com um erro médio

abaixo de 2% em relagdo aos valores experimentais..
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ANEXOS

Anexo A

Dados experimentais alimentados as redes neurais, ensaios 1 ¢ 2
T Taxa de pH Upe U dias  g/kg

°C  inoculagio

35 125x10° 7,20 75,0% 71,59% 6 6,20
32 370x10° 5,90 70,0% 66,63% 6 27,90
32 370x10° 540 60,0%41,14% 6 11,10
35 3,70x10° 2,30  56,0%2,78% 6 1,600
28 3,70x10° 590 70,0% 60,52% 6 38,50
25 1,25x10° 720  75,0% 75,20% 6 24,30
28  3,70x 10" 540 60,0% 49,99% 6 2,00
25 3,70x10° 2,30 56,0% 52,67% 6 0,00
35 1,00x 10° 11,6  82,5% 80,50% 6 7,17
35 1,00x10° 9,50 70,0% 63,70% 7 10,65
32 1,00x 10° 8,60 75,0% 71,30% 8 38,15
32 1,00x10° 7,20 80,0% 72,20% 9 71,06
28  1,00x10° 7,20 80,0% 70,90% 10 43,02
25 1,00x10° 9,50 70,0% 68,50% 11 2727
25 1,00x10° 11,6 82,5% 81,60% 12 44,33
28  1,00x10° 8,60 75,0% 67,60% 13 42,94
30 500x 107 7.20 70,20% 64,00% 8 39,09

30 5,00x10° 720 70,16% 65,00% 8 39,02

30 4,00 10° 7.20  70,00% 66,92% 8 28,41

Nesta tabela encontram-se os dados de dois ensaios fatoriais. Observa-se que nos

. , ., g eqe , . 4-1
ensaios sempre ha uma variavel constante para possibilitar a estatistica 2* . Encontram-
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se também os dados de trés screening utilizados na determinacdo da cepa maior

produtora de 4cido fumarico.

Ensaio 3

T Taxa de pH Upe U dias  g/kg
°C  inoculagdo

32 1,00x10° 7,20 70,16% 50,57% 3 2,85
32 1,00x 10° 7,20 70,16% 39,60% 4 4,07
32 1,00x10° 7,20 70,16% 52,33% 5 5,20
32 1,00x 10° 7,20 70,16% 50,57% 6 7,70
32 1,00x 10° 7,20 70,16% 50,57% 7 0,37
32 1,00x 10° 7,20 70,16% 50,57% 8 20,35
32 1,00x10° 7,20 70,16% 50,57% 9 9,97
32 1,00x 10° 7,20 70,16% 50,57% 10 15,26
32 1,00x 10° 9,50  70,00%60,00% 8 0,00
32 1,00x 10° 5,36 65,00%57,00% 8 13,65
32 1,00x10° 9,50  65,00%52,00% 8 0,00
32 1,00x 10° 5,36 70,00%67,00% 8 6,50
28  1,00x 10° 9,50  65,00%56,00% 8 2,15
28 1,00x 10° 5,36 70,00%67,00% 8 38,28
28  1,00x10° 9,50 70,00%63,00% 8 30,54

28 1,00x 10° 5,36 65,00%64,00% 8 11,71
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Ensaio 4
T Taxa de pH Upe U dias  g/kg

°C  inoculagio

32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 68,8% 1 0,81

32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 66,7% 2 0,91

32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 67,7% 3 5,37

32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 68,0% 4 18,68
32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 70,3% 5 20,50
32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 65,8% 6 23,30
32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 63,2% 7 28,76
32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 62,9% 8 33,99
32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 65,9% 9 46,92
32 3,00x 10’ 7,2 70,00% 61,8% 10 55,99

Neste ensaio foi variado apenas o tempo de fermentagdo, a umidade utilizada para a
rede 1 foi a umidade inicial.
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Ensaio 5

T Taxa de pH Upe U dias  g/kg

°C  inoculagdo

30 6,00x10° 72 81,40% 78,0% 1 0,00
30 6,00x10° 7,2 81,40% 77,1% 2 4,80
30 6,00x10° 7,2 81,40% 78,1% 3 23,85
30 6,00x10° 7,2 81,40% 77,6% 4 5742
30 6,00x10° 7,2 81,40% 77,2% 5 66,46
30 6,00x10° 7,2 81,40% 79,4% 6 87,17
30 6,00x10° 7.2 81,40% 74,7% 7 95,67
30 6,00x10° 7,2 81,40% 74,5% 8 85,80
30 6,00x10° 72 81,40% 77,9% 9 96,93
30 6,00x10° 7,2 81,40% 74,6% 10 93,13
30 6,00x10° 7,2 81,40% 74,5% 11 84,79
30 6,00x10° 7,2 81,40% 71,5% 12 1166
30 6,00x10° 7,2 81,40% 71,5% 13 84,65

Neste ensaio foi variado apenas o tempo de fermentagao, como ele foi desenvolvido
com excesso de umidade ele foi comparado com a rede 2 que utilizou as umidades finais.
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Anexo B

Relagdo carbono-nitrogénio

A relacdo carbono nitrogénio ¢ uma medida direta do crescimento do microrganismo,
pois o nitrogénio ¢ utilizado para a producdo de proteinas que formam as células do
microrganismo, quando o nitrogénio acaba o carbono passa a ser processado de modo
incompleto pelo microrganismo tornando o processo de metabolismo do microrganismo,
de crescimento e respiragdo para fermentacao ou biotransformacao. Ao invés de respirar
e crescer (levar todo o processo de fermentacdo até a produgdo de carbono organico, CO,
e H,O) o processo ¢ interrompido em um produto intermedidrio de interesse comercial.
Por isso uma relacdo carbono-nitrogénio 6tima ¢ importante para determinagdo do

crescimento ideal e produ¢ao maxima.
Célculo da relagdo carbono nitrogénio para o meio otimizado
Célculo da relagao carbono nitrogénio no amido
Mol do amido igual a 180,06 g/Mol
Proporcao de carbono no amido de 40%
Propor¢ao de amido na mandioca de 63,3%
Ou 25,43 g de carbono em 100 g de bagago de mandioca
Proporg¢do de proteinas no bagago de mandioca 1,5 g em 100 g de mandioca
Ou 0,24 g de nitrogénio em 100 g de bagaco de mandioca

Para cada 100 g de bagaco de mandioca foi adicionado 300 mL de solugdo salina. Em

termos de peso seco tem-se:
Para 83,3 g de mandioca foi adicionado 250 mL de solugdo salina
Em 83,3 g de mandioca 21,19 gde C ¢ 0,2 g de N.
-Calculo do nitrogénio da solugdo salina
Mol do nitrato de potassio 101,1

proporgao de nitrogénio no nitrato de potassio: 0,14
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Em 3,76 g de nitrato de potéssio tem-se 0,5234 g de nitrogénio

-Calculo da relag@o carbono-nitrogénio total
C=21,19+0,00=21,79

N=0,2+0,5264 =0,7264

C/N =21,19/0,7264 = 29,2

A producao de acido fumarico pode ser aumentada pela reproducao de uma relagao
carbono nitrogénio mais proxima da relagdo natural do solo. Mesmo a producdo natural
do solo pode ser alterada pela adicdo de nitrogénio orginico ao solo (KARMARKAR,

1991).

O carbono presente no CaCO3 ndo foi considerado no célculo total porque ¢ carbono
ndo assimildvel pelo microrganismo. A fun¢do do CaCOj; ¢ tamponar o meio em pH 7,2
cujo pKb so6 ¢ alterado por acidos e bases fortes. Nas variacdes de pH, foram utilizados
HCIl e NaOH em concentragdes elevadas. Se, por exemplo, for utilizado CaCOj; para
fazer as variagdes de pH, a umidade ndo serd constante no meio, embora o seja em

termos de gramas de 4gua por grama de mandioca seca.
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Anexo C

Produgdes de acido fumadrico conseguidas por cepa de Rhizopus a 32° C, taxa de
inoculagio 10® esporos por grama de mandioca seca, pH de 7,2, umidade inicial de 78%

e tempo de 8 dias.

Cepa Producdo de acido Fumérico g/kg de
bagaco de mandioca seco

R. arrhizus 2582 71,1

R. sp 25975 62,0

R. oryzae 28168 58,0

R. olygosporus 3267 43,1

R. formosa 28422 42,5

R. oryzae 28627 40,6

R. delemar 34612 17,2

R. arrhizus 28425 5,5

R. arrhizus 16179 4,5

R. oryzae 395 2.3

R. circicans 1475 0,0
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