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RESUMO

As enzimas produzidas por fungos filamentosos do género Aspergillus apresentam
um grande potencial para a agroindustria podendo ser utilizadas como aditivos
alimentares em racdes para animais com o objetivo de melhorar o aproveitamento de
nutrientes complexos. No presente trabalho foram determinadas as condi¢cbes de
aeracdo e umidade para a fermentacdo em estado solido em biorreatores de 2 e 10
kg de capacidade. Utilizou-se extracdo e ultrafiltracdo para obter um complexo
enzimatico formado por fitases, xilanases e pectinases. Os resultados obtidos
indicam que um teor inicial de umidade de 60%, uma intensidade da aeragéo de 1
VkgM em base umida sdo as melhores condicbes para fermentar o meio solido a
base de polpa citrica na producédo de fitases (65 U g™), xilanases (65 U g') e
pectinases (250 U g*). Foi realizada a anélise respirométrica para determinar os
parametros cinéticos desse bioprocesso. Também foi estimado o calor metabdlico
desta fermentacdo. Comprovou-se que 0O critério assumido para a mudanca de
escala foi valido. No estudo de extracdo, a agua se revelou o melhor solvente para
extracdo dessas enzimas. A adicdo de EDTA contribuiu para melhor estabilidade a
temperatura ambiente. O pH de 5,0 e uma agitacdo de 500 rpm foram as melhores
condicbes fisicas para extrair as enzimas do material fermentado. Foram
determinadas as constantes cinéticas do processo de extracdo para cada enzima e
proteinas totais extraidas. No estudo da extracdo sucessiva por etapas foi
determinado a quantidade total das enzimas produzidas e observou-se que as
aplicacoes de duas etapas de extracdo equivalem a duas fermentacdes submersas.
No processo de concentracdo do extrato enzimético por ultrafiltracéo foi determinado
o comportamento do fluxo do permeado, as concentracdes finais e a atividade
especifica. Foi observado igualmente um incremento na atividade das xilanases e as
pectinases, mas nao para as fitases durante a fase de concentracdo. A adicdo de
glicerol permitiu as trés enzimas um incremento na atividade original do extrato. A
formulagcdo com glicerol 35% (v:v) permitiu uma melhor conservacdo das enzimas a
4 e 29T respectivamente. Esta formulacdo permitiu reter acima de 80% com
respeito da atividade inicial em ambas as formula¢des apos 8 semanas.

PALAVRAS-CHAVES:

Fermentacdo em estado sélido, escalonamento, extracdo de enzimas, polpa
citrica, modelagem matematica, ultrafiltracdo, conservacao de enzimas.



ABSTRACT

The enzymes produced by filamentous fungus of Aspergillus gender present a great
potential for the agribusiness since they can be used as foodstuffs for animals with
the objective of improving the progress of complex nutrients. In the present work, the
aeration conditions and humidity were determined for the fermentation in solid state in
bioreactors from 2 to 10 kg of capacity. Extraction and ultra-filtration were used to
obtain an enzymatic compound formed by phytases, xylanases and pectinases. The
obtained results indicate that an initial value of humidity of 60% and an intensity of
the aeration of 1 VkgM in a humid base are the best conditions to ferment the solid
medium over the basis of citric pulp in the production of phytases (65 U g?),
xylanases (65 U g') and pectinases (250 U g%).. It was also achieved a
respirometric analysis to determine the kinetic parameters of that bio-process. It was
estimated, as well, the metabolic heat of this fermentation. It was also was proven
that the assumed criterion for the scale change was valid. In the study of extraction
with water, this was revealed as the best solvent for the extraction of those enzymes.
The addition of EDTA contributed to the better stability at room temperature. A pH of
5,0 and an agitation of 500 rpm were the best physical conditions to extract the
enzymes from the fermented material. It were determined the kinetic constants of the
extraction process for each enzyme and the total of the extracted proteins. In the
study of the successive extraction by stages, it was determined the total amount of
the produced enzymes and it was observed that the application of two extraction
stages represents two submerged fermentations. In the process of concentration of
the enzymatic extract by ultrafiltration, It was determined the behaviour of the flow of
the permeated, the final concentrations and the specific activity. Likewise, It was
observed an increase in the activity of the xylanases and the pectinases, but not in
the fitases during the concentration phase. The addition of glycerol allowed to the
three enzymes an increase in the original activity of the extract. A formulation with
35% glicerol (v:v) allowed a better conservation of the enzymes to 4 and 29T
respectively. Both formulations retain above 80% of initial activity after 8 weeks.

KEYWORDS:

Solid state fermentation, citrus peel, scale-up of fermentation, leaching,
mathematical modeling, ultrafiltration, storage of enzymes.
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos o desenvolvimento de processos biotecnologicos,
vinculados com setores importantes da economia, tem conquistado um espaco
importante. Estes processos promovem vantajosas aplicagbes na induastria
farmacéutica, cosmeética e alimenticia reduzindo tempo e custos, tornando-os
economicamente mais atrativos. As producdes de metabdlitos e microorganismos de
interesse industrial permitem o reaproveitamento de residuos agroindustriais como
fonte de matéria prima em processos biotecnolégicos especificos.

Os processos biotecnologicos convencionais sao divididos em trés etapas

principais: fermentacéo, recuperacéao e formulacao.

A fermentacdo em estado solido tem ganhado importancia e atencédo de
pesquisadores devido aos baixos custos dos meios de cultivos, a alta produtividade e
seu reconhecimento como tecnologias limpas. Entretanto a sua implementacdo na
pratica ainda € muito pequena quando comparada com as fermentacdes submersas.
Entre os principais problemas que apresentam as fermentacdes solidas estdo a
manipulacdo dos sdlidos, a instrumentacdo e o controle do processo. Outro fator
pouco estudado é a extracdo de metabdlitos produzidos por estes processos, 0 que

entra na area da recuperacao de metabdlitos das fermentacoes.

Economicamente, as enzimas sdo metabdlitos comerciais importantes,
produzidas a partir de microorganismos de diferentes géneros e espécies. Estas
enzimas possuem uma infinidade de utilidades no cotidiano, com uso em tecidos,

alimentos, farmacos, tratamentos industriais e ambientais, entre outros.

A alta especificidade das enzimas as transforma em produtos de grande
interesse no setor alimenticio humano e animal, uma vez que disponibilizam
numerosos nutrientes. Sem a atuacao das enzimas as ragdes ndo séo totalmente
aproveitadas pelos animais e, por conseguinte ocorre 0 encarecimento delas,
exigindo suplementos como o fosforo e outros recursos com pouca disponibilidade

na natureza.

A producao de fitases, xilanases e pectinases como aditivos alimentares
permite a utilizacao de fontes energéticas presentes nas racdes por parte de animais
monogastricos incapazes de assimila-los ja que carecem dos complexos enzimaticos

necessarios para sua degradagdo. Com isto tém-se uma diminuigdo dos custos das
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racdes e uma melhora da conversédo dos alimentos nos animais e, por conseguinte,
uma melhora no rendimento das produgfes agropecuarias. Considerando a grande
capacidade dos fungos do género Aspergillus de produzir uma ampla variedade de
enzimas, quando cultivados em meios solidos a base de residuos agroindustriais, ha
um grande potencial em avaliar o aproveitamento destes residuos na producédo de

enzimas de interesse industrial.

2. OBJETIVO GERAL

Estabelecer um bioprocesso de fermentacdo no estado solido de polpa
citrica e recuperacdo do complexo enzimatico de interesse industrial produzido por

Aspergillus niger F3.

2.1 Objetivos especificos

v' Definir as condicbes operacionais 6timas para uma fermentacdo em
estado solido em biorreatores de diferentes capacidades.

v' Avaliar os parametros cinéticos que caracterizam 0 processo de
fermentacao.

v' Definir um processo de extracdo das enzimas do meio sélido
fermentado.

v" Modelar matematicamente o processo de extragao.

v Estudar o efeito da concentracdo através da ultrafiltacdo das enzimas
extraidas.

v' Estudar as condi¢bes de armazenamento e conservacao das enzimas.

v Modelar matematicamente o comportamento da conservacao das

enzimas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Enzimas sdo um grupo de componentes biolégicos com atividade intra e/ou
extracelular que tém funcgbes catalisadoras de reacdes quimicas ou bioquimicas
sendo parte principal dos processos metabdlicos das células. Essa propridade
metabdlica das enzimas as torna adequadas para aplicacdes industriais encontrando
emprego nos mais diversos processos industriais destacando-se as industrias

farmacéuticas e alimenticia, Cowieson et al., 2006.

No caso da industria alimenticia é sabido que o principal componente das
dietas dos animais sdo os carboidratos (fontes energéticas) complementadas com
fontes protéicas e outros complementos tais como vitaminas, minerais etc. Na Figura
3.1 apresenta-se um esquema da composi¢do das fontes energéticas das racdes
dos animais incluindo os humanos (Leeuw et al.,, 2008, Van Soest et. al., 1991).
Inicialmente, o interesse dos nutricionistas nas fibras dietéticas esteve relacionado
com a possibilidade de empregar produtos secundarios da producdo de alimentos
tais como: casca de milho, trigo, soja, etc. Apesar das fibras dietéticas terem sido
amplamente estudadas, ainda ndo ha um consenso na sua definicdo. Em décadas
anteriores se considerava fibra dietética aqueles componentes que sao resistentes a
degradacéo pelas enzimas dos animais monogastricos. Atualmente essa definicdo
tem sido modificada e considera-se como fibra dietética a soma dos NSP
(polissacarideos ndo-amidicos ou “non starch polyssacharides”) mais a lignina (Van
Soest et. al., 1991).

No caso dos animais, incluindo os humanos, o amido (um polissacarideo da
glicose) € a fonte principal de energia. O amido esta presente nos cereais
(gramineas), nas leguminosas (empregados nas racfes animais), podendo ser
encontrado na forma de granulos como uma mistura de dois polissacarideos: as
amiloses e as amilopectinas. O amido se caracteriza por ligacdes glicosidicas que
sdo lineares ou nédo, do tipo a (1-4) de moléculas de glicose; as moléculas das
amiloses sdo mais lineares e as amilopectinas sdo mais ramificadas. Os
polissacarideos apresentam duas zonas chamadas amorfas e cristalinas. Com
respeito aos fatores principais que afetam a digestibilidade dos amidos além da

proporcao entre as amilosas e as amilopectinas, que determinam principalmente as
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propiedades fisicas e digestivas das fontes energéticas nutricionais e a nutricdo do
amido Van Soest et al. 1991.

Carboidratos dietéticos Lignina
Carboidratos Fibra dietética (Carboidratos nao digestiveis + lignina)
digestiveis
Amido + Amidos Oligosacaridos NSP Lignina
Acucares resistentes nédo
digestiveis
Pectina NDF
Hemi- ADF
celulose
C ADL
e
|
u
| L
o i
S g
e n
i
n
a
: »
L
Facilmente fermentesciveis Dificilmente fermentesciveis

Figura 3.1 Representacdo esquematica do carboidrato dietético, fibra e NSP com referencia ao
analise de Van Soest et. al., 1991.

E preciso também destacar a viscosidade produzida pelos NSP afeta
diretamente a digestdo dos materiais fibrosos, retendo agua livre do intestino e

(Carre, 2004).

Os NPS nao séo utilizados pelos animais monogastricos, sendo eliminados
nas fezes. Este fenbmeno ocorre com maior freqliencia em animais jovens que
ainda ndo apresentam um sistema digestivo bem desenvolvido. Os granulos de
amido estdo integrados numa rede de pentosanas e glicanas, no entanto, ndo estao
acessiveis diretamente as enzimas digestivas, ocorrendo apenas uma digestédo

parcial (Zorov et al., 2006).
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Segundo Maciel 2006, dentre os NPS mais abundantes na parede celular e
nas estruturas vegetais estdo as hemiceluloses, as celuloses e as pectinas. As
enzimas enddgenas dos animais monogastricos sdo capazes de clivar as seguintes

ligacoes:
v As ligacOes da glicose a (1-4) e a (1-6) do amido;
v' As ligacdes a (1-2) entre a glicose e frutose na sacarose;
v' As ligacoes B (1-4) entre a glicose e a galactose da lactose;
v' As ligacbes a (1-1) das glicoses da trealose.

Um mecanismo muito importante da parede celular é dado pela presenca de
celulose, B-glicano e arabinoxilana que protegem o conteudo das células dos graos e
impedem o acesso das enzimas endogenas ao contido. Os mais importantes sao as
fracOes de [3— glicano e arabinoxilana que durante a digestédo provocam um aumento
da viscosidade e uma ma absorcao dos nutrientes e, portanto, um baixo rendimento

em peso do animal por peso de racado consumida (Castro Tavernari et al., 2008).

O emprego de enzimas extracelulares pode diminuir os efeitos negativos
dos NPS, uma vez que a inclusédo de diversas enzimas na elaboracao de dietas para
a alimentacéo de animais, principalmente monogastricos, vem se desenvolvendo ha
alguns anos (Cowieson et al., 2006; Bedford & Schultze, 1998). Os propoésitos de
emprego destes aditivos estdo relacionados principalmente com os seguintes alvos:

v' Obter maior rendimento do consumo das dietas;
v/ Baixar o custo das mesmas e promover a eficiéncia alimentar.

Outro aspecto importante no emprego das enzimas extracelulares esta
relacionado com a queda do efeito da produgcdo animal sobre o meio ambiente,
considerando que os componentes NSP ao serem excretados no meio podem
altera-lo. As enzimas xilanases, pectinases e celulases sdo enzimas importantes
para diminuir o efeito dos NPS nas dietas. Outra familia de enzimas também
capazes de degradar substancias consideradas fatores antinutricionais dos animais

monogastricos séo as fitases (Mullaney 2003).

Durante a maturacdo dos cereais e legumes € que ocorre 0 acumulo de

uma quantidade substancial de acido fitico na forma de sais ou fitatos nas sementes
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(Lei & Porres, 2003). O acido fitico ou hexafosfato de mio-inositol (C¢H18024Ps) € um
componente natural das sementes, constituindo 1 a 3% do peso das leguminosas e
dos cereais, correspondendo a cerca de 60 a 90% do fosforo total (Cuneo et al.,
2000). Os fitatos representam a maior fonte de fosforo para a germinacdo das
sementes, sendo que quando o fésforo encontra-se ligado na molécula, ele ndo é
disponivel para alimentacdo dos animais, pois ndo € hidrolisado pela fosfatase
enddgena dos animais monogastricos (Sung et al., 2005). Desta forma, € necessario
suplementar com fosforo inorganico a racdo alimentar dos animais monogastricos,
entretanto é importante ressaltar que o fésforo inorganico adicionado é uma fonte

nao renovavel e custosa.

Os fitatos tém varias funcdes fisioldgicas importantes para a planta durante
0 seu ciclo de vida, incluindo o armazenamento de fosforo e cétions, que fornecem
matéria-prima para a formacdo das paredes celulares apés a germinacdo da
semente. Além disso, o acido fitico protege a semente contra o dano oxidativo
durante a sua armazenagem. O maior efeito negativo no caso dos fitatos € o efeito
guelante ou ligacdes fortes com outras moléculas tais como aminoacidos, complexos
do amido e cations do tipo calcio, ferro, zinco e magnésio (Yin et al., 2007, Lei &
Porres, 2003). Esse efeito provoca a assimilacdo de nutrientes necessarios na
alimentacdo e, por conseqiéncia, uma importante diminuicdo no rendimento das
racbes empregadas. Outro fator negativo dos fitatos, € que estes ndo sao
assimilados durante a alimentacdo dos animais monogastricos, ocorrendo sua
excrecao direta no meio ambiente. Os fitatos sdo degradados pelos micoorganismos
que estdo presentes no solo e o fosféro liberado migra para os lencgois freaticos
provocando a eutrifizacdo das aguas nas zonas de producdo intensiva de animais.
Nos ultimos anos na Unido Européia e nos Estados Unidos tem se aprovado
importantes leis ambientais que obrigam os produtores de animais monogastricos
para alimentacdo humana suplementar as racdes com fitases (Water Quality
Improvement Act, 1998; Harter-Denis; 1999, Jongbloed et al.,1996).

Na Tabela 3.1 sdo mostradas algumas das enzimas utilizadas na racgao
animal, os substratos sobre 0s quais atua e os efeitos que produzem nos animais
(Couto 2006).
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Tabela 3.1. Enzimas de uso frequiente na racdo anima |

Enzima Substrato Efeito nos animais

Fitases Acido fitico ou fitatos Disponibiliza o fésforo
presente no &cido fitico.

Xilanases Hemicelulose Reducéo na viscosidade no
trato intestinal.

Pectinases Pectina Reducéo na viscosidade no
trato intestinal.

Glucanases B-glicanos Redugéo na viscosidade no
trato intestinal.

Celulases Celulose Degradacao da celulose e
liberacdo de nutrientes

Proteases Proteinas Degradacéao eficiente das
proteinas.

Amilases Amido Degradacado do amido.

Galactosidases Galactose Remocao dos galactosidos.

3.1 Fitases

Fitase é um termo genérico empregado para descrever uma enzima que
hidrolisa as ligacdes fosfomonoéster do acido fitico (mio-inositol hexakisfosfato
fosfohidrolase; EC 3.1.3.8 e EC 3.1.3.26), portanto libera os ortofosfatos presentes
na molécula de acido fitico em etapas sucessivas até moléculas menores do inositol
fosfato, myo-inositol e fosfato inorganico (Mullaney & Ullah, 2003; Vats & Banerjee,
2004). Distinguem-se dois tipos de fitase: a 3-fitase que libera inicialmente os
fosfatos ligados pelo carbono 3 da molécula e a 6-fitase que inicia a liberacdo dos
fosfatos ligados ao carbono 6. A 3-fitase é caracteristica dos microorganismos e a 6-

fitase dos vegetais (Dvorakova, 1998).

As fitases tém um papel importante na dieta alimentar (Dourmad &

Jondreville, 2007), pois:

v Facilitariam o emprego do fésforo presente no fitato e assim diminuiria
o custo das dietas devido ao emprego do fésforo inorganico;
v' Impediriam a formagcdo de quelatos com minerais e proteinas
importantes fazendo-os disponiveis na dieta;
v" Diminuiriam o efeito médio ambiental devido aos fitatos.
Industrialmente as fitases tém sido produzidas com o emprego de

7z

microorganismos por métodos fermentativos. Nestes casos € preciso considerar
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guais microorganismos sao 0s mais apropriados segundo o tipo de fitase que se
deseja produzir. Baseado nas propriedades bioquimicas, as fitases podem ser
classificadas em duas classes principais, fitases alcalinas e fitases acidas. As fitases
alcalinas tém uma alta especificidade pelo complexo calcio-fitato e produzem myo-
inositol tri-fosfato como produto final da hidrélise. Sdo produzidas principalmente por
espécies do género Bacillus (Vats & Banerjee, 2004; Oh et al., 2004). Fitases acidas
tém um amplo espectro de especificidade do substrato e hidrolisam o fitato em pH
acido, entre 2 e 5 valores de pH, produzindo mio-inositol monofosfato como produto
final da hidrolise. Fitases acidas sdo conhecidas como histidina acida fosfatases,
pois empregam a fosfohistidina como intermediario da transferéncia na reacao
correspondente. A maioria das fitases encontradas nas plantas assim como as
produzidas por fungos pertencem a esta classe de fitases. Espécies de Aspergillus
niger sdo as que produzem as fitases de maior interesse industrial (Mullaney &
Ullah, 2003; Vats & Banerjee, 2004).

3.2 Xilanases

Xilanases (E.C.3, 2, 1, 8) sdo as enzimas responsaveis pelo rompimento
das ligacbes a(1-4) que sdo as ligagbes principais na estrutura das hemiceluloses,
fundamentalmente xilano. As hemiceluloses referem-se a uma mistura de polimeros
de hexoses, pentoses e acidos urdnicos, que podem ser lineares ou ramificados, sédo
amorfos e possuem peso molecular relativamente baixo. As hemiceluloses séo
divididas em pentosanas e hexosanas e formam parte importante dos NSP das
dietas dos animais. As pentosanas por hidrolise produzem acgucares pentoses, como
xilose e arabinose (Dekker & Richards 1976).

As xilanases sao classificadas em duas familias principais (F ou 10 e G ou
11) das glicosil hidrolases. As duas familias utilizam mecanismos cataliticos de par
ibnico e conservam a configuracdo anomeérica durante a hidrolise. As xilanases da
familia 10 sdo maiores, mais complexas e produzem oligossacarideos menores; as

xilanases da familia 11 sdo mais especificas para a xilana (Maciel, 2006).

O emprego das xilanases nas dietas de animais tem como objetivo
favorecer a digestédo e o valor nutritivo das fibras dos cereais, atendendo a que seus

valores 6timos de acdo sdo a pH ligeiramente acido. O modo o qual ocorre o
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aumento da digestibilidade é proposto em dois mecanismos. O primeiro mecanismo
considera que as paredes do endosperma (composto por xilanos, [-glucanos e
celulose) do cereal encerram os grdos de amido e proteina existente; e como 0s
animais monogastricos ndo tém a capacidade enziméatica para digerir tais estruturas,
o conteudo dos endospermas ndo sofre o processo da digestdo. A utilizacdo das
enzimas exogenas que degradam essas estruturas favorece a digestdo, aumenta o

valor nutritivo da ragao e melhora a conversao alimentar das ragdes (Bedfort, 1998).

O segundo mecanismo concebe que parte dos componentes da parede
celular dos cereais dissolve-se no trato digestivo dos animais e interagem para
formar compostos viscosos de alto peso molecular. Esses compostos provocam 0
aumento na viscosidade dos fluidos intestinais dos animais, a exemplos o caso dos
frangos € em menor quantidade quando relacionado com suinos. Os principais

efeitos do segundo mecanismo sédo (Maciel 2006):

4 Diminui a velocidade gastrintestinal de nutrientes;
v Diminui a difusdo das enzimas enddgenas digestivas, de seus
substratos e de seus produtos;

v Estimula a proliferacdo bacteriana principalmente no intestino delgado.

As xilanases também sdo empregadas em outros ramos industriais para

clarificar sucos de frutas e vinhos e no tratamento da polpa na fabricacao do papel.

3.3 Pectinases

As enzimas conhecidas como pectinases formam um complexo misturado
de enzimas que degradam a cadeia principal da pectina e suas cadeias colaterais
em pectatos e outros grupos livres de acidos carboxilicos com baixo peso molecular.
A pectina € um polissacarideo composto de cadeias de acido galacturénico na forma
piranose com ligacdes glicosidicas a(1-4), com pesos moleculares entre 20 e 40
kDa. A pectina esta presente nas paredes celulares de todas as plantas. Dentro das
fontes naturais mais ricas em pectina, encontram-se os frutos citricos com 30% de
pectina, fazendo parte dos NSP (Kocher et al., 2002, Zyla et al., 2001).

As maiores atividades sdo apresentadas nos valores de pH entre 4 e 4,8;

sendo que em valores de pH inferiores a 3 tendem a se desativar rapidamente.
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Normalmente sdo estaveis a temperaturas de 45°C. A classificacdo das pectinases
segundo Fogarty & Kelly (1983) é mostrada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Classificag8o das pectinases segundo Fog  arty & Kelly (1983).

Classificacdo das pectinases

Esterases Depolimerases

Pectinesterase (PMGE) Atuam sobre a pectina

Polimetilgalcturonases (endo PMG y exo
PMG)

Polimetilgalacturonato liase (endo PMGL e
exo PMGL)

Atuam sobre o acido péctico.

Poligalacturonase (endo PG e exo PG)

Poligalacturonato liase (PGL)

Atuam sobre os oligo-D-
galactosiduronatos.

Oligogalacturonase (OG e OG)

Oligogalacturonato Liase (OGL)

As pectinases sao utilizadas em diversas areas, como a extracao,
clarificacdo e purificagdo de sucos de frutas, de vinhos e cervejas. Igualmente
reporta-se 0 emprego na extracdo de produtos para aumentar o sabor, pigmentos e
esséncias de origem vegetal e na fabricacdo de tecidos de linho (Castilho et al.,
2000; Chauhan et al., 2001).

3.4 Fontes microbianas produtoras de fitases, xilan  ases e pectinases.

Para uma producéo efetiva de enzimas num processo industrial € preciso
contar com 0s microorganismos apropriados e considerar o0 emprego posterior das
enzimas. Um fator muito importante a considerar é o pH no qual a enzima atuara. De
maneira geral se pode dizer que as enzimas de origem bacteriana tém tendéncias a
ter os 6timos de atividades a valores de pH neutros ou basicos, enquanto as
enzimas obtidas a partir de fungos filamentosos e leveduras apresentam valores

otimos de atividade em pH ligeiramente acidos (Wiseman 1975).

As fitases encontram-se distribuida amplamente na natureza e séao
encontradas frequentemente em fungos filamentosos, em particular no género
Aspergillus (Bhargav et al., 2008; Haefner et a., 2005; El-Batal et al., 2001; Ebune et
al., 1995), sendo reportada também em bactérias e leveduras (Vats et al.,, 2004;
Brugger et al., 2004).
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Alguns autores relatam a producao de xilanase por bactérias (Vieira et. al.,
2007; Ding et al., 2004; Nascimento et. al., 2003; Beg et al., 2000) e fungos (Cao et.
al., 2008; Maciel et al., 2008; Tapingkae et al., 2008; Li et al., 2007; Xiong et al.,
2004; Kang et al., 2004; Lemos & Pereira, 2002).

Os microorganismos produtores de pectinase pertencem a diferentes
géneros de bactérias (Hoondal et al., 2002), leveduras e fungos, destacando-se o0s
fungos do género Aspergillus, particularmente a espécie Aspergillus niger ( Costa te
al., 2007, Favela-Torres et al.,2006) as quais produzem pectinases do tipo acidas
(Pandey et al., 1999).

O género Aspergillus € de grande interesse e importancia na area de

biotecnologia para a producéo de enzimas (Vries, 2003) devido a que:

v' Sintetizam altos niveis de proteina;

v Possuem boas propriedades para a fermentacdo que permitem a
produgédo em grande escala;

v' Os produtos destes fungos séo reconhecidos como “generally regarded
as safe (GRAS)” o que permite seu emprego em alimentos e dietas
alimentares;

v" Produzem enzimas de interesse na degradacédo dos polissacarideos da
parede celular;

v' Algumas espécies sao capazes de produzir aflatoxinas (Cary & Ehrlich,
2006; El Khoury et al., 2006).

Alem disso, fungos do género Aspergillus tém sido empregados
amplamente na industria para producdo de enzimas extracelulares, acido citrico e

tratamento de residuos (Schuster et al., 2002).

Na Tabela 3.3 relata-se referéncias bibliograficas dos ultimos anos para
producdo de distintos tipos de enzimas de interesse para o0 tratamento das
substancias NPS e fiticas presentes nas racdes alimentares, considerando espécies
do género Aspergillus e as propriedades anteriormente citadas em relacdo a esse
género. Reporta-se também a capacidade de determinadas cepas de sintetizar mais
de uma enzima em um mesmo processo (Wang et al., 2006; Botella et al., 2007). E

por iSsO que essas espécies sdo altamente atrativas para uma eventual producéo de
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varias enzimas ao mesmo tempo e seu emprego nas racdes alimentares ou outros

ramos industriais.

Para as racdes alimentares pode existir uma complementacdo ou um
sinergismo na agao das enzimas (xilanase e fitase) sobre os NPS e os fitatos (Kim et
al., 2008). Entretanto, alguns autores descrevem que estas enzimas ndo sao
sinérgicas, pois ndo aumentam a resposta dos efeitos quando sdo empregadas

isoladamente (Moehn et al., 2007).

Tabela 3.3 Distintas enzimas produzidas pelo género Aaspergillus ssp.

Espécie Enzimas Substrato Tipo de Referéncia
Fermentacéo
Aspergillus. poly- Farelo de arroz Sélida em Costa et al., 2007
niger galacturonase frascos
Wang et al., 2006
hemicelulase P6 de semente de Solida em
pectinase algodao frascos Mamma et al., 2008
xilanase Polpa citrica Solida em Maciel et al., 2008
pectinase frascos
xilanase Bagaco de cana de | Colunas Soni e Khire, 2007
acucar e farelo de aereadas
soja Gomes da Silva et
al., 2005
fitase Dextrina e glicose Submersa em
frascos
Farelo de soja e
fitase trigo Solida em
frascos
Aspergillus xilanase Xilana de aveia Submersa em Fang et. al. 2007
carneus frascos
Aspergillus xilanase Polpa de uva Sélida em Botella et al., 2007
awamori pectinase placas Petri

3.5 Fermentacfes Submersas

As fermentacdes submersas (FS) representam cerca de mais de 95% dos
processos biotecnoldgicos, existindo pelo tanto, uma grande experiéncia neste tipo
de fermentacdes, constituindo as mesmas conjuntamente com seus procedimentos
motivo de estudo fundamental em qualquer disciplina académica que trate de

biotecnologia.

Na producgéo de fitase em cultivo submerso destaca-se portanto o emprego

de espécies microbianas do género Aspergillus. Nestes processos se emprega
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normalmente agucares simples, amido e dextrinas como fonte de carbono (Soni &
Khire, 2007; Guimarées et al., 2006; Martin et al., 2003; Gargova & Sariyska, 2003).

Para a producdo de pectinases em cultivo submerso, geralmente se
emprega pectinas (Sharma. & Satyanarayana, 2006; Antov et al., 2001) e para as
xilanases, xilana ou derivados (Nascimento et al., 2003), considerando que essas
enzimas sdo induzidas e n&o constitutivas. Os substratos para a producao de
enzimas no meio submerso geralmente sdo caros, pois as vezes nao sao acgucares

simples.

Por outro lado, no caso das FS de fungos imperfeitos existem problemas
relacionados com estes tipos de microorganismos devido a seu crescimento
filamentoso (Vats et al., 2004) que provoca aumento na viscosidade dos caldos

durante a fermentacéo e € a causa de diferentes problemas como:

v" Uma mistura menos eficiente;

v Podem existir gradientes no sistema fermentativo que alterem a
diferenca de energia e massa;

v" No caso das fermentacdes aerébicas podem ocorrer problemas com a

limitac&o de oxigénio devido ao incremento da viscosidade.

Uma das maiores vantagens dos processos de fermentacdo submersa e a
facilidade de manuseio das vazdes liquidas de alimentagéo e saida do fermentador.
Essa facilidade permite diferentes manipulacdes dos processos fermentativos, tais
como 0s processos em batelada, em continuo (estacionario) ou retro alimentados.
Os dois ultimos procedimentos permitem aumentar a produtividade e a eficiéncia de

determinados processos com relacdo aos processos em batelada.

As facilidades de manipulacdo das vazbes liquidas também permitem um
maior nivel de producdo que normalmente esta relacionado com o0s custos de
producdo. Porém, o maior inconveniente destes processos ocorre nha manipulacao
de maiores niveis de liquido, tornando mais agressivo 0 processo com relacdo ao
meio ambiente. Em um processo de fermentacdo submersa é preciso levar em
consideracao niveis de tratamento de efluentes na saida dos fermentadores que no
minimo constituem 96% do volume de carga inicial e que por seu carater
(metabdlitos de detritos no separados néo processo, pH, sais residuais, etc.)

constituem um poderoso fator de contaminacéao.
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3.6 Fermentacdo em estado solido
3.6.1 Antecedentes

Os processos de fermentacdo em estado sélido (FES) existem de forma
natural desde que comecou a vida no planeta, a FES é utilizada de forma artesanal
nos paises do Sudeste Asiatico, Africa e América Central h4 séculos para a
elaboracao de alimentos a partir de cereais, mandioca, entre outros.

Os alvos fundamentais destas fermentacdes sao incrementar o teor protéico
destes alimentos, melhorar as possibilidades de conservacdo, alterar as
caracteristicas fisicas, como cor, odor e sabor. Exemplo desses produtos é o Kaoji,
que é produzido pelo cultivo do fungo Aspergillus oryzae sobre cereais conhecidos,

o0 Shoyu, o Misso e o Ontjom (Hesseltine, 1972).

A producdo de queijo Roquefort a partir do leite de cabra tem
aproximadamente mil anos. Em 1930 foi reconhecida a importancia dos fungos
nestes alimentos, quando foi demonstrado que todos 0s microorganismos neste tipo

de queijo eram mesma especie, Penicillium roqueforti.

No final dos anos 70 é que foi promovido com forca o estudo cientifico desta
area, com o intuito de aproveitar as vantagens deste tipo de fermentacdo (Doelle et
al., 1992).

3.6.2 Definicao

E dificil descrever uma definicdo precisa da fermentacdo em estado sélido,
devido ao fato de que este sistema caracteriza-se pelo crescimento de
microorganismos sobre substratos insolUveis em agua e na presenca de variadas
quantidades de agua livre. Portanto, dependendo do conteudo de agua livre a
fermentacdo dos substratos soélidos transita desde a fermentacdo em estado soélido,
fermentacdo de misturas pastosas até fermentacdo de particulas sélidas em

suspensao (Doelle et al. 1992).

Hesseltine (1972) utilizou o termo fermentagdo em estado sdlido a todas as
fermentacdes onde o substrato ndo € liquido. Posteriormente Raimbault (1981)
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prop6s um termo mais preciso, “ ... as fermentacdes onde o substrato ndo estd nem
solubilizado, nem em suspensao num grande volume de agua’. Moo-Young et al.
(1985) associaram esse termo a todos 0s processos que utilizam materiais
insolUveis em agua para o crescimento em auséncia de agua livre. Mudgett (1986) e
Durand et al. (1988) descreveram uma definicdo geral, “ ... € um método de cultivo
dos microorganismos sobre e/ou dentro das particulas sélidas”. O liquido ligado as
particulas deve de ser uma quantidade que permita a atividade da agua adequada
para o crescimento e o metabolismo dos microorganismos sem exceder 0 maximo

poder de retencao deste liquido pela matriz sdlida.

Uma definicdo recente foi formulada por Viniegra-Gonzélez (1997): “...
sendo um processo microbiano que acontece normalmente na superficie de
materiais solidos que tem a propriedade de absorver ou conter 4gua, com ou sem
nutrientes sollveis...”. Esta definicAo compreende processos onde o suporte solido é
inerte e os substratos utilizados pelo microorganismo podem ser substancias

soluveis em agua.

3.6.4 Vantagens e desvantagens da fermentacdo em es tado solido comparada

com a fermentacéo submersa.

Sao considerados como vantagens 0s seguintes aspectos (Doelle et al.,
1992):

v Os meios de cultivo sdo simples, geralmente subprodutos agricolas
gque apresentam um alto teor dos nutrientes necessarios;

v A baixa atividade da agua impede as contaminacgfes, especialmente
bactérias e leveduras;

v' A concentracdo natural do substrato permite utilizar reatores menores
quando comparadas com as fermentacbes submersas;

v' A aeracado forcada é facilitada pela porosidade do suporte, o que
permite uma alta transferéncia de ar e, por conseguinte de oxigénio;

v'  Podem se empregar freqlentemente esporos como inéculo nos
processos de crescimentos de fungos, o que diminui 0s custos e as

manipula¢des da propagacédo do inéculo;
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v' Os esporos dos fungos que sdo produzidos sdo mais resistentes e tem
melhor adaptabilidade nas condi¢cfes de aplicacdo agricola;

v' Os processos de recuperacdo sdo simplificados, sendo alguns
utilizados integralmente para racdo animal e consideradas tecnologias

limpas.

Entre as principais desvantagens encontram-se segundo (Doelle et al.,
1992):

v As aplicagbes geralmente estdo limitadas a microorganismos que
crescem a baixos teores de umidade.

v' A dissipacdo do calor gerado pode ser um problema, principalmente
quando se trabalha em grande escala e ndo se controla o processo.

v A natureza solida do substrato dificulta a medicdo de parametros da
fermentacao, tais como pH, temperatura, umidade e concentracdes de
substratos e produtos.

v' Os processos de transferéncia de massa sao limitados pela difusao.

v' Muitos aspectos de engenharia, como o desenho e escalonamento de
processos sao pouco caracterizados.

v' O tempo de fermentacdo € maior, pois geralmente sao utilizados
microorganismos que apresentam baixas velocidades especificas de

crescimento.

Os fungos sao potencias candidatos para produzir enzimas mediante
processos de fermentacdo em estado solido. Uma importante variedade de produtos
enzimaticos comerciais, compostos de fitases, pectinases, xilanases, proteases, alfa
e glicoamilases, sdo produzidos a partir de fungos. Nos ultimos anos os estudos das
fermentacdes em estado solido estdo focados no desenvolvimento de meios de
cultivo a partir de residuos agroindustriais e o desenvolvimento e monitoramento

destes processos fermentativos (Pandey 2001).

3.4.6 Cinética dos processos de fermentacdo em esta  do sélido.

A cinética de um processo representa a variagdo de uma ou mais variaveis

com o tempo. De forma geral, qualquer varidvel que seja eleita para realizar o
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estudo cinético deve ser funcdo dos outros parametros que incidem sobre o
processo ou estar relacionadas entre elas. Este fato implica identificar as variaveis
dependentes e independentes do processo e estabelecer os modelos que as
relacionam e realizar as determinac¢des necessarias.

Nos processos fermentativos as variaveis que tém sido mais estudadas séo
a concentracdo de biomassa, o consumo do substrato, a sintese de um ou Varios
metabolitos, o consumo de oxigénio e a producdo de gas carbbnico. Dentre estas
variaveis, a sintese de biomassa e 0 consumo do substrato tém permitido
estabelecer uma série de critérios e parametros que caracterizam qualquer processo

fermentativo (Pandey 2001).
A partir dos estudos cinéticos das fermentacdes podem ser definidos:

A velocidade especifica de crescimento (L);

O rendimento do processo (Yxss, Yxo);

A produtividade do processo (p);

O calor metabdlico gerado na fermentacéo (Q);

Os critérios de controle do processo;

A estratégia a seguir para produzir um metabolito especifico;
Os critérios de escalonamento.

3.4.7 Teoria do crescimento microbiano.

O estudo de cada uma das fases do crescimento microbiano pode ser
realizado através da aplicacao das distintas ferramentas matematicas disponiveis. A
variacdo da biomassa no tempo pode se definir de forma geral através da Equacéo 1
(Pandey 2001; Domenech 2000).

%: f(X,S,T,etc) Eq. 3.1

Onde:

X: concentracdo de biomassa (g L™; No. de células L™)
t: tempo (h)

S: Concentracdo de substrato (g L™)
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T: Temperatura ().

O diferencial presente na Equacgédo 1 representa a velocidade de sintese de
biomassa por unidade de tempo. Uma das principais dificuldades encontradas no
estudo e desenvolvimento dos processos de fermentacdo em estado solido esta
relacionada com as caracteristicas dos sistemas heterogéneos, onde é praticamente
impossivel tomar amostras iguais de diferentes lugares durante a fermentacédo para
determinar as concentracdes de biomassa, substrato e produtos. Estes fatores
refletem de forma aguda quando se estuda 0s processos cinéticos, mas existem
diferentes alternativas que permitem modelar matematicamente este processo

tornando-o objetivo e satisfatério (Domenech 2000, Rodriguez-Ledn et al.,1983).

A determinacgéo da biomassa por métodos indiretos tem sido empregada por
diferentes pesquisadores (Sato at al., 1982; Rodriguez-Ledn et al.,, 1983), A
metodologia desenvolvida nestas pesquisas estd baseada no metabolismo
respiratério. O oxigénio consumido e o gas carbdnico produzido sdo os resultados
dos processos metabodlicos através dos quais 0s microorganismos aerobicos
realizam a oxidacdo do substrato para obter a energia necessaria para a reproducao
e a realizacao das funcdes biologicas de manutencao. Estas atividades metabdlicas
estdo associadas ao crescimento do microorganismo e podem ser utilizadas para
estimar a biomassa sintetizada. Entédo é possivel relacionar em termos diferenciais o
O, consumido (dO,/dt) e o CO, produzido (dCO,/dt) (Sato et al. 1982).

dOZ _ 1 dX +mX
dt YX/02 dt

Eqg. 3.2

dCo, _ 1 dX
dt  Yx/COp dt

+ mX Eq. 3.3

Estes modelos de correlacdo sdo resolvidos mediante a aplicagédo de
métodos numeéricos para a solucdo de equacbes diferenciais. O emprego de
computadores e “softwares” adequados a um bom sistema de deteccdo de

bY

concentracbes de gases acoplados a saida dos gases do fermentador garante
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determinar de forma continua a formagdo de biomassa e a geragdao de calor
(Rodriguez-Ledn 1983; Sato et al. 1982).

3.4.8 Consideracdes sobre o calor metabdlico gerado NnOS Processos

fermentativos em fase solida.

A patrtir dos resultados do estudo cinético das fermentacfes pode se estimar
o calor metabdlico produzido e a demanda de ar para remover este calor. A
demanda de ar de resfriamento é calculada a partir de um balanco global de energia
no biorreator (Narahara et al., 1984; Rodriguez Ledn et al., 2007a). A partir desse

balanco séo obtidas as Equactes 3.4 e 3.5:

Q- hATout-Tin)

Wg= Eq.3.4
0-24(|'ou1'Tin)+0-45(|-ou1HouI'TinHin)"'/‘(Houi'Hin)
_AQ_Q, 1-7
Qn= At —12( p )os Vel Xo€ Eq.3.5
Onde:

Wg: Fluxo do ar seco requerido (kg ar seco h™).

Qm: Calor metabélico gerado (kcal h™).

h: Coeficiente de transferéncia de calor externo a parede do biorreator (Kcal
m2htc™h.

A: Area da superfie do reator: (m?)

Tout: Temperatura da saida do ar ().

Tin: Temperatura do ambiente ().

A: Calor latente de vaporizacdo da agua (kcal (kg agua)™).

Hin: Umidade absoluta do ar na entrada (kg agua (kg ar seco)™).

Hout: Umidade absoluta do ar na saida (kg agua (kg ar seco™)).

Qo: Calor de combustdo do substrato (kcal (O, equivalente-grama
consumido)™).

n: Rendimento energético.

og: Fragédo de carbono na biomassa

ys: Grau de reducgéo da biomassa.

H: Velocidade especifica de crescimento (h™)

Xo: Biomassa inicial (kg)
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t: tempo de fermentacéo (h)

O rendimento energético € calculado pela Equacao 3.6:

Y, Eq. 3.6

Onde:
Os. Fracao de carbono no substrato.
Ys: Grau de reducéo do substrato.

Yxs: Rendimento biomassa/substrato.

Consideram-se despreziveis os termos da Equacdo 3.4 correspondente a
producdo de &gua metabdlica e o calor transferido através das paredes do
fermentador, pode-se obter uma equacao simplificada (Equacao 3.4) da combinacao

das Equacobes 3.4 e 3.5:

Q

1-n
12( " )Os Ve 4 Xo €

A( Hout' Hin)

3.4.9 ConsideragOes sobre o escalonamento dos proce  ssos fermentativos em
fase sodlida.

No caso das fermentacOes aerobicas para predizer os resultados, a escala
de producéo a partir de resultados obtidos no laboratério ou em planta piloto requer
uma analise cuidadosa de cada uma das variaveis fisico-quimicas e biolégicas
(Quintero, 1993).

Os diferentes critérios para o escalonamento propostos na literatura baseia-
se na similaridade dos processos em escalas diferentes. Esta similaridade
(geométrica, cinematica ou dinamica) nos diferentes fenbmenos é o que garante o
mesmo padrédo de fluxo e a reproducdo dos resultados em equipamentos de

diferentes dimensdes (Skelland 1970).

A fermentacdo em estado solido € aplicada comercialmente em muitos
paises, e obviamente sdo utilizados critérios de escalonamento no projeto de plantas
industriais. Entretanto existe uma falta de informacéo sobre este tema por parte das
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indUstrias caracterizando os segredos industriais das tecnologias. H4 também uma
caréncia de informacdo dos centros de pesquisa e das universidades, o que leva a
pensar que o escalonamento tem sido feito a partir de métodos de tentativa e erro
(Lonsane et al., 1992).

3.5 Principios basicos da lixiviacao

A lixiviagdo consiste na dissolucéo preferencial de um ou varios solutos de
interesse por meio do contato entre um solido e um solvente liquido. E uma das
operacfes unitarias mais antigas da engenharia quimica e encontra-se bem
difundida na industria metalirgica, na producdo de acucar de cana e beterraba.
Também € muito empregada na indastria farmacéutica e de alimentos na obtencéo
de principios ativos presentes nas plantas, elaboracdo de esséncias para perfumes
e cosméticos(Treybal, 1989; Coulson & Richardson, 1981).

Para desenvolver um processo de lixiviagdo com sucesso, além da selecao
de equipamento utilizado, existe com freqtiéncia a influéncia de diferentes variaveis
entre as quais se destacam a preparacao dos solidos, a relacdo sdlido/solvente, a
temperatura do processo, o pH do solvente, a tenséo superficial do liquido, o grau de
agitacdo do sistema, a presenca de reacdo quimica ou ndo na extracao (Treybal,
1989; Coulson & Richardson, 1981).

3.5.1. Preparo dos solidos

A forma de extracdo depende em muitos casos dos tratamentos prévios a
gue sdo submetidos os soélidos porque os solutos ndo estdo na superficie do
material. Geralmente, os sélidos sao triturados ou moidos com o objetivo de facilitar
0 contato entre o soluto, que se encontra na fase solida, e o solvente (fase liquida) o
gue incrementa a velocidade da transferéncia dos solutos para o solvente. No caso
das fermentacdes sdlidas, como o meio de fermentacdo geralmente apresenta um
alto teor de umidade, o trituramento e/ou moagem sao dificultados. Quando os
metabalitos sdo extracelulares ndo é necessaria a alteracado no tamanho de particula

do meio sélido fermentado. Além disso, o efeito mecéanico produzido pela reducdo do
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tamanho de particula poderia em alguns casos afetar a estrutura das enzimas e a

sua atividade catalitica (Rodriguez-Fernandez 2004).

3.5.2 Relagéo solido/solvente

A relacdo entre a quantidade de sdlido a tratar e o volume de solvente é de
grande importancia. A intensidade e o carater do processo de extracao soélido-liquido
dependem em grande parte da difusividade do soluto na fracdo do solvente
selecionado, assim como da concentracdo de saturacdo do soluto no solvente
utilizado, pois esta diretamente relacionado com a forca motriz do processo. Por
outro lado, € necesséario levar em consideracdo que um grande volume de solvente
na extragdo dos solutos aumenta consideravelmente os custos de purificacdo e
recuperacédo do produto de interesse (Treybal, 1989; Coulson & Richardson, 1981).

Também devem ser conhecidos os efeitos dos solventes utilizados sobre os
metabdlitos de interesse, pois tém sido reportadas perdas de até 90% devido aos
solventes empregados na extracdo (Castilho et al., 1999). No caso especifico das

pectinases, xilanases e fitases, € necessario saber gque essas enzimas Sao

praticamente insolUveis em alcoois e outros solventes organicos.

3.5.3 Temperatura

Muitas vezes na industria quimica as lixiviacbes ocorrem em altas
temperaturas para incrementar a solubilidade dos solutos no solvente e facilitar a
difusividade do soluto no liquido. No caso dos produtos naturais (esséncias e
farmacos) e bioldgicos (proteinas e enzimas) o incremento excessivo da temperatura
afeta a qualidade dos produtos extraidos e a extracdo de produtos indesejaveis no
processo (Treybal 1989). Motivado pelas caracteristicas dos metabdlitos que sao
extraidos das fermentacdes solidas deve-se estabelecer um equilibrio entre as
propriedades fisico-quimicas do solvente e as propriedades bioquimicas dos solutos
(metabdlitos).

Outro aspecto importante da temperatura € sua incidéncia direta na
velocidade de extracdo dos metabdlitos, aspecto que serd analisado mais adiante ao

analisar a cinética do processo.
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3.5.4 Agitacéo

Os sistemas de lixiviagdo com agitagédo sdo muito utilizados, pois favorecem
a difusdo dos solutos no solvente. Esse efeito diminui os gradientes de concentracéo
que se produzem durante a passagem do soluto desde o solido até o meio do
liquido; e a conseguinte diminuicdo do tamanho da camada de liquido adjacente ao
sélido (Coulson & Richardson 1981).

3.5.5 pH

A influéncia do pH é fundamental nas extracdes acompanhadas de reacdes
quimicas; estas por sua vez dependem de um pH 6timo para a extragdo do soluto.
Portanto, a extracdo de enzimas e proteinas esta influéncia é baseada no
conhecimento que se tenha do intervalo de pH onde a estabilidade seja 6tima e, sua

atividade bioldgica seja elevada também (Rodriguez Fernandez 2004).

3.5.6 Tenséo superficial

A tensao superficial € um parédmetro fisico de significativa importancia nos
processo de extracdo solido-liquido, ja que afeta diretamente a difusividade dos
solutos no solvente. A sua influéncia pode se atenuar por duas vias: o incremento da
temperatura e as suas consequéncias, e utilizando sustancias surfactantes que nao
afetem os solutos e diminuam a tenséo superficial dos solventes. Muitas vezes 0s
surfactantes presentes no meio de fermentacdo, como sao considerados inertes e
ndo sao degradados durante as fermentacdes, podem ja estar presentes na
lixiviagdo sem necessidade de serem adicionados ao solvente. Entre os surfactantes
mais utilizados encontram-se o Tween 80, o Oleato de Sédio, o Sddio Laurilsulfato e

0 Monooleato de Sacarose (Rodriguez Fernandez 2004).
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3.5.7 Sistemas de lixiviagdo mais utilizados naind  Ustria.

Para a realizac&o dos processos de lixiviagdo tém-se desenvolvido distintos
equipamentos relacionados ao tipo de contato entre o sélido e o liquido, sendo os de
escorregamento ou de dispersédo dos sélidos no solvente. Este Ultimo caso pode ser
continuo ou descontinuo. Na Tabela 3.4 sdo reportados alguns dos equipamentos

mais conhecidos (Coulson & Richardson 1981).

Tabela 3.4. Distintos sistemas empregados nos proce  ssos de lixiviagao.

Sistemas de lixiviacao.

Tanques descontinuos. Extrator tipo Rotocel.

Filtros adaptados. Extrator tipo Bollman.

Extrator tipo Kennedy.

Sistemas de sélidos em disperséao.

Tanques agitados. Extrator tipo Hidelbrant de total imerséo.

Tanque de Pachuca Extrator tipo Screw-Conveyor.

Tanques de agitacéo.

Tanques de sedimentacdo gravimétrica.

3.5.8 Modelagem matematica dos sistemas de lixiviag ~ ao descontinuos.

O tratamento matematico da lixiviagdo em sistemas descontinuo € complexo
sendo dificil de quantificar a transferéncia da matéria no interior dos poros da matriz
fermentada. E impossivel definir a geometria (forma e dimensées) através da qual
acontece a transferéncia. Aplicando o conceito de uma camada delgada como
responsavel pela resisténcia a transferéncia de massa, se define por uma equacao
de transferéncia de matéria para sistemas descontinuos reportada por Coulson &
Richardson (1981):

dM — DABAr(CS_C)
dt 0

Eg. 3.8

Onde:

Dag: Difusividade (cm? min™).

Ar: Area de transferéncia (cm?).

0. Tamanho da camada (cm).

C: Concentracéo do soluto na solucéo liquida para um tempo dado (g L™).

Cs: Concentracéo de equilibrio do soluto no solvente (g L™).
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M: Massa de soluto transferido no tempo (min).

Considerando que o volume da solucdo permanecera constante, o

diferencial de massa fica da seguinte forma:

dM =VvdC Eqg. 3.9

d_C — DasAr (Cs — C)

Eqg. 3.10
dt N

7

Integrando a equacédo diferencial acima, € obtida a equacao utilizada na
determinacdo dos parametros que definem o processo de lixiviagdo num sistema

descontinuo representada na Equacao 7:

C=C.,(1-e™) Eq.3.11

Onde:

C: Concentracédo do soluto na solugéo liquida para um tempo dado (g/L).
Cs: Concentracéo de equilibrio do solvente (g/L).

k: Constante cinética da velocidade de extracdo (min™).

t: Tempo de extragdo (min).

A constante cinética do processo depende da temperatura e do sistema
sélido-liquido que seja empregado. Esta constante estad relacionada com outros
parametros que caracterizam o processo atraves da Equacao 3.12:

k = Daer Eq. 3.12
ov

Onde:

Dag: Difusividade (cm?min™).
Ar: Area de transferéncia (cm?).
0. Espessura da camada (cm).

V: Volume de solvente (cm?).

Como ja mencionado, 0os processos de lixiviacdo ou extracdo sélido-liquido,

podem estar ou ndo relacionados a uma reagdo quimica. O mecanismo que
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controlara a transferéncia de massa de solutos do sélido ao liquido vai depender da
ocorréncia de uma reacao quimica ou ndo. No caso de nao existir reacdo quimica o
mecanismo de controle sera a difusividade dos solutos no liquido. Caso ocorra
reacao quimica durante a extragdo o mecanismo que controlara a lixiviacdo sera a

propria reacdo. O seguinte critério é estabelecido para determinar qual dos dois
mecanismos controla a extragao (Coulson & Richardson 1981).

Se E>40 KJmol™ Controla a reacdo quimica.

E<12 KJmol? Controla a difusiviade.

E: Energia desenvolvida no processo.

3.6 Ultrafiltracéo

Nos ultimos anos, com o avanco e o desenvolvimento alcangado no mundo
pela biotecnologia, € notavel o desenvolvimento dos processos de filtracdo através
de membranas. Estes processos tém grande importancia, pois se trabalha com
elementos de tamanho microscopicos (células, proteinas, metabdlicos, etc.) de dificil
recuperacdo com os métodos tradicionais da industria quimica. Normalmente, a
filtracAdo por membranas ndo vem substitui-los, pois todo processo de filtragcdo por
membranas utiliza uma etapa prévia de filtragdo convencional, centrifugacao,
sedimentacdo ou até tratamentos enzimaticos ou fisico-quimicos com o objetivo de
separar ou “gquebrar” os solidos de maior tamanho e favorecer assim a separacéo
por membranas (Schweitzer 1997; Belter 1988).

Os processos de filtracdo por membranas sdo processos que buscam
separar moléculas de soluto em soluc¢des aquosas diluidas onde nao haja formacéo
de torta. Isto é alcancado com a aplicacdo de sistema de fluxo cruzado, ou seja, 0
fluxo de alimentacdo é tangente a superficie do filtro; a0 mesmo tempo a vazao
através do filtro (membrana) é menor que a vazao tangencial, o qual possibilita que
nao exista acumulacéo de torta na superficie da membrana. Estes processos sao
utiizados com trés finalidades especificas: concentrar, purificar e diafiltrar
(Schweitzer 1997; Belter 1988).
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As membranas (consideradas meios filtrantes) sdo camadas delgadas com
muitos microporos, de tamanho entre 1,0 e 0,1 ym, dispersos por toda a superficie.
A porosidade, em alguns casos 80% da superficie da membrana, € capaz de
permear moléculas de pequeno tamanho e reter as de grande tamanho (Schweitzer
1997, Belter 1988).

A Tabela 3.5 demonstra os distintos tipos de filtragdo com membranas

segundo o tamanho do soluto que se deseja separar (Schweitzer 1997; Belter 1988).

Tabela 3.5. Tipos de ultrafiltros mais utilizados i  ndustrialmente

Tipo de médulo

Propriedades Hollow fiber Spiral wound Plate and frame
Densidade de Alta Moderada Moderada
empacotamento.
Relacao 2 3 2.3 2.3
area/volume 15000 m™m 300-900 m"m 200-400m m
Toleranc_la a solidos Baixa Baixa Moderada
suspendidos
Il_:aC|I|dade de Retrolavagem Regular Regular
impeza.
Configuracdo Modulo Maodulo Folha ou moédulo
Resisténcia a Baixa Moderada Boa
Ruptura
gUSt_O de 50-200 U$ m” 300-1000 U$ m™ 1000-3000 U$ m™

abricacdo

3.6.1 Classificacdo das membranas

As membranas se classificam em dois grandes grupos: Hidrofilicas e
Hidrofébicas. As membranas hidrofilicas sdo construidas normalmente por diferentes
materiais como os ésteres de celulose, nylon, polivinilclorado e acronitrilo. Estes
polimeros permitem a estabilidade da membrana em um amplo espectro de pH,
temperatura e presenca de solventes organicos. Estas membranas sé&o
caracterizadas pelo peso molecular nominal de corte (“cut off”), medidas de 1 kDa,
10 kDa, 100 kDa e 1.000 kDa. O “cut-off” do peso molecular representa o tamanho
maximo da molécula que consegue permear pela membrana (Schweitzer 1997,
Belter 1988).

As membranas hidrofébicas sédo fabricadas marcando com calor 0os poros
em filmes poliméricos, tais como o polipropileno. Em seguida, sdo derramadas gotas
de um polimero hidrofébico na superficie da membrana, tornando sua porosidade ao

redor de 35% com uma espessura de 3 mm. O filme polimérico recoberto pelo
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polimero hidrofobico € usado na construgdo da membrana, projetando-a para que a
superficie recoberta figue em contato com o fluido de alimentagdo. Estas
membranas tém o inconveniente de que a sua hidrofobicidade durante a sua
utilizacdo causa deformacdes, tornando seu emprego limitado a solucdes diluidas
onde o solvente ndo seja agua ou sejam impregnadas em uma mistura etanol-agua

para solucdes aquosas (Schweitzer 1997; Belter 1988).

3.6.2 Critérios de selecdo das membranas. Vantagens e desvantagens.

Para a escolha de uma membrana que vai ser utilizada em um processo de
ultrafiltracdo devem ser considerados os seguintes aspectos (Schweitzer 1997,
Belter 1988):

v' Tamanho do soluto de interesse;

v' Temperatura e pH da solugao;

v' Geometria da membrana;

v Tipo de solvente presente no meio.

Os processos de ultrafiltracdo tém as seguintes vantagens (Schweitzer
1997, Belter 1988):

v' Permitem a separacdo de particulas de tamanho pequeno e de ordem
molecular, onde se destacam as proteinas produzidas durante o
processo de fermentacao;

v' Como sao processos de filtracdo por membranas, ndo ha formacgéo de
torta na superficie do meio filtrante;

v" Obtém-se um alto grau de purificacdo e pureza do soluto de interesse.

E apresentam as seguintes desvantagens (Schweitzer 1997; Belter 1988):

v' As fermentacdes em batelada, precedentes a estes processos, raras
vezes produzem produtos de igual quantidade;

v/ Sédo poucos os produtos atualmente conhecidos por sua importancia no
mercado, 0s quais permitem a operacao de filtracdo por membranas de

forma continua;
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v A forma mais simples de controlar a qualidade dos produtos que se

obtém é trabalhando em forma descontinua.

E importante destacar a grande aceitacéo dos processos de ultrafiltracdo na
purificacdo de proteinas, pois estas sdo moléculas com uma cadeia polipeptidica
grande contendo grupos terminais que conferem uma carga total a molécula, a qual
varia com o pH do meio. O aperfeicoamento das técnicas de ultrafiltracdo para
separar proteinas ocorre devido a deficiéncia dos processos tradicionais de
separacao para tratar estes solutos. Esta técnica consegue separar produtos da
industria farmacéutica e biotecnoldégica com a qualidade exigida pelo mercado,
utilizando o peso molecular destes produtos. Estes processos com membranas
produzem pequenas mudancas no pH, sobretudo na zona mais proxima ao meio
filtrante (membrana), o qual favorece o desprendimento de grupos carregados
anexos aos grupos terminais da proteina, favorecendo assim o isolamento. A
ultrafiltracdo também € utilizada para fazer purificacdes parciais das solugdes.
Dependendo do objetivo que se busque se pode definir a melhor estratégia, ou seja,

concentrar, purificar ou diafiltrar (Schweitzer 1997; Belter 1988).

Os processos de filtracdo através de membranas séo influenciados por um
fator determinante: a geometria do sistema que esta relacionada ao tipo de modulo

utilizado. Na maioria dos casos, é esta geometria que define qual modelo sera

empregado no processo de recuperacdo ou “down-stream”.

3.6.3 Fatores que afetam os processos de ultrafiltr ~ acéo.

E conveniente analisar as principais resisténcias que se podem encontrar
nos processos de ultrafiltracdo. A primeira é a concentracdo de polarizacdo, a qual
surge ao ser retido parte do soluto presente na alimentacdo, provocando um
aumento na concentracdo dessas espécies na zona proxima ao filtro, criando uma
diferenga de concentracdo entre a referida zona e o liquido, afetando a difusividade
das particulas menores pelo filtro (Schweitzer 1997; Belter 1988).

Outra resisténcia € devida a formacdo de uma camada de gel polarizada

sobre a superficie do filtro, a qual se manifesta de forma parecida com a
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concentracdo de polarizagcdo, mas esta obstrui a passagem das moléculas através
do filtro (Schweitzer 1997; Belter 1988).

A Ultima resisténcia presente nos processos com membranas € conhecida
como “fouling”. Consiste na deposicdo no interior dos canais da membrana, por
adsorcdo de particulas que tenham o didametro maior que os poros, até o bloqueio
total desses canais, 0 que dificulta a separagcdo por uma reducdo na vazéo
(Schweitzer 1997; Belter 1988).

Existem diferentes estratégias para minimizar estas resisténcias:

v" Reduzir a concentracdo de particulas e géis na alimentacdo mediante
uma operacdo de filtracdo convencional ou centrifugacdo prévia da
alimentacao;

v' Manter o valor mais alto possivel da velocidade da alimentacédo do filtro
manter o fluxo de alimentacédo paralelo a superficie do filtro;

v' Utilizagcao de um ciclo de lavagem, o qual pode ser em igual sentido da
alimentacéo (co-corrente) ou em sentido inverso (contra-corrente). Nos

modulos “hollow fiber” se utiliza este ultimo tipo de lavagem (também

chamada “retro-lavagem”).

3.7 Conservacédo das enzimas em longo prazo.

Além do custo de producdo das enzimas purificadas, 0s processos
esbarram em outra dificuldade no uso de enzimas, que possuem uma relativa
instabilidade durante o processo catalitico. A estabilizacdo e protecdo de atividades
enziméaticas sdo fenbmenos que normalmente envolvem a compactacdo de
estruturas proteicas, aumentando as forcas que mantém as estruturas terciarias e
quaternarias destas moléculas. As proteinas podem ser desnaturadas por calor, pH,
certos solventes organicos misciveis (alcool ou acetona), e por alguns solutos ( uréia
e cloreto de guanidina e detergentes) (Ortiz-Costa, 2002; Lopes & Sola-Pena, 2001,
Sola-Penna, 1998).

Os métodos mais empregados na estabilizacdo das enzimas reportados na

literatura cientifica sao (lyer, 2008; Fagian, 1995):

v" Procura de enzimas com alta estabilidade natural;
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Melhoramento genético dos microorganismos produtores de enzimas;
Adicdo de agentes estabilizadores;

Modificacdo quimica,;

N N N

Encapsulamento em géis, fibras e micélios.

A influéncia da adicdo de agentes estabilizadores para estabilizar as
proteinas e as enzimas é um balanco entre as interagfes intramoleculares da
molécula protéica (grupos COOH e grupos NH;) com o solvente do ambiente. Esta
estabilidade esta relacionada a resisténcia de fatores negativos como a temperatura,
pH ou agentes desnaturantes que afetam a estabilidade da molécula ou sua fungéo
biolégica. A perda da estrutura espacial ou estrutura tercidria da enzima e a sua
capacidade de degradacdo do substrato € conhecida como desnaturacdo das
enzimas. A desnaturacdo das proteinas pode ser reversivel pela remocdo dos
agentes desnaturizantes, ou mudancgas nas condi¢cdes de conservagao; mas quando

a perda de atividade é irreversivel € conhecida como inativacao (Fagain et al., 1995).

A estabilizacdo das enzimas € consequéncia particular de um simples
fendmeno termodinamico, a ligacéo preferencial dos componentes do solvente (agua
+ agente) pela proteina. De fato, estabilizadores (sacarose, glicerol, trialose, etc.)
sao classes singulares de compostos que induzem a estrutura da proteina para uma
forma mais compacta (lyer, 2008; Ortiz-Costa, 2002; Lopes, 2001; Sola-Penna,
1998; Fagain, 1995).

A adicéo de estabilizadores, como € o caso do glicerol, € atribuida ao efeito
negativo sobre a atividade da agua na solucdo e a diminuicdo de possiveis
contaminagdes microbianas. Como exemplo, proteases podem ser armazenadas em
solugcdes com glicerol (50% a 70%) a uma temperatura de 33T durante 23 dias sem
se observar perdas na sua atividade. As solu¢bes com aproximadamente 40% de
glicerol sdo capazes de reter 100% de atividade de malate deshidrogenases durante
meses (lyer 2008; Schmid 1979).

Normalmente a conservagdo da atividade das enzimas nos formulados
enzimaticos é modelada pela equagédo de Arrenhius (Garcia et al., 1998) como é

mostrado abaixo:
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A=Age™ Eq.3.13
Onde:

A: Atividade num tempo determinado (U mL™).

Ao: Atividade inicial (U mL™).

k: Constante de desnaturacdo (semanas™).

t: Tempo (semanas).

A constante cinética de desnaturacdo das enzimas nas diferentes condi¢des

de armazenamento pode ser isolada e calculada através da Equacéo 3.14

In| —
K= - tpb Eq.3.14
Este modelo permite predizer o valor da atividade das enzimas capaz de ser

retida, vida de prateleira, pelas formula¢cdes no tempo uma vez armazenadas, assim

como a que intervalo de temperatura € recomendavel conservar estas formulacdes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microorganismo.

Foi utilizada uma cepa de Aspergillus niger F3, procedente da Divisdo de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Parana.
Esta cepa foi escolhida por suas potencialidades e devido ao interesse industrial nas

enzimas produzidas pelas espécies do género Aspergillus.

4.2 Manutencéo e conservacdo do microorganismo.

A manutencdo da cepa foi feita mediante semeaduras peridodicas em meio
Czapek sélido. Os tubos inclinados foram incubados durante 7 dias a temperatura de
30C. Apos a incubacao foram conservadas em geladei ra a uma temperatura entre 4
e 8C.

4.3. Preparo do in6culo.

Foram pesadas 10 g de polpa citrica moida e adicionadas em 100 mL de
agua destilada. Esta suspenséao foi autoclavada por 15 minutos a 121<C para extrair
0s acucares livres presentes na matriz sélida. Apds a autoclavagem, a solucéo foi
esfriada até temperatura ambiente e filtrada a vacuo. O filtrado foi diluido em uma
propor¢cao 1:10. Como fonte de nitrogénio foi empregado Nitrato de Amoénio no
inoculo, sendo adicionada a solucédo filtrada e diluida numa relacdo 1,5%
peso/volume. O pH foi ajustado a 5,0 com HCI 0,IN. O meio foi novamente
autoclavado a latm durante 20 minutos. ApGs resfriamento o meio foi inoculado com
a cepa de Aspergillus niger F3. O indculo foi incubado em shaker a 30C com uma

agitacao rotatoria de 120 rpm durante 96 horas.

4.4 Substrato e preparacéo da fermentacdo em biorre  atores.

O meio de cultivo e o tempo de fermentagéo foram definidos por Spier 2008.

Foi empregada como suporte solido e matriz dos acucares a polpa citrica moida. A
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distribuicdo de tamanho da polpa usada no meio foi de 75% com um tamanho de

particula entre 2 e 0,8 mm e 25% com um tamanho superior a 2 mm.

A composicao quimica e bromatolégica da polpa citrica definida por Castro
Neto (2004) é mostrada na Tabela 4.1:

Tabela 4.1. Composicao quimica e bromatolégicadap olpa citrica seca.

Componente Teor (%)
Matéria seca 89,17
Matéria organica 79,31
Proteina bruta 6,87
Extrato etéreo 2,73
Fibra bruta 12,19
FDN 23,85
FDA 20,15
Pectina 29,3
Lignina 1,09
Celulose 22,54
NIDA (% do N total) 11,02
CHO sol. 19,65
Cinzas 5,87
Calcio 2,02
Fosforo 0,19

Como sais suplementares 0 meio teve a seguinte composicdo levando em

consideracao o peso dos sais e 0 peso do substrato em base seca:

NH4NO; 0,43 %
Na,SO., 0,021 %
MgS04.7H,O0 0,077 %
ZnS0,7H,O 0,042 %
KCl 0,162 %
Ca(OH), 0,011 %

Para a preparacdo do substrato os sais e o Tween 80 (1% v/v) foram

dissolvidos em agua, o pH foi ajustado para 5,0. Uma vez obtido esse valor de pH
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foram misturadas a solugdo com os sais, 0 inoculo e a polpa citrica, mantendo a
relagdo de inoculagdo 1/10 volume/peso sobre a base do substrato Umido a
fermentar. O meio foi balanceado considerando as umidades desejadas (55%; 60%;
65%).

4.5 Dispositivos e condi¢des de fermentacéo.

As fermentacgOes foram realizadas em fermentadores de 5 e 20 kg de carga
total de substrato (Ver Anexo 4). A aeracao foi estudada em quatro niveis 0,5; 0,75;
1 e 1,25 VKgM e fornecida através um compressor marca Schultz modelo WSV 6
com capacidade maxima de 6 pés®/min de ar.

A vazéo de ar a ser fornecida no sistema de fermentacao foi calculada pela
seguinte equacao:
Fa =VkgM [Mg Eq. 4.1

Onde:

Far: vazdo do ar (L min™).

VkgM: volume de ar que passa através do meio / quilograma de meio /

minuto.

Ms: Massa do substrato (kg).

4.6 Determinacado da atividade da enzima Fitase.

A metodologia para determinar a atividade da fitase foi similar & descrita por
Greiner & Farouk (2007). Neste caso € importante assinalar que foi seguida a
mesma metodologia reportada na literatura, porém utilizou-se tampéao Citrato a pH
3,0.

4.6.1 Preparo do Tampé&o Citrato 0,1 M para pH 3,0.

A: Solucao de Citrato Dissédico 0.1 M

Foram pesados 21 gramas Acido Citrico Monohidratado da marca SIGMA e

dissolvidas em 200 mL de NaOH 1 N, e completou-se com agua destilada até 1 litro.
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B: Solugédo Tampéo Citrato 0,1 M pH 3,0.

Foram tomados 4,9 mL de HCI concentrado e adicionados em 500 mL de

agua destilada.

v" Foram misturados 40,5 mL da solucdo de Citrato Dissoédico 0,1 M e 59,5

mL da solugcéao de HCI 0,1 N.

v" Foi ajustado o pH para 3,0.

4.6.2 Preparo da solucao de Fitato 2,5 mM em tampéo  Citrato a pH 3,0.

v' Foram pesados 0.125 g de fitato de so6dio em um copo de Becker.

v' Foram dissolvidos em 45 mL da solucao de Citrato Dissédico 0,1 M para

pH 3,0.

v" A solucao foi ajustada para volume final de 50 mL.

4.6.3 Curva padréo para fosfato liberado.

v

Foram pesados 0,439 g de Fosfato de Potassio monohidratado
(KH2PO,).

Posteriormente foram dissolvidos em 80 mL de agua destilada e
ajustados para 100 mL.

Da solucao anterior, foram tomados 5 mL e adicionados em 80 mL de
agua destilada e ajustados para 100 mL.

Desta ultima solucao, foram tomados diferentes volumes desde 0,1 mL
até 0,9 mL, completando-se com agua destilada até 1 mL. Os valores
das concentracdes de fosforo sdo mostrados na Tabela 4.2.

As solucdes foram agitadas em um vortex.

Foram tomados de cada solugéo anterior 0,40 mL, misturados com 1,5
mL de uma solucéo 1:1:2 (v:v:v) de H,SO,4 5N, Molibdato de Amoénio 10
mM e Acetona.

O branco foi feito adicionando 0,4 mL de agua destilada num tubo de
ensaio.

Ap6s 1 minuto foram adicionados 0,1 mL de uma solucdo de Acido
Citrico 1N.
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v' As amostras foram lidas num espectrofotbmetro com 355 nm de

comprimento de onda.

Tabela 4.2. Concentracdes das solugdes para fazer  a curva padrdo do fésforo livre.

Solugéo de KH ,PO, (mL) Agua destilada (mL) Conc. de Fésforo
(umol mL ™)
0,1 0,9 0,0646
0,2 0,8 0,1293
0,3 0,7 0,2000
0,4 0,6 0,2585
0,5 0,5 0,3232
0,6 0,4 0,3878
0,7 0,3 0,4524
0,8 0,2 0,5170
0,9 0,1 0,5820

4.6.4 Reacao enzimatica

v

Foram adicionados 0,35 mL da solucdo de Fitato 2,5 mM em tampéo
Citrato a pH 3,0 em tubos eppendorf.

Os tubos foram aquecidos a 50C durante 10 minutos .

Posteriormente, foram adicionados 0,05 mL do extrato contendo a
enzima.

Foram agitados imediatamente os tubos.

A reacdao foi incubada a 50°C durante 15 min.

Foi detida a reacdo adicionando 1,5 mL de uma solucéo 1/1/2 (v/viv) de
H,SO4 5N, Molibdato de Aménio 10 mM e Acetona

Apos 1 minuto foram adicionados 0,1 mL de uma solucdo de Acido
Citrico 1N.

As amostras foram centrifugadas a 10 000 rpm durante 5 minutos.

As amostras foram lidas num espectrofotbmetro a 355 nm de

comprimento de onda.

4.6.5. Célculo da atividade da enzima Fitase.

O calculo da atividade da enzima fitase foi feita mediante a Equacéo 4.2:

S

Ik

Onde:
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A: Atividade enzimatica (U/mL).

DO: Densidade 6tica da amostra.

m: Coeficiente angular da curva padrao (umol de fésforo/mL).

Vr: Volume total da mistura do ensaio (2mL).

Va: Aliquota do extrato enzimatico (0,05 mL).

t: Tempo de reacao (min).

d: Diluicéo.

A unidade de atividade foi definida como a quantidade de fosforo liberado

por mililitro por minuto (umol mL™ min™) nas condi¢8es estabelecidas.

4.7 Determinacédo da atividade da enzima Pectinase.

A metodologia para determinar a atividade da pectinase foi a mesma

descrita por Rodriguez-Fernandez 2007.

4.7.1 Preparacao do Reativo DNS

v

Foram pesados 8 g de NaOH e dissolvidos em 200 mL de agua
destilada.

A solucéao de NaOH foi aquecida.

Foram pesadas 5 g de Acido Dinitrosalissilico e dissolvidas lentamente
na solucéo de NaOH.

Foram pessadas 150 g de Tartarato de Sodio e Potassio e dissolvidas
em 250 mL de agua fervendo.

As duas solugdes foram misturadas e deixadas resfriando até
temperatura ambiente durante 24 horas.

Finalmente foram completadas para um volume de 500 mL.

4.7.2 Preparacgéo da solugéo de Pectina 0.5% em tamp &o Citrato 0,1 M para pH

4,0.
4

Foram pesados 0,5 g de pectina da marca SIGMA em um copo de

Becker.
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Foram adicionados 80 mL da solug&o de Citrato Dissodico 0,1 M para pH
4,0 e aquecidos até dissolver toda a pectina.
A solucéo foi resfriada até temperatura ambiente e completada com

tampao Citrato Dissodico 0,1 M pH 4,0 para 100 mL.

4.7.3 Curva padrao do 4cido galacturénico.

Para o célculo da atividade enzimatica, os acucares liberados pela reacéo

enzimatica foram determinados utilizando o método do &cido dinitrosalicilico (Miller,

1959).

v

<

Foram pesados 0,025 g de acido galacturbnico da marca SIGMA,
posteriormente foram dissolvidos em 25 mL de &agua destilada e
ajustados em um baldo volumétrico de 25 mL.

Foram tomados diferentes volumes da solucdo anterior desde 0,2 mL até
0,8 mL, completando com &gua destilada até 1 mL (Ver tabela 4.3). As
solucdes foram agitadas em um vortex.

O branco foi feito adicionando-se 1mL de agua destilada num tubo de
ensaio.

Foi adicionado 1mL do Reativo DNS em cada tubo de ensaio.

Os tubos de ensaio foram colocados em um banho-maria com agua em
ebulicdo durante 5 minutos.

ApoOs 0s 5 minutos os tubos foram resfriados até temperatura ambiente e
adicionados 5mL de agua destilada em cada tubo de ensaio.

Os tubos foram agitados em um vortex.

As amostras foram lidas no espectrofotdmetro (540 nm).

Foi feito um gréafico de D.O. (densidade otica) v.s. Conc. (concentracao
do acido galacturdnico). O coeficiente angular (m) e o intercepto da

reta(n) foram calculados por minimos quadrados.

Tabela 4.3 Concentracdes das solugfes para fazera  curva padrédo do &cido
galacturdnico.

Solucéo de Ac. Agua destilada Conc. de Ac. Galacturdnico
Galacturonico (mL) (mL) (umol mL )

0,2 0,8 1,03

0,3 0,7 1,55

04 0,6 2,06

0,5 0,5 2,58

0,6 0,4 3,09

0,7 0,3 3,61

0,8 0,2 4,12
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4.7.4 Reacao enzimética.

v
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v

Foram adicionados nos tubos de ensaio 0,9 mL da solugcéo tampéao de
pectina.

Foram incubados em banho-maria a 50°C durante 5 min.

Foram adicionados 0,1 mL do extrato contendo a enzima.

Foram agitados imediatamente os tubos.

A reacéo foi incubada a 50°C durante 15 min

Foi detida a reacdo pela adicdo de 1 mL de DNS e imediatamente
agitada.

Os tubos de ensaio foram colocados em um banho-maria com agua
fervendo durante 5 minutos.

ApOs 0s 5 minutos os tubos foram resfriados até temperatura ambiente e
adicionados 5 mL de agua destilada em cada tubo de ensaio.

As amostras foram lidas em espectrofotometro (540 nm).

4.7.5 Calculo da atividade da enzima Pectinase.

A atividade da pectinase foi calculada pela Equacéao 4.3.

a

A=((mDO.)+ n)(\%j[%jd Eq. 4.3

A: Atividade enzimatica (U/mL).

DO: Densidade o6tica da amostra.

m: Coeficiente linear da curva padréao (umol de Ac. Galact./mL).

n: Intersecao da curva padrao.

VR: Volume de reacéo (1mL).

V,: Aliquota do extrato enzimatico (0,1 mL).

t: Tempo de reagao (min).

d: Diluicao.

A

unidade de atividade foi definida como a quantidade de acido

galacturénico liberado por mililitro por minuto (umol mL™ min™) nas condicdes

estabelecidas.
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4.8 Determinacao da atividade da enzima Xilanase.

A metodologia para determinar a atividade da fitase foi similar a descrita por
Rodriguez-Ledn (2002).

4.8.1 Preparacgao da solugéo de Xilano 1% em tampédo  Citrato 0,1 M para pH 4,0.

Foi pesado 1 g de xilano em um copo de Becker.

Foram adicionados 80 mL da solug&o de Citrato Dissodico 0,1 M para pH
4,8 e aquecidos até ebulicdo.

A solucéo foi resfriada sob agitacéo até temperatura ambiente.
Posteriormente foi centrifugada a 5000 rpm durante 10 minutos para
remover os soélidos insoluveis.

O volume final da solucdo foi ajustado com tampdo Citrato Dissddico

0,1M pH 4,8 num balédo volumétrico de 100mL.

4.8.2 Curva padréo da Xilose.

Para determinar os acucares liberados pela atividade enzimatica foi utilizado o

meétodo do acido dinitros-salicilico (Miller 1959).

v

Foi colocado na estufa a 60 € uma pequena quantid ade de xilose
durante 1 hora.

Foram pesados 0,025 g de xilose; posteriormente foram dissolvidas em
25 mL de 4gua destilada e ajustadas em um baldo volumétrico de 25 mL.
Foram tomados diferentes volumes da solucdo anterior desde 0,2 mL até
0,7 mL e completados com agua destilada até 1 mL (ver Tabela 4.4). As
solucdes foram agitadas em um vortex.

O branco foi feito adicionando 1mL de agua destilada num tubo de
ensaio.

Foi adicionado 1mL do Reativo DNS.

Os tubos de ensaio foram colocados em um banho a 100C durante 5

minutos.
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v' Ap0s os 5 minutos os tubos foram esfriados e adicionados 5mL de agua
destilada em cada tubo de ensaio.
v' Os tubos foram agitados em um vortex.

v'As amostras foram lidas em um espectrofotémetro (540 nm).

Tabela 4.4 Concentracdes das solu¢des para fazera  curva padrdo da xilose.

Solucéo de Xilose Agua destilada Conc. de Xilose
(mL) (mL) (umol mL ™)

0,2 0,8 1,33

0,3 0,7 2,00

0,4 0,6 2,67

0,5 0,5 3,33

0,6 0,4 4,00

0,7 0,3 4,67

4.8.3 Reacao enzimética.

v" Foi adicionado num tubo de ensaio 0,5 mL da solu¢cédo tampéao de xilano e
incubados em banho a 50°C durante 5 min.

v" Foram adicionados 0,5 mL do extrato contendo a enzima e incubada a

reacao a uma temperatura de 50°C durante 20 minutos.

A reacdao foi detida pela adicdo de 1 mL de DNS e agitada.

A mistura foi colocada num banho de 4gua a 100°C durante 5 minutos.

Apos foi resfriada, foram adicionados 5 mL de agua destilada e agitados.

SSEENEE NN

As amostras foram lidas num espectrofotdmetro (540 nm).

4.8.4 Célculo da atividade da enzima xilanase.

A atividade da enzima xilanase foi calculada pela Equacéo 4.4

A=((mbDO.)+ n)(\%j[%jd Eq. 4.4

a

A: Atividade enzimatica (U/mL).

DO: Densidade 6tica da amostra.

m: Coeficiente lineal da curva padréao (umol de xilose/mL).
n: Intersecao da curva padrao.

VR: Volume de reacéo (1mL).

V,: Aliquota do extrato enzimatico (0,5 mL).
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t: Tempo de reagao (min).
d: diluigdo.
As unidades de atividades sdo definidas como a quantidade de xilose

liberadas por mililitro por minuto (umol mL™ min™).

4.9 Determinacdo da concentracao de proteina.

A concentragdo das proteinas foi determinada utilizando a metodologia de
Lowry (1951), utilizando como padrédo Albumina de Soro Bovino (BSA).

4.8.1 Preparacgdo do Reativo C.

Reativo A.
v' Foram pesados 2 g de Na,CO3 e 0,4 g de NaOH.
v' Foram dissolvidos em &gua destilada e ajustados em um baldo

volumétrico de 100 mL.

Reativo B1.
v' Foi pesado 1g de Tartarato de Sodio e Potassio.
v' Foi dissolvida em agua destilada e ajustado o volume em um baldo

volumétrico de 50 mL (Reativo B1)

Reativo B2.
v Foi pesada 0,5g de Sulfato de Cobre Heptahidratado.
v' Foi dissolvido em agua destilada e ajustado o volume em um baldo

volumétrico de 50 mL (Reativo B2).

Reativo C.
v" Foram tomados 50 mL do Reativo A.

v" Foram adicionados 0,5 mL do Reativo B1 e 0,5 mL do Reativo B2.

4.8.2 Curva Padrdo do BSA.

v' Foram pesados 19,5 g de BSA e dissolvidas em agua destilada.
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Foram ajustados em um balédo volumétrico de 50 mL.

Foram tomados diferentes volumes da solugéo anterior de 0,05 mL até 0,3
mL completando com agua até 6mL (ver Tabela 4.5).

Foram tomados 1,25 mL do Reativo C e adicionados em tubos de ensaio
limpos.

Foram adicionados 125 pL de cada solucdo padronizada nos tubos de
ensaio contendo o Reativo C. O branco foi feito utilizando 125 pL de agua.
Os tubos de ensaio foram agitados e deixados reagir durante 15 minutos.
Foram adicionados 125 uL do Reativo de Folin em cada tubo diluido em
uma relagéao 1:3 (v:v).

Os tubos foram agitados e deixados reagir durante 10 minutos.

As amostras foram lidas num espectrofotdmetro (700 nm).

Tabela 4.5. Concentragdes padrdes de prote ina tomando como referéncia BSA.

Solucéo de BSA Agua destilada Conc. de Proteina
(mL) (mL) (mg mL )

0,05 5,95 3,25

0,10 5,90 6,50

0,15 5,85 9,75

0,20 5,80 13,00

0,25 5,75 16,25

0,30 5,70 19,50

4.8.2 Reacao Protéica.

v

4.8.4 Céalc

A

Foram tomados 1,25 mL do Reativo C e adicionados em tubos de ensaio
limpos.

Foram adicionados 125 pL de cada solucdo padronizada nos tubos de
ensaio contendo o Reativo C. O branco foi feito utilizando 125 pL de agua.
Os tubos de ensaio foram agitados e deixados reagir durante 15 minutos.
Foram adicionados 125 pL do Reativo de Folin em cada tubo diluido em
uma relagéao 1:3 (v:v).

Os tubos foram agitados e deixados reagir durante 10 minutos.

ulo da quantidade de proteina.

quantidade de proteina foi calculada pela Equacéo 4.5

D.O.)+n

prot, = M Eq. 4.5
Dil
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Prot.: Concentracdo de proteina (mg mL™).

DO: Densidade otica da amostra.

m: Coeficiente linear da curva padréo (mg mL™).
n: Intersec¢ao da curva padréo.

d: Diluicéo.

4.10. Quantificacdo de biomassa.

A quantidade de biomassa produzida durante as fermentacdes foi

determinada através da quantificacdo do ergosterol presente nas amostras tomadas

durante diferentes tempos de fermentacdo similar a reportada por Carvalho et al.

2006.

4.10.1 Extracao do ergosterol.

v

AN
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Foi pesada 1 grama de meio sdélido fermentado em diferentes frascos e
foram adicionados 2 mL de uma solugdo de NaOH 2M e 4 mL de etanol.

Os frascos foram incubados durante 1 hora a 70C e m banho-maria.
Posteriormente foram adicionados 2 mL de HCI 1M e 1mL de KHCO3 1M e
os frascos foram agitados.

Foram adicionados 4 mL de n-Hexano e agitados vigorosamente.

As amostras foram centrifugadas para separar as fases.

As fases leves (n-Hexano) foram recolhidas e se adicionaram outros 4 mL
de n-Hexano.

Novamente as amostras foram centrifugadas e a fase leve foi recolhida.

O extrato foi evaporado em temperatura ambiente durante24 horas.

O ergosterol extraido foi dissolvido em 50 pL de n-Hexano.

A analise dos extratos foi feita em um HPLC Varian ProStar, com coluna
C18 e detetor PDA (matriz de fotodiodos) regulado a 282 nm.



57

4.11 Determinagdes da umidade.

Os teores de umidade inicial e final do meio de fermentacdo foram
determinados utilizando uma balanga analitica com radiagdo infravermelha marca
Sartorius modelo MA-50.

4.12 Estudos da influéncia dos ions no processo de extracao.

O estudo do efeito de diferentes ions sobre o comportamento da extracao
das enzimas do meio foi realizado em copos de Becker com agitacdo magnética no
caso do estudo da influéncia dos ions. Os acidos contendo os anions analisados e

as concentracdes sdo mostradas na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Sustancias utilizadas no estudo da infl  uéncia dos ions na extracdo das enzimas.

Sustancia Concentracdo
H2504 30 mM
HCI 30 mM
Acido Citrico 30 mM
Acido Acetico 30 mM
HNO; 30 mM
EDTA 50 uM

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos foi considerada uma relacao
sélido/liquido de 1 g de material sélido seco para cada 25 mL de solvente, ajustada
tendo em consideracdo a umidade final do produto. A quantidade de material sélido
fermentado que deve ser adicionada para obter a relacéo sélido/liquido desejada foi
calculada pela Equacéao 4.6.

_ Hid.g [V,
°  9%Mat.Sec: Eq. 4.6
Onde:
Ms: massa de solido fermentado (g).
Hidg.s.: Relagéo sélido liquido em base seca (gseco mL™).
Vt: Volume de trabalho (L).

%Mat. Seca: Matéria seca do sélido fermentado (gsecos (gtotais)™).

ApOs 0 ajuste da relacao solido/liquido, as misturas foram agitadas durante os

tempos fixados e se tomaram 50 mL de meio liquido que foram centrifugados a 5000
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rpm durante 20 minutos, sendo coletados os sobrenadantes para a determinacao

das enzimas.

4.13 Planejamentos estatisticos realizados.
4.13.1 Planejamento fatorial do tipo 2 2.

O estudo da influéncia do pH e da agitacdo sobre a atividade enzimatica
recuperada na extracéo foi realizado através de um planejamento fatorial tipo 2% com
quatro réplicas do ponto central. Os niveis selecionados e a matriz de realizacéo do
planejamento sdo descritos nas Tabelas 4.7 e 4.8. Os experimentos foram
realizados utilizando um agitador mecéanico da marca FISATOM Modelo 713D.

Tabela 4.7. Niveis e valores dos fatores escolhidos  no planejamento 2 2,

Fator Nivel Baixo Nivel Médio Nivel Alto
pH 3,5 5,0 6,5
Agitacdo 150 300 450

Tabela 4.8. Matriz de desenho do planejamento exper

imental 2 2.

Experimento pH Agitacdo (rpm)
1 3,5 150
2 6,5 150
3 3,5 450
4 6,5 450
PC1 50 300
PC2 50 300
PC3 50 300
PC4 50 300

4.13.2 Planejamento Composto Central.

Tendo em consideracdo a falta de ajuste do modelo linear obtido no
planejamento fatorial, em funcéo da influéncia no processo da interagcéo entre o pH e
a agitacdo, da secao anterior foi desenvolvido um planejamento de superficie de
resposta do tipo planejamento composto central (PCC). Nas Tabelas 4.9 e 4.10 sao

mostrados os niveis de trabalho.

Tabela 4.9. Niveis e valores dos fatores independen tes no PCC.
Fator N. Baixo N. Medio N. Alto -a +a
pH 3,5 5,0 6,5 2,9 7,1
Agitagdo 150 300 450 89 520
(rpm)




59

Tabela 4.10. Matriz de desenho do PCC.

Experimento pH Agitacao (rpm)
1 3,5 150
2 6,5 150
3 3,5 450
4 6,5 450
PC1 5,0 300
PC2 5,0 300
PC3 5,0 300
PC4 5,0 300
Ax1 2,9 300
Ax2 7,1 300
Ax3 5,0 89
Ax4 5,0 512

Os experimentos foram realizados de forma aleatéria e para o

processamento dos dados obtidos foi utilizado o programa Statisca 5.0.

4.14 Concentragao por ultrafiltragao.

ApGs a extragdo das enzimas do meio solido fermentado foi feita a
concentracdo destas mediante um processo de ultrafiltragcdo. A ultrafiltracdo foi
desenvolvida em um ultrafiltro da marca Millipore modelo acoplado a uma bomba de
vazao constante da marca Master Flex. A queda de presséo (AP) no ultrafiltro foi de
5psi e o fluxo de alimentacédo do caldo enzimatico foi de 1,8 L/min. Foram testadas
duas membranas de 10 e 100 kDa de cutoff com um &area de 0,5 m? cada. Antes da
ultrafiltracdo do caldo as membranas foram lavadas através da recirculagcio de agua
ultrapura com pressdo de entrada de 5 psi e uma vazao de alimentacdo de 3,6 L

mint m=.

4.15. Determinacdo da composicao idnica do caldo ex  traido e concentrado.

Os ions presentes no caldo extraido da matriz solida e o caldo concentrado
por ultrafiltracdo foram determinados empregando o cromatografo de ions 761

Compact IC da marca Methhrom.
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4.16. Estudo de conservacéo das enzimas.

O estudo de conservacao foi desenvolvido realizando trés formulagdes com
glicerol: o controle (sem adicdo de glicerol), 25% de glicerol e 35% de glicerol. As
concentracdes de glicerol adicionado foram calculadas em relagdes volume/volume.
Uma vez preparadas as respectivas formulacées as amostras foram armazenadas
em frascos de vidro escuro, selados e acondicionados em quatro condi¢cdes de
temperaturas (4C; 29TC; 40C e 46TC). Estas amostr as foram analisadas
periodicamente para observar o comportamento da atividade no tempo. A cinética de
desnaturacao das enzimas foi calculada mediante a equagdo de Arrenhius como foi
descrita no item 3.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O alvo de desenvolvimento do trabalho foi tentar reproduzir em escala piloto
os resultados em pesquisas anteriores, desenvolvidas por Spier 2008, os quais se
tinham alcangado em nivel de laboratorio e estabelecer os modelos que determinam
as condicdes de trabalho em escalas producdo maiores, assim como 0s critérios
para recuperar as enzimas produzidas. Com este objetivo foram desenvolvidas
pesquisas tomando como base critérios de engenharia para dar coeréncia e visao
industrial ao processo.

5.1 Determinacéo das condi¢Oes apropriadas paraa p roducao das enzimas em
reator de escala piloto de 5 Kg.

5.1.1. Estudo das diferentes vazdes de ar na fermen tacdo em meio solido.

O primeiro aspecto estudado foi a vazdo de ar, devido a sua extrema
importadncia neste tipo de fermentacdo. A vazdo de ar € responséavel pelo
fornecimento do oxigénio necessério para o crescimento da biomassa, pela remogéo
do CO; e do calor metabdlico produzido durante a fermentacdo em meio solido
(Rodriguez Ledn et. al 2007a). O estudo da vazdo de ar até 1,25 VkgM foi
selecionado levando em consideracdo a experiéncia desenvolvida em Cuba com
cepas de Aspergillus utilizando polpa citrica como suporte nas fermentacées em
estado sélido. Testar variantes acima de 1,25 VkgM implicaria uma quantidade
excessiva de ar. Outro aspecto futuro a levar em consideragcao € o escalonamento
do processo, uma demanda excessiva de ar exigiria compressores de grande

capacidade.

Uma vez determinadas as vazoes de ar para cada condi¢cdo e trabalhando
com fermentacdes de massa inicial de 2 kg calulou-se as atividades das enzimas
produzidas na fermentacdo em estado solido pelo microrganismo Aspergillus niger
F3. Os valores apods 96 horas de fermentacdo para a producdo das trés enzimas

estudadas sao apresentados na Tabela 5.1.

Na Tabela 5.1 observa-se que as melhores condicbes de aeracdo na
producdo das enzimas foram de 1 e 1,25 VkgM. Na literatura consultada s6 foram

encontradas duas referéncias sobre o efeito da aera¢éo na producéo de enzimas por
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fermentacdo em estado sélido, uma se referindo a xilanase (47,16 U g* Heck et al.,
2005) e outra & pectinase (132 U g™ Loera et al., 1999).

Tabela 5.1. Influéncia da aera¢éo na producédo de en zimas.

Aeracao (VkgM) Fitase prod. Xilanase prod. Pectinase prod.
Ug?) (bs) Ug?) (bs) Ug?) (bs)

0,5 39,39 24,23 118,45

0,75 51,21 50,40 192,66

1,0 64,22 65,38 235,30

1,25 64,04 64,72 238,80

No caso da producédo de xilanase o regime de aeracdo estabelecido por
Heck et al. (2005) foi de 0,77 Vkgm, enquanto na producéo de pectinase foi de 3
VkgM (Loera et al., 1999).

Visualmente foi observado um crescimento micelial maior para os
experimentos com 1,0 e 1,25 VkgM nas primeiras 96 horas de fermentacao; ja nos
experimentos com aeracfes de 0,5 e 0,75 VkgM foi notada uma limitacdo desse
crescimento micelial. Tais resultados tomando como base a aeracdo para produzir
biomassa se equivalem aos resultados reportados por Echevarria et al., (1987), que
foi 1 VkgM para meios solidos composto de polpa citrica e crescimento de uma cepa
de Aspergillus niger. O nivel de aeracdo de 1VKgM, necessario para produzir estas
enzimas, poderia ser atribuido ao esgotamento do oxigénio presente nos espacos
entre as particulas, além de uma elevada concentracdo de CO, produzido.
Giovannozzi et al., (1997) descreve que uma concentracdo de 9% de CO, no meio
de fermentacdo afeta sensivelmente o coeficiente respirométrico de crescimento do
Lentinus edodes e a sua habilidade para degradar a palha de arroz. O escasso
crescimento nesta condicdo de aeracao confirma a importancia de uma vazao de ar
capaz néo so de fornecer as quantidades de oxigénio necessario para o crescimento

do microrganismo, como também de remover o CO, produzido.

Outro efeito importante da aeracdo das fermentacdes soélidas é a
transferéncia do calor produzido durante o crescimento do microrganismo. Esta
transferéncia é favorecida pela aeracao forcada do sistema. No caso deste estudo
foi necessaria uma aeracdo grande porque foi levado em consideracdo que
microrganismos dos géneros Aspergillus ssp. e Trichoderma ssp. apresentam uma
velocidade especifica de crescimento elevada e, portanto, gerariam uma maior

guantidade de calor por unidade de tempo (Rodriguez-Ledn et al., 1991).
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A quantidade teérica de ar necessario para oxidar os agucares presentes no
meio de fermentagdo pode ser calculada pela Equacdo 5.1 do catabolismo da

glicose:
C,H,,0, +60, - 6H,0+6CO, Eq.5.1

Para oxidar um mol de glicose sdo necesséarios 6 moles de oxigénio.
Aplicando a lei dos gases ideais pode ser calculado o volume de O,. Um mol de O,
nas condicbes experimentais ocupa 24,87 litros, e considerando que o ar apresenta
um teor de 20,9% de oxigénio, pode se concluir que para oxidar um mol de glicose

sdo necessarios 714 litros de ar.

A partir da composi¢cdo quimica e bromatoldgica da polpa citrica, pode-se
assumir que ha no substrato uma concentracdo em peso de pectina e de
hemicelulose de 0,30 e 0,05 g/g respectivamente e, que 0s acUcares simples
formados pela degradacdo da pectina e da hemicelulose sdo moléculas de &cido
galacturdnico e xilose respectivamente, foi estabelecida a quantidade de acido

galacturdénico e de xilose através da Equacao 5.2
(CsH,0;), +6nH,0 — MCGH,0, + pC;H,,0; Eq.5.2

Um fermentador carregado s6 com 2 kg de polpa citrica Umida apresenta
um teor de 0,6 Kg de pectina e 0,1 Kg de hemicelulose que produzem 0,75 Kg
acucares redutores. Para que ocorra a oxidacdo total destes aclUcares seriam
necessarios 2.975 L de ar. Em um tempo de fermentacdo de 120 horas, seria 0
equivalente a uma vazéo de ar 24 L h, ou 0,41 L min™. Dividindo este Gltimo valor
pela quantidade carregada no biorreator (2Kg de material iumido) é obtida a
quantidade tedrica de ar para a oxidacdo dos acuUcares presentes no meio, neste
caso 0,2 VKgM. Este valor remete uma idéia das quantidades minimas de ar que
devem ser fornecidas no decorrer da fermentacdo para que o oxigénio ndo chegue a
niveis limitantes no metabolismo do microrganismo em condi¢cbes aerobias; isto
implicaria uma demanda minima de ar de 0,20 VKgM. Partindo deste valor pode ser
afirmado que nos casos analisados, o fluxo de ar foi suficiente para satisfazer a
demanda minima de oxigénio requerida para oxidar a pectina e a hemicelulose.
Quando analisados os resultados obtidos, deve ser considerado também que a
demanda de ar do sistema para transferir o calor metabdlico gerado mediante um

fluxo forcado em cultivo estatico € 5 vezes maior que a demanda minima de oxigénio
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requerida (Domenech et al., 2000). A demanda de ar para a remocao do calor
metabolico gerado na fermentacéo foi analisada mais adiante uma vez desenvolvida

a analise cinética do processo.

5.1.2 Estudo de diferentes teores de umidade inicia | na fermentacdo em meio

solido.

O segundo aspecto analisado foi o teor de umidade no meio de
fermentacdo. O meio de fermentacédo em estado solido descrito por Spier et al. 2008
apresenta uma umidade de 65%. Nestas condicfes de umidade a atividade da agua
tem um valor de 0,978, sendo possivel o crescimento de contaminantes como
espécies de bactérias, leveduras e outros fungos como os Rizhopus sp. (Oriol et al.,
1988). Levando em consideragao o risco de contaminagdo que pode vir acontecer
durante uma fermentacdo se decidiu estudar a influéncia de diferentes niveis de
umidade na producao da fitase, da xilanase e da pectinase. Outro aspecto tambéem
considerado foi a capacidade de absorcdo da polpa citrica, onde a maxima
guantidade de agua que pode ser retida pela polpa citrica ndo esterilizada é 66% de
umidade (Echevarria et al., 1985). Diante disso, corre-se o risco de ter agua livre no
sistema, 0 que pode ser também um facilitador para o crescimento de outros
microrganismos indesejaveis. Na Tabela 5.2 sdo mostrados os valores de umidade,
atividade de &gua e os valores das atividades das enzimas fitase, xilanase e
pectinase apds 96 horas de fermentacao.

Tabela 5.2. Influéncia da umidade na producdo das e nzimas.

% Umidade Atividade da Fitase  Prod. Xilanase Prod. ( | Pectinase Prod.
Agua (Ug™ (bs.) Ug?) (b.s.) (Ug™ (bs.)

55% 0,936 48,58 34,68 169,64

60% 0,952 61,62 53,73 221,03

65% 0,978 67,93 66,01 238,46

Na Tabela 5.2 pode-se apreciar que foram obtidos os maiores valores de
atividade para cada enzima no valor de umidade inicial pré-estabelecido em 65%;
onde a fitase apresentou uma producéo de 67,93 U g7, a xilanase de 56,01 U gt e a
pectinase de 238,46 U g, em base seca. A diminuicéo de atividade de producéo da
fitase e da pectinase nas condi¢cbes de fermentacdo com teor de umidade inicial de
65 e 60% foi menor do que a observada para a xilanase. A queda na producao da

enzima fitase foi de 9,3% e da enzima pectinase foi de 7,3%, enquanto a enzima
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xilanase apresentou uma queda de producdo em torno de 22%. Mesmo existindo
esta queda na producao das enzimas, os resultados obtidos para as mesmas podem
ser considerados como excelentes quando comparados aos valores relatados na
literatura cientifica. No caso da fitase os maiores valores encontrados foram de 35 U
g’ (Pandey et al., 1999) em base seca; para a pectinase foram encontrados valores
de 250 U g* em base seca (Loera 1999). E necessario evidenciar que o meio de

fermentacao utilizado neste estudo nao foi desenvolvido para producéo de xilanase.

Comportamento semelhante se observa ao diminuir a umidade inicial para
55%, ou seja, uma gqueda acentuada na producdo das trés enzimas estudadas.
Também deve ser mencionado que o crescimento do Aspergillus niger teve a
mesma tendéncia que a atividade das enzimas, sendo maior na medida em que foi
elevada a umidade inicial. Isso leva a afirmar que na medida em que diminui a
umidade inicial, a producéo de fitase, xilanase e pectinase para este meio de
fermentacdo em estado solido ta mbém diminuird. Mesmo sendo a umidade de 65%
onde sdo obtidas as maiores atividades das enzimas, desde o ponto de vista pratico
€ melhor trabalhar com 60% de umidade, pois neste valor também séo obtidos bons
valores de atividades das enzimas e, além disso, a atividade da agua inibe o
possivel crescimento de outras espécies como bactérias e leveduras (Oriol et al.,
1988).

5.1.3 Estudo do sistema de fermentacao estaticoe ¢ om agitacao.

Considerando o alto grau de compactacao que € observado no crescimento
dos fungos filamentosos em sistemas de fermentacdo em estado solido, foram
testadas duas variantes de agitacdo, sendo uma continua e a outra descontinua com
valores de 5 rpm para o agitador do fermentador empregado. Na Tabela 5.3 pode se
observar a influéncia da agitacdo no sistema de producdo das enzimas fitase,

xilanase e pectinase.

Tabela 5.3. Influéncia da agitacdo no sistema de pr  oducdo de enzimas.

Agitacao Fitase prod. Xilanase prod. Pectinase prod.
Ugh(bs) Ughbs.) Ughbs.)

Estatico 52,89 48,95 240,6

Agitacao continua 1,46 4,31 172,9

Agitacdo 24,99 4,13 183,3

descontinua
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Comparando o sistema de fermentacéo estético com o sistema de agitacdo
continuo e descontinuo se observa na Tabela 3 que ha uma grande diferenga entre
as quantidades de enzimas produzidas nos referidos sistemas de fermentacao; além
disso, o crescimento microbiano observado foi bem menor nas fermentacbes com

agitacdo que nas fermentacgdes do sistema estético.

As agitacdes foram provocadas nas fermentacdes com o intuito de se obter
uma melhor transferéncia de oxigénio nos espacgos entre as particulas, remover o
CO; e o calor produzidos, assim como evitar uma compactacao do meio fermentado
a fim de facilitar a posterior extracdo das enzimas; o que aparentemente poderia ser
considerado uma contradi¢cdo, pois o sistema de fermentagdo com agitagao, tanto
continua quanto descontinua, deveria ter apresentado os melhores resultados
(Echevarria 1985). Porém, é importante mencionar que o tipo de agitador construido
para este biorreator produz uma forca de cisalhamento entre o meio solido e a malha
gue cobre o sistema de aeracao do fermentador. Isso, unido ao alto teor de umidade
do meio, provoca a formacdo de uma camada pastosa que ird impedir a entrada do
ar e criar condicbes de anaerobiose no sistema. Nesse caso haveria condi¢cdes
propicias para o desvio das vias metabdlicas, o que resultaria na producdo de
alcodis e 4cidos volateis ao invés de haver producdo de biomassa e enzimas

desejadas.

Seria recomendado testar outros tipos de agitadores para melhorar o
rendimento desta fermentacdo, porem neste caso ndo foi possivel trocar o
fermentador. Echeverria et al., (1985); Rodriguez Ledn et al., (1991) consideraram
em seus trabalhos, sistemas com agitacdo em reatores tipo tambor rotatorio para
produzir biomassa. Outra alternativa possivel € o emprego de um agitador do tipo

eixo com aletas, sendo a largura das aletas menor que o raio do fermentador.

5.1.4 Cinética da producédo de enzima e de biomassa.

Uma vez considerados os fatores anteriores para o implemento do meio de
cultivo para fitases e sua producdo em escala semi-industrial, procedeu-se ao
estudo da cinética de producdo das enzimas e da biomassa nas condi¢cdes
estabelecidas de 60% de umidade, 1 VkgM de aeracdo e sem agitacdo. Na Figura

5.1 é representada a cinética de producdo das enzimas fitase, pectinase e xilanase.
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Figura 5.1 Grafico da cinética da producdo de fitas e, pectinase e xilanase em fermentador
carregado com 2 kg.

Pode-se observar que a producdo de fitase e xilanase alcanca o seu
maximo valor entre as 96 e 120 horas, com valores de 67,51 e 64,95 U g* em base
seca respectivamente. No caso da pectinase o valor méximo de producéo, 258 U g*
em base seca, € obtido as 96 horas, poréem a partir das 72 horas diminui
consideravelmente a producéao desta enzima, possivelmente devido ao consumo de
grande parte da pectina presente no meio de fermentagcdo. Analisando a
produtividade das enzimas (Figura 5.2) observa-se que no caso da fitase e a
xilanase os maiores valores de produtividade (0,68 U mL™ h™) s&o obtidos as 96
horas. Tomando como base de trabalho a producdo de fitase, a Figura 5.2 indica
que a fermentacdo deve ser concluida as 96 horas, pois nesse tempo é que se

alcanca o maior valor de produtividade.

No caso da pectinase o maximo valor de produtividade (3,5 U mL™ h) é
alcancado as 48 horas. Estes resultados podem indicar dois fatos relacionados com
a fermentacdo. O primeiro € que o microorganismo degrada primeiro a pectina em
base do carbono necessario para o seu crescimento e, posteriormente as
hemiceluloses. E 0 segundo € que quando se utiliza a xilana como fonte de carbono,
observa-se também um incremento na producdo de fitases. Vista a cinética de

producédo, os padrbes de sintese da xilanase e da fitase sdo similares. A Figura 5.2
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identifica que ambas as enzimas alcangam um maior valor da produtividade as 96

horas de fermentacao.
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Figura 5.2 Grafico das produtividades da producdo d e fitase, pectinase e xilanase em
fermentador carregado com 2 kg.

Esta correlagdo pode ocorrer devido a necessidade do microorganismo
dispor de mais energia para consumir a xilana. E necessario esclarecer duas coisas,
primeiro, geralmente os substratos solidos residuais da agroindustria apresentam na
sua composicdo mais de uma fonte de carbono, no caso da polpa citrica estédo
presentes acucares simples, pectina e fibra. A ordem de degradacédo das fontes de
carbono pelo microorganismo vai depender da energia que demande a degradacao
de cada fonte, ou seja, as primeiras a serem degradadas demandam menor esforgo
energético do microorganismo. Para compreender melhor este postulado seria

analisar o comportamento do coeficiente de manutenc¢ao na fermentagao.

Uma vez analisado o padrao de produgcdo das enzimas foi realizada a
analise respirometrica do crescimento do fungo Aspergillus niger F3. Nas Figuras 5.3
e 5.4, e na Tabela 5.4 sdo mostrados o crescimento da biomassa, o coeficiente
respirometrico e as variaveis cinéticas do processo de crescimento da biomassa. Os
valores cinéticos foram calculados resolvendo o balanco de O, consumido e de CO,
produzido por métodos iterativos (Sato et al., 1988; Rodriguez et al., 2007b).
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do._ 1 dX, o

= Eg. 5.3
dt Yx/o dt

Aplicando métodos de solugdo numérica a Equacéo 5.3, logra-se estabelecer que:

Xo :(Yont(E((dgt)z)t “o +(O'?2)t ) +i§(d§2 %) +(1—%)xo —ai:gxi) / (1 +g)

) d
Eq. 5.4

Onde para simplificar a expresséo da Equacéo 5.4 considerou-se que (Rodriguez et
al., 2007b; Sato & Yoshizawa, 1982):

a=mY,, At Eq. 5.5
Onde:
m: coeficiente de manutencao (gO- gbio™ h™).
Yxo: Rendimento biomassa/oxigénio (gbio gO,™)

At: Intervalo de hempo (h)
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Figura 5.3. Evolugdo da producdo de biomassa fungic a determinada experimentalmente e
estimada em biorreator de 2 kg
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Figura 5.4. Evolucéo do Quociente Respirométrico du  rante a fermentagcao em biorreator
de 2 kg.

Tabela 5.4 Estimativas dos pardmetros cinéticos da fermentacé@o em biorreator de 2Kg de
polpa citrica com a cepa Aspergillus niger F3.

Intervalo de tempo Mviax m Yoix
(h™) (9O, gbio ™ h™) (gbio gO ;™)
0-72 h 0,035 0,0023 2,29
72-120 h 0,014 0,0112 1,82

Os valores cinéticos da producdo de biomassa foram determinados
considerando o processo dividido em duas etapas, as primeiras 72 horas e a
segunda o tempo restante. O valor maior na velocidade de crescimento foi de 0,035
h*, alcancado nas primeiras 72 horas de fermentacéo, ademais nesse intervalo de
tempo foi observado maior valor do rendimento biomassa produzida por oxigénio
consumido (2,29 gbio gO.*), neste mesmo periodo o valor do coeficiente de
manutenc&o (0,0023 gO, gbio™ h™) é o menor. No intervalo das 48 horas posteriores
a tendéncia dos parametros cinéticos foi totalmente contraria, a velocidade
especifica de crescimento decresceu para um valor de 0,014 h e o rendimento
biomassa por oxigénio consumido caiu para 1,82 gbio gO,™.

O coeficiente de manutencdo neste intervalo de tempo foi de 0,0112 gO,
gbio™® h™’. Estas duas tendéncias opostas significam que nas primeiras 72 horas sdo
consumidos os acucares livres no meio de fermentacédo e a pectina. A degradacao
desta parte do substrato mostra um gasto energético menor para 0 microorganismo
no seu processo de reproducdo e manutencdo, o que indica que a pectina e o

oxigénio consumidos nesse intervalo de tempo apresentam o maior rendimento na
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transformacdo do substrato em biomassa. Nas 48 horas posteriores, com 0
incremento na expressdo dos complexos enzimaticos de fitase e xilanase, observa-
se que ha uma diminuicdo na quantidade de biomassa produzida e um incremento
no coeficiente de manutencdo. O quociente respirométrico (Figura 5.4) mostra que
nas primeiras 48 horas alcancou os maiores valores, o que significa que neste
periodo de tempo sdo consumidos os agucares livres presentes no meio e parte da
pectina; a progressiva queda no valor do coeficiente respirométrico esta relacionada
com o coeficiente de manutencédo, o que indica que para produzir pectinases o
microorganismo precisa de uma menor quantidade de energia quando comparada
com a producdo de xilanases e fitases. Isso pode ser observado nos valores do
coeficiente de manutencao, na medida em que diminui o coeficiente respirométrico,
o valor do coeficiente de manutencdo se incrementa, provocando um aumento na
guantidade da energia consumida nos processos enddgenos para produzir fitases e

xilanases.

5.1.5 Calor metabdlico gerado durante a fermentacao

Na Tabela 5.5 sdo descritos os célculos para a eficiéncia energética, das
sustancias fermentadas. Para a formulacdo da Tabela 5.5 foi utilizou-se a glicose
como acucar principal dos acucares livres no meio, o acido galacturénico e a xilose
como as unidades monoméricas fundamentais da pectina e das hemiceloluses
respectivamente. O valor de ogys para a biomassa é de 1,85 para espécies do

género Aspergillus sp. (Rodriguez et al., 1991).

Tabela 5.5. Estimativas da eficiéncia energética do s principais componentes da polpa citrica.

Sustancia Formula 1 A"A n

Glicose CeH1204 1,6 0,58
Acido Galacturénico CesH100- 1,2 0,75
Xilose C5H1005 1,6 0,58

A Tabela 5.5 identifica que as substancias assumidas estdo na mesma faixa
do rendimento energético para a glicose e a xilose. O valor maior, que corresponde
ao acido galacturbnico, deve-se a que apresenta menos elétrons disponiveis na
molécula; tem se assumido um rendimento de 0,5 de gbio gsub™. N&o obstante
consideraremos estes valores para o calculo da demanda de ar para resfriamento do

processo de fermentacéao. E preciso lembrar que na fermentacdo foram



72

determinadas duas velocidades especificas de crescimento, ou seja, a determinacao
da demanda de ar de resfriamento sera considerada em duas fases, do inicio até 72

horeas; e de 72 horas até o final.

Nas Figuras 5.5 e 5.6 sdo descritas estimativas do calor metabdlico
produzido e da demanda do ar para a remocdo do calor metabdlico produzido na
fermentacdo. O calor latente de vaporizacdo para uma temperatura de 30C é de
560 kcal kgt de 4gua. Ao mesmo tempo a umidade absoluta no ar na entrada a
30T de 0,028 kg agua/kg ar seco e na saida a umida de absoluta de 0,037 kg agua
kg™ ar seco, assumindo 35 de temperatura do ar na saida. O ar esta saturado na
entrada e na saida. O calor de combustdo do substrato foi de 27 kcal gO,™*
equivalente consumido (Minkievich & Eroshin, 1973).

Nas Figuras 5.5 e 5.6 pode-se observar que o maior valor do calor
metabdlico gerado foi alcancado as 72 horas, revelando neste periodo uma maior
demanda de ar necessaria para remover o calor metabdlico do meio de
fermentacdo. ApOs as primeiras 72 horas observa-se um descrécimo no calor
metabdlico gerado. Esta queda esta relacionada com a queda na velocidade
especifica de crescimento, uma vez que o calor metabdlico gerado esta diretamente
relacionado com a velocidade especifica de crescimento e quantidade de biomassa
produzida. Analisada a demanda de ar para remover o calor metabdlico gerado, é
possivel concluir que a demanda de ar como fator de resfriamento € alta (1 VkgM)
sendo utilizada somente para o resfriamento conforme descrito por Rodriguez-Ledn
et al., (1991).
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Fig.5.5. Evolugéo do calor metabolico produzido dur  ante a fermentacao soélida.
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Fig. 5.6. Demanda de ar necessario para remover o ¢ alor metabdlico produzido na fermentacéo
em estado soélido.

Uma das diferencas deste trabalho em relagdo ao descrito por Rodriguez-
Ledn et al. (1991) foi a demanda de ar para produzir biomassa até 72 horas,

entretanto ndo foi seguida a evolucdo do calor metabdlico apds as 72 horas.

5.1.6 Escalonamento da fermentacdo em estado sélido

Devido a falta de niumeros adimensionais e de equacdes correspondentes

gue os relacionam nos processos fermentativos, a intensidade de aeracao foi eleita
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como critério de escalonamento tendo em consideracdo que este é um fator
intensivo que ndo depende da escala do processo.

A partir do resultado do estudo da aeracao foi selecionado como critério da
intensidade da aeracdo 1 VKgM, valor na faixa onde foram obtidos os maiores niveis
de producédo das enzimas. Para o escalonamento foi usado 1 Kg de meio na escala
menor e 10 Kg na escala maior. Os reatores foram tipos tambor com caracteristicas
similares. Na Figura 5.7 sdo mostrados os valores de biomassa em ambos 0s
biorreatores e na Tabela 5.6 sdo mostradas as quantidades das enzimas produzidas

nas duas escalas de producdao.
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Fig. 5.7. Gréficos da producédo de biomassa em defer  entes escalas.

Tabela 5.6 Niveis de producéo das enzimas em bio  rreatores com cargas de 1 kg e 10 kg de
substrato inicial.

Capacidade do Fitase Xilanase Pectinase
Fermentador (Ug™hHb.s.) (U gHb.s.) (U gHb.s.)
1 Kg 62,03 62,58 267,30

10 Kg 58,07 58,71 243,33

Como podemos identificar na Figura 5.7 e nas Tabelas 5.7 e 5.8 o critério de
manter a intensidade do fluxo de ar (1VKgM) em duas escalas de fermentacao
diferentes é valido. Observa-se que 0s niveis de enzimas produzidas em ambas as
escalas foram similares e o padrdo de producéo de biomassa é também similar. Os
coeficientes cinéticos determinados estdo na mesma faixa e 0 seu comportamento
nas duas etapas que foi divido para os calculos foram similares. Um aspecto

importante foi o incremento no rendimento biomassa/oxigénio no fermentador
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carregado com 10 Kg de material comparado com o fermentador carregado com 1
Kg de material. Isto pode ser devido a diferencia entre os sistemas de aeracao que
apresentam os fermentadores, sendo melhor a distribuicdo do ar no fermentador

maior.

Tabela 5.7 Estimativas dos pardmetros cinéticos da fermentacado de 1 kg de polpa citrica com
a cepa de Aspergillus niger F3

Intervalo de tempo ph™® m(gO, h™ gbio ™) Yo (gbio gO ;™)
0-72 h 0,035 0,006 2,17
72-120 h 0.016 0.016 1,61

Tabela 5.8 Estimativas dos parametros cinéticosd  a fermentacao de 10 kg de polpa citrica
com a cepa Aspergillus niger F3.

Intervalo de tempo uth™ m(gO, h™ gbio ™) Yo (gbio gO ;™)
0-72 0,031 0,004 4,01
72-120 0,014 0,012 2,61

A partir destes resultados considera-se que o critério de tomar a intensidade

de aeracdo como um primeiro critério de escalonamento foi valido.

5.2 ExtragOes das enzimas.

Para o estudo da extracdo das enzimas, produzidas através da fermentacao
em estado sélido pelo fungo Aspergillus niger F3, realizou-se fermentacdes de 96
horas de duragédo, tempo suficiente para estabilizar a quantidade de enzimas
conforme ja discutido no Item 5.1.4. No final do processo fermentativo a umidade era
de 63% e nao havia presenca de meio liquido livre no reator, sendo possivel
observar uma compactacdo do substrato. Note-se que nessas condicdes finais de
umidade é dificil a reducdo do tamanho da particula e peneiramento através das
operacOes unitarias tradicionais tais como a moagem de solidos, fator que é
importante no processo de transferéncia de massa. Diante desses dados se realizou
as pesquisas de extracdo das enzimas em sistemas que simulem um tanque com

agitacdo, usando para tanto um agitador tipo hélice.

Outros dois fatores de extrema importancia na extracdo das enzimas do
meio fermentado séo a relacdo solido/liquido e a temperatura. Porém, na realizacao
desse estudo foi fixada em 1/25 g mL™, em base seca, a relacédo sélido/liquido,

atendendo ao alto grau de concentracdo das enzimas que € possivel se alcancar



76

com tal valor, e a temperatura considerada foi a ambiente, de aproximadamente
25<T.

5.2.1 Andlise da influéncia de ions na extracao.

Para avaliar a influéncia dos ions sobre a atividade das enzimas durante o
processo de extracdo, o meio fermentado foi exposto em contato com o solvente por
30 minutos. Lembrando que essas extracdes foram realizadas em um copo de
Becker com agitacéo.

Nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 pode ser visualizada a influéncia dos ions na
extracdo da fitase, da xilanase e da pectinase, respectivamente. No caso da fitase
(Figura 5.8), os resultados ndo podem ser comparados com a literatura, uma vez
que ndo foram encontradas referéncias bibliograficas pertinentes ao assunto. E
importante salientar que a escolha dos ions foi feita em funcdo do anion que se
encontrara livre na dissolucdo da substancia. De uma maneira geral, os anions
analisados, como referéncia nesse estudo, ndo possuem influéncia positiva na
atividade da enzima extraida do meio fermentado. Apenas com o inibidor de
proteases EDTA foi possivel observar um resultado semelhante ao controle (dgua
como solvente). Na analise do anion citrato foi demonstrado uma maior inibicdo da
atividade da fitase, apresentando um valor de 50,26% menor que o apresentado
pelo controle. No controle, o valor da atividade da fitase nessa extracao foi de 3,57 U
mL™, o que pode ser considerado um bom resultado tendo em comparacéo as cepas
de Escherichia coli PGR-2 e PGR-3 modificadas geneticamente para produzir fitases
as quais produzem um maximo valor de 2 U mL™? durante as fermentacdes
submersas. Para a xilanase e a fitase os valores da atividade nos controles foram de
2,3UmL"e 11,56 U mL™* respectivamente.
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Figura 5.10. Influéncia dos ions na extracdo da pec tinase atendendo a uma atividade no
controle de 11,56 U mL .

Em relagdo a xilanase, o resultado da influéncia dos ions mostrou os
solventes com ions diminuem a atividade das trés enzimas comparadas com cada
controle, exceto na adicdo do EDTA. Nesse caso a adicdo do EDTA mostrou uma
maior diferenga na atividade da enzima. Resultados diferentes foram obtidos por
Rezende et al. (2002), que revelaram que o melhor solvente foi a agua destilada,
porém deve se mencionar que o meio de fermentagéo tinha na sua composi¢cdo uma
mistura de acido citrico e citrato de sodio para garantir a estabilidade do pH durante
a fermentacéo. Estes sais foram extraidos também durante o processo e poderiam
ser parte dos ions presentes na extragdo, o que pode explicar que a adi¢cdo do ion
citrato ndo teve influéncia no processo de extragcdo da xilanase no caso deste

estudo.

Comparando com resultados descritos por Heck et al. (2005), pode ser
observado novamente que o melhor solvente é a agua destilada para extrair as
enzimas. Ja outros autores (Ruegger, 2001; Rezende et al., 2002; Silva et al., 2005)
relatam que o Tween 80 (0,1%) € o melhor solvente para extrair a xilanase e demais
metabdlitos porque tal solvente aumenta a permeabilidade celular, facilitando a
liberacéo de diversas moléculas através da membrana celular. Neste trabalho nédo
foi adicionado Tween 80 na extragao e, sim foi adicionado no meio de fermentacao,
0 que possivelmente influenciou na liberacdo dos metabolitos durante a

fermentacao, facilitando sua posterior extracdo. Ja Fadel (2001), avaliando solventes
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para a extracdo de xilanase, concluiu que uma solucdo de NaCl 0,3 M foi 0 mais
eficiente dos solventes testados; nesse mesmo trabalho, os pesquisadores também
puderam observar que houve um incremento de 16% na atividade enzimatica em
comparacao com tampdes citrato e acetato. Tal relato difere do observado neste
estudo, onde os melhores resultados de extracdo foram obtidos quando foi usado
somente 4gua como solvente.

A atividade volumétrica obtida apos a extracdo da xilanase foi de 2,31 U mL"
! um valor menor que o relatado por Heck et al. (2005) que foi de 7,86 U mL™;
porém, faz-se necessario considerar que o meio de fermentacdo utilizado neste

estudo foi feito para produzir fitases e nao xilanases.

Na Figura 5.10 é possivel visualizar que a extracdo da pectinase apresentou
um comportamento similar ao encontrado na extracdo da fitase (Figura 5.8),
analisando-se a influéncia dos anions estudados e demonstrando que o anion NO3 é
0 que apresenta maior grau de inibicdo e reduz aproximadamente 13% da atividade
se comparado ao controle. Na extracdo de pectinases, ha dados na literatura
reportando uma concentracéo de 15 U mL™, porém empregando acetato (Castilho et
al., 2000).

5.2.2 Estabilidade das enzimas extraidas.

Observando os resultados do item 5.9, pode-se comprovar que tanto o
extrato bruto controle quanto aquele com adicdo de EDTA nao tiveram uma
diminuicdo da atividade enzimatica. No entanto a adicdo de EDTA garante uma
atividade enzimatica residual superior a 80% comparada com a atividade enzimatica
inicial. No caso do extrato controle a atividade enzimatica residual desceu para 61-

67% da atividade enzimética inicial.

Tabela 5.9. Perdas da atividade das enzimas ap6s 24  horas de extracao.

% de Perdas de Atividade
Enzima Controle EDTA
Fitase (U mL ™) 38,71 19,77
Xilanase (U mL ) 25,29 16,82
Pectinase (U mL ™) 33,31 11,09

Esses resultados indicam dois possiveis

proteases e o efeito de captar ions que podem diminuir a atividade das trés enzimas,

mecanismos a inibicdo das
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ja que o mesmo efeito é observado para as trés enzimas; que por sua vez possuem
mecanismos de funcionamento diversos e que nao seriam afetadas de forma téao

similar por um Gnico composto.

A adicdo do EDTA teve os mesmos resultados para a extracdo da fitase e
da pectinase, e uma influéncia ainda maior na extracdo da xilanase. Na Tabela 5.9
sdo mostrados os valores em percentual das perdas de atividade das enzimas apos
24 horas de extracdo. E possivel observar na referida tabela que a enzima fitase foi
a gque apresentou maiores perdas, tanto no controle (38,71%) quanto na adicao de
EDTA (19,77%); como a perda de atividade quando foi adicionado EDTA foi
praticamente metade do valor apresentado apds 24 horas de extragdo mantendo as
amostras a temperatura ambiente, pode-se afirmar que a enzima fitase conservou

80% de sua atividade inicial.

Analisando o efeito da adicdo de EDTA na estabilidade da xilanase pode se
verificar que as perdas diminuiram aproximadamente em 17%. Comparando a
estabilidade da xilanase com a fitase e a pectinase, a primeira foi a enzima que

apresentou maior estabilidade sem adicdo de EDTA.

No caso da pectinase se observou uma maior diminuicdo na perda de
atividade apo6s 24 horas quando foi adicionado EDTA no meio, conservando 90% de
sua atividade inicial quando foi adicionado EDTA ao solvente de extragéo.

O fato da enzima se manter estavel com a adicdo de EDTA no meio pode
ser devido a dois fatores: o primeiro a quelacdo de ions que podem inibir a atividade
das enzimas presentes no meio de fermentacdo que pudessem ter sido liberados
durante o processo fermentativo, ou simplesmente sdo residuos do processo
fermentativo. E preciso ter em consideracédo que os fons Zn®* tém uma influéncia
positiva na producdo da enzima, mas sdo ao mesmo tempo inibidores da atividade
da fitase (Greiner & Farouk 2007). Também no caso da xilanase fons de Zn** podem
ter acdo inibitoria sobre a atividade desta enzima (Maciel 2006).

O segundo fator pode ser atribuido ao fato do EDTA ser um inibidor de
proteases, que poderiam ter sido liberadas no meio durante a fermentacdo e
extraidas, as quais destruiriam as proteinas presentes no extrato, incluidas as

enzimas.
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5.2.3 Anélise do planejamento fatorial 2 2 para condicbes de extracdo das

enzimas.

Para planejar os experimentos nesta parte do trabalho levou-se em
consideracdo os resultados obtidos por Rodriguez Ferndndez (2004), onde foram
estudados alguns fatores fisico quimicos que influenciam os processos de extracao

sélido liquido.

Segundo Maciel (2006) e Singh et al., (1999) € necessario apontar que 0
valor do pH selecionado no ponto central do planejamento deve ser escolhido
atendendo ao valor do pH na fermentacdo conjuntamente com a influéncia na
estabilidade nas enzimas extraidas. A velocidade de agitacdo selecionada foi a
mesma velocidade de agitacdo que foi trabalhada por Rodriguez Fernandez (2004).
Tendo em consideracéo o planejamento fatorial do tipo 2° com 4 réplicas no ponto
central selecionado, se procedeu a realizacdo dos experimentos cujos resultados
sdo mostrados na Tabela 5.10. Na Tabela 5.10 podemos identificar que os maiores
valores de atividade da fitase sdo obtidos no ponto central, onde o pH tem valor de
5,0 e a agitacéo foi de 300 rpm. No caso da xilanase e da pectinase os valores

oscilam independentemente dos niveis dos fatores independentes.

Tabela 5.10. Valores das atividades das enzimas 2 com

réplicas no ponto central.

no planejamento experimental 2

Exp. pH Agitacdo Fitase Xilanase Pectinase
(rpm) (UmL™ (UmL™ (UmL™

1 3,5 150 3,462 2,386 10,893

2 6,5 150 3,277 2,325 10,362

3 3,5 450 3,362 2,313 10,083

4 6,5 450 3,502 2,327 9,074
PC1 5,0 300 3,911 2,397 9,884
PC2 5,0 300 3,880 2,379 10,973
PC3 5,0 300 3,928 2,370 10,335
PC4 5,0 300 3,831 2,379 9,944

Tabela 5.11. Valores dos coeficientes de regress

8o e da probabilidade
experimental 2 2 para a fitase.

do planejamento

Fator Coeficiente de Regresséo f

Termo independente ( Bg) 3,644 0,0000001*
pH (B -0,01122 0,635184
Agitacéo ( B,) -0,03118 0,240004
Interacdo ( B1o) 0,08106 0,032001*
Falta de ajuste - 0,000518*

*Variaveis significativas.



Tabela 5.12. Valores dos coeficientes de regress

experimental 2 2 para a xilanase.
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8o e da probabilidade do planejamento

Fator Coeficiente de Regressao f

Termo independente ( Bg) 2,359500 0,0000001*
pH (B1) -0,011750 0,129608
Agitacao ( B) -0,017750 0,051875
Interacéo ( B1o) 0,018750 0,173509
Falta de ajuste - 0,12245

*Variaveis significativas.

Tabela 5.13. Valores dos coeficientes de regress

experimental 2 2 para pectinase.

8o e da probabilidade do planejamento

Fator Coeficiente de Regresséo f

Termo independente ( Bg) 10,35688 0,0000001*
pH (B1) -0,24725 0,186050
Agitacéo ( B2) -0,38675 0,075518
Interacéo ( B1o) -0,25725 0,045347*
Falta de ajuste - ,031416*

*Variaveis significativas.

Nas Tabelas 5.11 até 5.13 séo descritos os coeficientes de regressao e o0s
seus niveis de influencia correspondente ao planejamento fatorial desenvolvido para
a xilanase e a pectinase respectivamente. E interessante apreciar que a influéncia
dos fatores independentes néo foi significativa para cada enzima, mas para o0 caso
da interacdo entre o pH e a agitacdo e a falta de ajuste do modelo foram
significativas para fitase e pectinase. Isto indica que se estaria trabalhando em uma
zona com curvatura onde ha possivelmente um ponto otimizavel da atividade das
enzimas. Segundo Rodriguez-Fernandez (2004), o pH e a agitacdo, como fatores
independentes, ndo tiveram nenhuma influéncia na extracdo da enzima pectinase,
mas no planejamento fatorial fracionado realizado para a extragcdo da pectinase, a
interacdo teve também uma influéncia significativa, o que poderia ser interpretado
por dois motivos; o primeiro é relacionado com a estabilidade das enzimas, visto que
o coeficiente que representa este fator € muito proximo de zero, ou seja, do pH com
valor de 5,0, que é ao mesmo tempo o valor de pH no meio de fermentacgéo, e
segundo (Singh et al., 1999) o solvente deve ter um valor semelhante ao valor do pH

no substrato da fermentacéo.

A outra justificativa para a importancia da interacdo entre o pH e a agitacao
estaria relacionada com a necessidade de agitar para eliminar os gradientes de
concentracdo que poderiam existir no interior do liquido, e favorecer a diminuicdo da

capa de liquido aderida ao solido que € uma resisténcia a transferéncia de massa no
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sistema. Também é necessario assinalar que um incremento na agitacdo poderia ter
efeitos negativos na extragdo da enzima causados pela formacdo de espuma e
possiveis alteracbes da estrutura espacial da enzima causada pelos efeitos
mecanicos. Estes resultados concordam com os encontrados na literatura cientifica
Castilho et al. (1999), onde sédo descritos sistemas agitados de extracdo sempre que

se evite a formacédo de espuma.

Desta primeira parte do estudo dos fatores fisico-quimicos do planejamento
fatorial pode se concluir que os fatores em independentes nao tiveram uma
influéncia significativa no processo, mas ao apresentar uma falta de ajuste
significativa indica que pelo menos um dos dois fatores deve ter uma influéncia
significativa de forma néo linear. Para comprovar esta hipotese se complementou o
planejamento anterior com um desenho de superficie de resposta tipo composto

central.

5.2.4 Otimizacdo das condicdes de extracdo utilizan do um Planejamento

Composto Central.

Levando em consideragéo os fatores anteriores realizou-se a otimizacdo da
extracdo da enzima fitase do meio de cultivo, sendo esta a enzima de maior
interesse no trabalho realizado. Na Tabela 5.14 sdo mostrados os resultados do
desenho composto central. Nessa tabela pode se observar que os valores dos
pontos axiais sao inferiores aos valores no ponto central, indicando certamente um

efeito de curvatura na zona analisada.

Na Tabela 5.15 sdo mostrados os coeficientes de regressdo e a
probabilidade com um nivel de confianca de 95% para o desenho realizado. Na
Figura 5.11 é mostrada a superficie de contorno obtida na otimizagédo da extracéo da
fitase.

Uma vez realizada a analise estatistica foi obtido o seguinte modelo, com

um coeficiente de regressao de 0,97724.

Y = 3,70—0,28X12 - O,20X22 +0,08X, X, Eq. 5.7
Onde:

X1: pH
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Xo: Agitacao (rpm).
Y: Atividade da fitase (U/mL).

Tabela 5.14 Valores da atividade da fitase no PC C.

Exp. pH Agitacdo (rpm) Fitase (UmL ™)
1 3,5 150 3,462
2 6,5 150 3,277
3 35 450 3,362
4 6,5 450 3,502
PC1 5,0 300 3,911
PC2 5,0 300 3,880
PC3 5,0 300 3,928
PC4 5,0 300 3,831
Ax1 2,9 300 3,365
Ax2 7,1 300 3,230
Ax3 5,0 90 2,894
Ax4 5,0 510 3,417

Tabela 5.15 Valores dos coeficientes e da probab ilidade da analise do PCC.

Fator Coeficiente de Regresséo ¢

Termo independente ( Bg) 3,864134 0,0000001*
pH (L) (By) -0,028114 0,133186
pH (Q) (B1u) -0,220867 0,000429*
Agitacéo (L) (Bo) 0,002276 0,878957
Agitacéo (Q) (Bx) -0,162987 0,001057*
Interacdo (B1) 0,081057 0,032001*
Falta de ajuste* - ,051091

Na Tabela 5.15 pode se observar como os dois fatores sdo significativos no
termo quadratico e a interagdo continua sendo significativa, o que nos leva ao
modelo codificado escrito acima. Ao calcular os valores do pH e da agitacéo, e
decodifica-los obtem-se que as melhores condi¢cdes de pH e agitacao séo 5,0 e 300

rpm respectivamente, em torno do ponto central.
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Figura 5.11. Superficie de resposta obtida no Plane  jamento Composto Central.

5.2.5 Determinagéo dos parametros do modelo cinétic  o.

Uma vez determinadas as condi¢cbes de pH foi realizada a analise cinética
da extracdo das enzimas e das proteinas presentes no meio fermentado. Nas
Figuras 5.12, 5.13, 5,14 e 5.15 s&o ilustrados os resultados nos distintos tempos de

extracdo das enzimas, assim como a quantidade de proteina total que foi extraida.

Analisando os resultados reportados nas Figuras 5.12 até 5.15 pode se
observar que na etapa de extragdo € obtido um caldo com uma composi¢cédo de 4
U/mL de fitases, 2,9 U mL' de xilanases, 12 U mL™ de pectinases e
aproximadamente 18 mg mL™” de proteinas totais. E importante ressaltar que nos
resultados alcancados é obtida uma concentracdo de fitase (4 U mL™) ao extrair a
enzima produzida; se essa concentracdo € comparada com os resultados das cepas
de referencia de Escherichia coli PGR-2 e Escherichia coli PGR-3 da Divisdo de

Bioengenharia e Biotecnologia da UFPR modificadas geneticamente para produzir
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fitases por fermentacdo submersa, as quais produzem 2 U mL™* pode-se observar
que a concentragdo alcangcada na extracdo € o duplo da concentracdo produzida por

duas cepas modificadas geneticamente para produzir fitases.
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3,5 -
3
2,5 -
>
1,5 -
1
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0 T T T T 1
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Tempo (min)

Fitase (W/mL)

Figura 5.12. Grafico cinético da extracdo de fitase produzida por FES a temperatura ambiente,
pH 5 com uma relacgao sélido liquido de 1/25 base se  ca.
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Figura 5.13. Graficos cinéticos da extracdo de xila nase produzida por FES a temperatura
ambiente, pH 5 com uma relacao sélido liquido de 1/ 25 base seca.
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Figura 5.14 Grafico cinético da extracdo de pectina se produzida por FES a temperatura
ambiente, pH 5 com uma relacao sélido liquido de 1/ 25 base seca.
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Figura 5.15. Grafico cinético da extracdo das prote inas produzidas na FES a temperatura
ambiente, pH 5 com uma relacgao sélido liquido de 1/ 25 base seca.

O argumento anterior demonstra a vantagem da fermentacdo em estado
sélido com respeito as fermentacbes submersas, ao se obter um produto mais
concentrado no comeco da fase de recuperacao o que faz com que a fermentacéo
em estado soélido seja mais atrativa do ponto de vista econémico, assim como
também da quantidade menor de residuos gerados a tratar; os quais poderiam ser
utilizados como parte também de racdo animal atendendo a sua composi¢ao

proteica.
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No caso da pectinase quando se compara os valores descritos na literatura
para a extracdo do meio de fermentacdo em estado sélido, com os deste trabalho,
os valores estéo na mesma faixa de atividade (14 U mL™) (Castilho et al. 1999). Para
a fermentacdo submersa as quantidades maximas reportadas para cepas de
Aspergillus niger, sdo de 10 e 18 U mL™. No caso da obtencéo de pectinase em
condi¢cbes de cultivo submerso com cepas do Aspergillus niger observa-se que as
concentracfes obtidas no processo de lixiviagdo sdo comparaveis as obtidas nos

processos submersos (Favela-Torres et al., 2006).

Outro aspecto de interesse é a estabilidade da atividade enzimatica durante
0 processo de lixiviagdo, comparando com Castilho et al. (1999) no qual apos 30
minutos de operacgéo, a atividade da pectinase cai 40%, enquanto que neste estudo

a atividade da pectinase permanece constante durante todo o processo de extracao.

Também a partir das Figuras 5.12, 5.13, 5.14 e 5.15 anteriores, observa-se
que aproximadamente aos 40 minutos de extracdo se alcancam os valores de
concentracdo de saturacdo para a pectinase, a xilanase e a proteina total. No caso
da fitase essa concentracdo se alcanca aos 72 minutos de extracdo. Levando em
consideracdo a equacao basica da lixiviacdo reportada por Coulson (1981) (Equacédo
3.11), foi realizada a determinacdo das constantes cinéticas que determinam este

processo.
Cc=C/f-e") Eq.5.10

Linearizando a expressao anterior € obtida a expressado que permite calcular

as constantes cinéticas para cada enzima estudada.

_kt:(c—csj Eq. 5.11
Cs

Os valores das constantes cinéticas (k) sdo numericamente iguais aos
valores dos coeficientes lineares de cada reta obtida para cada enzima. A Figura
5.16 mostra a linearizacéo para cada enzima. A Tabela 5.16 identifica os parametros
dos modelos cinéticos de lixiviagdo e o0s coeficientes de regressdo para as

linearizagdes dos modelos.
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Tabela 5.16. Valores das constantes cinéticas
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Enzima k (min ™) Cs (UmL™) R*

Fitase 0,052 4,01 0,9233
Xilanase 0,023 2,87 0,9873
Pectinase 0,102 12,35 0,9183
Proteinas 0,096 14,33 mg mL™" 0,9805

Os modelos que definem a extracdo para cada enzima séo, portanto:

Para fitase

C = 4,01(1- %)

Para xilanase

C=2781-e°%)
Para pectinase

C =12,35(1- )
Para as proteinas
C =19,33(1-e°)

Eq.5.12

Eq.5.13

Eq.5.14

Eq.5.15

Os valores da constante cinética para a fitase, a xilanase e a pectinase

foram de 0,059 min™, 0,023 min™ e 0,102 min™ respectivamente, para a proteina foi
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de 0,096 min™. E importante assinalar que nao foi encontrado na literatura nenhum
dado comparativo dos valores das constantes cinéticas. No caso da pectinase, o
valor € semelhante ao coeficiente cinético reportado por Rodriguez-Fernandez
(2004), onde o valor obtido na extracdo da pectinase foi de 0,107min™. Estes
resultados também poderiam ser comprovados pelo fato de que em ambos os
sistemas, a concentragcdo de saturacdo para a atividade da pectinase foi alcancada
aos 40 minutos de extracdo. Para o caso da constante cinética na extracdo da
proteina, o valor foi de 0,096 min™, um valor pouco mais baixo que o descrito por
Rodriguez-Fernandez (2004). Esta diferenca poderia estar relacionada a relagéo
sélido liquido neste trabalho que foi de 1:25 U mL™ em base seca, e no trabalho

referido a relacdo sélido liquido foi fixada em 1:12 U mL™ em base seca.

5.2.6 Estudo da lixiviagao por etapas sequenciais.

Para analisar o rendimento total do processo de extracdo das enzimas decidiu-
se avaliar a eficiéncia da lixiviacdo através de varias etapas considerando as
condicbes anteriores, relacdo sélido/liquido 1:25 U mL™ em base seca, temperatura
ambiente, pH 5 e agitacdo de 300 rpm. A cada etapa se adicionaram 1,6L de agua
com agitagdo durante 60 minutos. Além da atividade das enzimas foi quantificada a
proteina total extraida em cada etapa para avaliar a atividade especifica obtida nas
etapas. Além disso, as extracdes sucessivas permitem ter uma estimativa mais
efetiva da quantidade total de enzima produzida na fermentacdo. A Tabela 5.17
mostra as diferentes concentracdes obtidas em cada etapa de extracao. Nas Figuras
5.17 até 5.20 sdo mostradas as tendéncias das concentracbes das enzimas

extraidas em funcéo do numero de etapas utilizadas no estudo de extracao.

Tabela 5.17. Estudo da extracdo por etapas da s enzimas e das proteinas.

Etapa Conc. de Conc. de Conc. de Conc. de
Fiatse Pectinase Xilanase Proteina
(UmL™ (UmL™ (UmL™ (mgmL™)

1 3,86 16,52 2,58 14,45

2 3,00 11,79 2,57 8,16

3 0,99 6,03 0,95 7,07

4 0,18 1,61 0,24 4,74
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Figura 5.17. Extracdo da fitase por etapas.
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Figura 5.18 Extracdo da xilanase por etapas.
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Figura 5.19. Extracdo da pectinase por etapas.

91



92

16,0 -
T 140 *
E
© 12,0 -
E
10,0 -
g g
3 8,0
=
o 6,0 -
4,0
2,0 1
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5
# de Etapas

Figura 5.20. Extracéo das proteinas por etapas.

E possivel verificar que as extracbes em 4 etapas apresentam um
decréscimo linear e, nas duas primeiras etapas, para a fitase e a pectinase, é onde
se encontram concentracdes altas tomando como referéncia os valores de
concentracdo analisados na primeira parte do estudo da extracdo das enzimas. Os
modelos matematicos que descrevem estas extracdes sucessivas sao mostrados

nas Equacgbes 5.16 até 5.19:

AtFitase= -1,31(#Etapa) + 5,27 Eq. 5.16
At.Xilanase= —0,86(# Etapa) + 3,74 Eq. 5.17
At.Pectinase= —5,05(# Etapa) + 21,61 Eq. 5.18
Pr oteina= —3,04(#etapg +16,75 Eq. 5.19

No resultado da pectinase se observa um comportamento semelhante ao
comportamento descrito por Rodriguez-Fernandez (2004), atingindo-se a extracdo
da maior parte da enzima nas duas primeiras etapas, sendo concentracdes
consideradas altas quando comparadas com os resultados encontrados na literatura.
O mesmo pode se falar para o caso da fitase, obtendo-se valores considerados altos
nas duas primeiras etapas da extracdo. Frente a este comportamento é possivel

concluir que duas etapas de extracdo sao suficientes para obter uma concentracéo
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de enzimas possivelmente economicamente viavel para posteriores processos de

recuperacao.

Na Tabela 5.18 sdo mostradas as quantidades totais de enzima extraida por
etapa e o rendimento na extracdo destas. Uma analise das enzimas extraidas em
cada etapa mostra que o total das enzimas produzidas que podem ser extraidas da
fermentacdo, sendo um total de 93,07 unidades de fitase extraidas, 73,47 unidades
de xilanase e 416,8 unidades de pectinase. Trabalhando com as duas primeiras
etapas obten-se 85% do rendimento da extracdo das fitases totais presentes no

meio, e 80% para a xilanase e para a pectinase totais que poderiam ser extraidas.

Tabela 5.18. Unidades de enzima extraidas por
rendimento das etapas.

grama de sélido fermentado lixiviado e

Etapa Fitase ext. Rend. (%) | Xilanase Rend. (%) | Pectinase Rend. (%)
Ugh ext. (Ug™) ext. (Ug™)

1 44,79 48,12 29,87 40,66 191,51 45,95

2 34,79 37,37 29,78 40,53 136,73 32,81

3 11,44 12,29 11,04 15,02 69,87 16,76

4 2,06 2,21 2,78 3,79 18,68 4,48

Ao analisar a extracao por etapas e ndo se alcancar mais a concentracao de
equilibrio (ver Fig. 5.17 a 5.20), a constante cinética do processo pode ter diminuido
na medida em que foi incrementado o nimero de etapas. Esta queda pode ocorrer
devido a difusividade efetiva (Bird et al., 1963) das enzimas, viu se afetada pela
caracteristica porosa do material fermentado e a que esta quantidade de enzimas
fica inserida no seio da matriz sélida, permanecendo mais retida no material, e por
tanto sendo mais dificil de extrair. Deve ser esclarecido que nos sistemas porosos a
difusividade é medida como “difusividade efetiva” que depende da temperatura, a

pressdo (no caso dos gases) e as caracteristicas dos poros.

5.3 Concentracao das enzimas por ultrafiltracéo.

Uma vez estabelecidas as condi¢bes de extragcdo das enzimas do meio de
fermentacdo em estado sélido, o proximo passo foi centrifugar e concentrar o caldo
contendo as enzimas. Além da concentracdo das enzimas, também é possivel
através da ultrafiltracdo eliminar impurezas ou inibidores de diferentes pesos

moleculares presentes no caldo. No estudo inicial da concentragdo das enzimas foi



94

testada uma membrana de 100 kDa com o objetivo de eliminar inibidores de maior

peso molecular, fundamentalmente proteinas.

5.3.1 Calculo da permeabilidade das membranas e dos  fluxos de permeado.

ApoOs a montagem do sistema, foi determinada a permeabilidade hidraulica
da membrana, através da medicao do fluxo de permeado de agua. A permeabilidade
hidraulica é definida como a quantidade de agua que unidade de area por unidade
de pressao e foi calculada através da equacao:

Q

Per=———
AlLAP

Eq. 5.20

Onde:
Qp: Vazdo do permeado (mL min™)
A: Area da membrana (0,5 m?)

AP: Queda de pressao no ultrafiltro (5 psi)

As membranas apresentaram uma permeabilidade de 120 e 49,2
mL/m?.h.atm para a de 100 kDa e 10 kDa, respectivamente. Este resultado pode ser
associado a estrutura porosa de cada membrana. Por apresentar uma maior rejeicao
de solutos com maior peso molecular, a membrana de 100 KDa, apresenta uma
distribuicdo de poros maiores o que contribui para um maior fluxo de permeado nas
mesmas condi¢cdes de pressdo. Nas Figuras 5.21 e 5.22 sdo apresentados 0s
comportamentos do fluxo de permeado no tempo, onde pode-se apreciar que as
curvas apresentaram o mesmo comportamento, o que pode ser um indicio da
reprodutibilidade do processo. No caso da membrana de 100 KDa aos 10 minutos
de operacdo é alcancado a vazdo de permeado constante de 300 mL min™, no caso
da outra membrana este fluxo de permeado constante, 120 mL min™, foi alcancado

apo6s 35 minutos de operacao.



900 +
800 +
700 +

Qp (mL/min)

600 ~
500 +
400 -
300 +
200 -
100 -

15 20 25

Tempo (min)

Figura 5.21. Comportamento da vazao do permeado no

tempo para a membrana de 100 KDa.
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Em ambos os casos foram observados uma reducéo no fluxo de permeado.

Este fendmeno é conhecido como efeito de “fouling”, e representa uma resisténcia

adicional para a passagem da corrente de permeado, causado pela acumulacéo de

componentes e formacao de incrustacdes na superficie da membrana.
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Figura 5.22. Comportamento da vazao de permeado no

5.3.2 Determinagéo das atividades das enzimas.

tempo para a membrana de 10 KDa.

Uma vez avaliados os comportamentos dos fluxos de permeados com o

tempo, foram determinadas as quantidades de unidades totais em cada uma das

trés correntes analisadas, a alimentacao, o retido e o permeado. Na Tabela 5.19 sé&o
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mostrados os resultados, para a membrana de 100 KDa da atividade enziméatica em
cada uma das correntes. E necessario assinalar que o extrato enzimatico foi

concentrado trés vezes.

Tabela 5.19. Atividade total das enzimas em ¢ ada corrente para a membrana de 100 KDa.

Enzima Alimentacdo Retido Permeado
(U Totais) (U Totais) (U Totais)
Fitase 47709,86 41645,39 485,68
Xilanase 10839,65 329,53 9467,85
Pectinase 43413,77 2675,60 41636,51

Na Tabela 5.19, ao ser utilizada a membrana com cutoff de 100 KDa é
obtido um fracionamento das enzimas, com a maior parte da fitase (82%) no retido,
0 que indica que o valor do peso molecular da enzima € da ordem de 100 KDa. Este
comportamento esta de acordo com os valores encontrados na literatura onde os
valores de peso molecular da fitase de Aspergillus niger oscilam entre os 80 e o0s
120 KDa, no caso da enzima aqui mostrada o tamanho poderia ser considerado
superior aos 100 KDa. Outro aspecto importante € o incremento na atividade total da
fitase que foi de 18%. Isto pode ter ocorrido porque no permeado foram eliminados
inibidores da atividade da enzima, como ions ou outros compostos de baixo peso
molecular, o que seria a0 mesmo tempo uma purificacdo parcial do extrato obtido.
No caso da pectinase e da xilanase o comportamento observado foi diferente. Para
ambas as enzimas a maior quantidade € observada no permeado, estando de
acordo com os valores de tamanho de molécula (30~60 KDa) para ambas as
enzimas descritas na literatura. Também foi observado um decréscimo na atividade
das enzimas sendo para a pectinase uma reducao de 5% e para a xilanase de 12%,
ao contrario do que aconteceu com a fitase. Este decréscimo pode se dever a
diferentes causas; acumulo no permeado de uma maior concentragdo de inibidores
0 que reprime a atividade das enzimas, perda de atividade (desnaturagéo) ou a

perdas na membrana.

Uma vez que ndo se obteve sucesso com a tentativa de tirar as impurezas
de peso superiores a 100 KDa do caldo extraido contendo as enzimas, decidiu-se
concentrar o caldo utilizando uma membrana com cuttof de 10 KDa. Na Tabela 5.20
sdo descrtitas as atividades totais e a quantidade de proteina obtida pra cada

corrente. Desta vez o extrato enzimatico foi concentrado cinco vezes.
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Tabela 5.20. Atividade total das enzimas em ¢ ada corrente com a membrana de 10 KDa.

Enzima Alimentacao Retido
(U Totais) (U Totais)
Fitase 48665,17 43026,22
Xilanase 26831,42 37569,16
Pectinase 96604,16 135971,46
Proteinas* 35555,56 21357,58

*As proteinas foram reportadas em mg totais.

Nesta concentracdo das enzimas pode se apreciar que ficam no retido
praticamente toda a atividade das enzimas observando-se que para a fitase ha uma
perda de atividade de 12% tomando em consideracao a quantidade total de enzima.
Para a xilanase e a pectinase é observado um aumento na atividade de 40% em
ambos 0s casos, 0 que indica que no permeado foram eliminados compostos de
baixo peso molecular que tinham uma incidéncia negativa direta na atividade da
enzima, atuando como inibidores. Para as proteinas totais observa-se que ha um
decréscimo de 40% na quantidade total de proteina. Disto pode-se concluir que os
compostos de baixo peso molecular poderiam ser ativadores da enzima fitase que
sao eliminados do caldo com as enzimas, a0 mesmo tempo estes compostos de
baixo peso molecular sao inibidores da atividade das pectinases e das xilanases.
Com estas variagdes nas atividades foram determinadas as atividades especificas

da alimentacao e do retido as quais sdo descritas na Tabela 5.21.

Tabela 5.21. Atividades especificas das enzi mas ap0s a concentragdo por ultrafiltracao

com a membrana de 10 KDa.

Corrente Ativ. Esp. Fitase Ativ. Esp. Xilanase Ativ. Esp. Pectinase
(U mg'l prot.) (U mg'l prot.) (U mg'l prot.)
Alimentacéo 1,37 0,75 2,72
Retido 2,01 1,76 6,37

Uma vez analisados os dados descritos na Tabela 5.21 podemos verificar
que h& um importante aumento na atividade especifica para as trés enzimas
estudadas; sendo de 47% para a fitase, 134% para a pectinase e 135% para a
xilanase. Isso indica que a concentracdo por ultrafiltracdo, também ajuda a aumentar

a atividade total das enzimas, assim como as suas atividades especificas.

5.3.3 Determinacgéo dos ions presentes no caldo enzi  matico final.

Outro aspecto importante considerado na concentragdo do caldo enzimatico
€ a composicao de ions livres presentes no meio antes e depois de ultrafiltrado o
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caldo. Na Tabela 5.22 sdo mostrados os valores da concentracdo de alguns ions
presentes no caldo enzimatico extraido da fermentacdo e apdés a etapa de

concentracao por ultrafiltracéo.

Tabela 5.22. Composicgéo idnica do caldo enzimatico antes e depois de ultrafiltrar com a
membrana de 10 KDa.

fons Alimentacdo (ppm) Retido (ppm)
Na" 713,24 16,67
NH," 99,01 52,29
K* 8893,51 96,17
Mg ™ 1075,93 29,31
Zn** 2236,22 0,02

Pode se observar uma perda significativa na concentragdo dos ions
presentes no caldo, o que poderia ser uma explicacdo para a queda ou aumento da
atividade das enzimas presentes no meio. E importante observar que o ion de Zinco
livre presente no caldo desaparece quase totalmente no retido, enquanto que 0s
ions de Aménio s6 perdem a metade da sua concentragdo. Também €& possivel
observar perdas significativas na concentracdo de ions de Potassio e de Magnésio

livres.

5.4 Conservacédo das enzimas.

Uma vez concentradas as enzimas utilizando a ultrafiltracdo decidiu-se
analisar a estabilidade de longo prazo das enzimas, levando em consideracao o
controle (sem adicdo de glicerol) e as duas variantes de formulacédo do produto final
com 25 e 35% de glicerol adicionado no caldo de enzimas concentrado. O primeiro
fator analisado foi a influéncia do glicerol na atividade destas enzimas. Na Tabela
5.23 sdo mostradas as atividades das enzimas considerando o volume de glicerol

(diluicao) de extrato concentrado em cada condicdo de conservacao.

Tabela 5.23. Atividade inicial das enzimas em cada condi¢cdo de conservacao.

Condicao Fitases Xilanases Pectinases
(U ml™* ext. conc.) (U ml™ ext. conc.) (U ml™ ext. conc.)
Controle 39,40 27,45 114,50
25% de Glicerol 56,33 30,73 150,78
35% de Glcierol 53,13 33,93 167,72

Na Tabela 5.23, a fitase apresenta um aumento na atividade de

aproximadamente 42% para a formulagdo com 25% de glicerol e 35 % para a
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formulagdo com 35% de glicerol; para a pectinase h4 um incremento em 31% para a
solugdo com 25% de glicerol e de 46% para a formulacdo com 35% de glicerol, o
que indica um efeito significativo e positivo na atividade das enzimas, aportando
possivelmente uma melhor conformacédo espacial das enzimas e permitindo um
melhor contato entre o substrato e o sitio ativo da enzima. No caso da xilanase
foram identificados incrementos de 12% na atividade para a formulacdo de 25% de
glicerol e de 24% para a formulacdo de 35% de glicerol. Estes efeitos sobre a
atividade poderiam se dever a uma melhora na conformacao espacial das enzimas
com a adi¢&o do glicerol. E importante assinalar que a atividade da agua foi de 0,925
e 0,908 para as formulagdes de 25% e 35% de glicerol adicionado respectivamente.

Este efeito na conformacao espacial das enzimas e conseqientemente um
aumento na atividade dessas enzimas, pode-se dever ao fato que ha uma maior
estabilidade de estruturas quaternarias oligoméricas, quando estas séo favorecidas
pela formacdo de pontes de hidrogénio intramoleculares. Este mecanismo se dé a
partir da diminuicdo das interacdes entre a agua e a enzima, devido a diminuicdo na
concentracéo de agua livre, promovendo a formacéo de interacdes intramoleculares,
bem como de interacbes entre moléculas de proteinas distintas (lyer et al. 2008,
Sola-Penna et al. 1998).

Posteriormente as formulacbes das trés variantes de conservacéo,
realizaram-se a analise da atividade ao longo do tempo a diferentes temperaturas,
com o objetivo de determinar em que condi¢cdes a atividade se manteria mais
estavel. Nas Figuras 5.23 até 5.31 mostradas a seguir, pode-se observar o
comportamento da atividade das enzimas para oito semanas de armazenamento a

diferentes temperaturas.
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Fig. 5.23. Estabilidade da fitase sem adi¢do de gli cerol as temperaturas de 4C; 29C; 40C e
46T respectivamente.
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Fig.5.24. Estabilidade da fitase com 25% de glicero | as temperaturas de 4C; 29C; 40C e 46TC
respectivamente.
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Fig. 5.25. Estabilidade da fitase com 35% de glicer ol as temperaturas de 4C; 29C; 40C e 46T
respectivamente.
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Fig. 5.26. Estabilidade da pectinase sem glicerola s temperaturas de 4C; 29C; 40C e 46T e
respectivamente.
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Fig. 5.27. Estabilidade da pectinase com 25% de gli  cerol as temperaturas de 4C; 29C; 40C e
46T respectivamente.
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Fig. 5.28. Estabilidade da pectinase com 35% de gli  cerol as temperaturas de 4C; 29C; 40C e
46T respectivamente.
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Fig. 5.31. Estabilidade da xilanase com 35% de glic  erol as temperaturas de 4C; 29C; 40C e
46T respectivamente.

Nas Figuras 5.23 até 5.31 € importante verificar que as variantes onde nao
foi adicionado o glicerol, os controles, sé puderam ser medidas as atividades até a
semana trés de armazenamento devido ao crescimento de microorganismos,
principalmente leveduras nas formulacbes armazenadas a 29T e 40T, o que
significou a alteracao biologica do produto formulado. Nos casos das formulacdes
com 25% e 35% de glicerol ndo foram observadas estas contaminacdes, pois a
baixa atividade da agua que apresentam impede o crescimento da maioria dos

microorganismos.

Avaliando a atividade das formulacdes ao longo do tempo pode se observar
gue no caso das trés enzimas estudadas, com a formulacdo de 35% de glicerol se
alcangou a maior estabilidade da atividade no tempo. Nas Tabelas 5.24 até 5.27 sdo
mostrados os valores porcentuais de retencdo das atividades iniciais das trés
enzimas nas duas formulacdes analisadas apdés 8 semanas de armazenamento para

cada temperatura.

Tabela 5.24. Atividade residual das enzimas a rmazenadas a 4C ap0s 8 semanas.

T (4C) % Atividade residual

Enzima 25% de glicerol 35% de glicerol

Fitase 65,7% 81,8%
Pectinase 83,4% 91,0%
Xilanase 79,4% 90,0%




Tabela 5.25. Atividade residual das enzimas a

rmazenadas a 29C ap6s 8 semanas.
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T (29C) % Atividade residual
Enzima 25% de glicerol 35% de glicerol
Fitase 60,9% 79,5%
Pectinase 59,9% 75,4%
Xilanase 53,5% 69,3%

Tabela 5.26. Atividade residual das enzimas a

rmazenadas a 40C ap6s8 semanas.

T (40C) % Atividade residual
Enzima 25% de glicerol 35% de glicerol
Fitase 26,1% 41,2%
Pectinase 23,5% 18,2%
Xilanase 30,1% 23,1%

Tabela 5.27. Atividade residual das enzimas a

rmazenadas a 46C ap6s 8 semanas.

T (46C) % Atividade residual
Enzima 25% de glicerol 35% de glicerol
Fitase 14,1% 17,6%
Pectinase 4,7% 6,7%
Xilanase 15,,6% 18,2%

Como pode ser analisado nas Tabelas 5.24 até 5.27 as melhores condi¢des
para as enzimas foi quando estas foram armazenadas sob refrigeracédo (4C), pois
apos as oito semanas de armazenamento conservaram acima dos 80% da atividade
inicial para as duas formulagdes estudadas. Para a formulagdo com 35% de glicerol
€ notavel que chegue a alcancar 90% na retencdo da atividade inicial das trés
enzimas. Esta mesma formulacdo (35% de glicerol) a temperatura ambiente,
conserva 85% da atividade inicial da fitase e da pectinase, jA para a xilanase

conserva-se 70% da atividade inicial.

Nas outras condicdes de temperatura as perdas de atividade das trés
enzimas sao significativas, retendo menos de 30% da atividade inicial das

formulacoes.

Uma vez analisado os rendimentos e o comportamento da atividade no
tempo foram determinadas as constantes de desnaturagdo das enzimas, isolando-a

da equacao de Arrenhius (Eqg. 3.10)
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Nas Tabelas 5.30, 5.31 e 5.32 sao reportados os valores da constante de

desnaturacao para as enzimas em cada condi¢cdo de temperatura.

Tabela 5.28. Determinacdo das constantes de desnatu

racdo para a fitase.

Temperatura k(sem ™) 25% R* k(sem™) 35% R®
4 0,056 0,962 0,027 0,943
29 0,071 0,982 0,031 0,977
40 0,171 0,971 0,112 0,937
46 0,248 0,970 0,139 0,965
Tabela 5.29. Determinacdo das constantes de desnatu  racdo para a xilanase.
Temperatura k(sem ™) 25% R’ k(sem™) 35% R*
4 0,066 0,969 0,013 0,927
29 0,082 0,967 0,049 0,953
40 0,152 0,963 0,175 0,980
46 0,250 0,957 0,201 0,940
Tabela 5.30. Determinagao das constantes de desnatu racdo para a pectinase.
Temperatura k(sem ) 25% R* k(sem™) 35% R®
4 0,022 0,971 0,021 0,969
29 0,058 0,934 0,035 0,947
40 0,174 0,958 0,199 0,978
46 0,361 0,982 0,321 0,958

Observa-se que para todos os casos analisados nas Tabelas 5.30 até 5.32

os valores da constante de desnaturagao s&o maiores para a formulacao de 25% de

glicerol quando comparados a formulacdo de 35% de glicerol. Esta queda poderia

estar relacionada com a concentragdo do agente protetor que diminui

a

desnaturacao térmica das enzimas. Como a temperatura, entre outros fatores, tem

uma influéncia direta na constante de desnaturacao decidiu-se mostrar graficamente

a relacao entre a constante de desnaturacéo (Kq) e a temperatura.
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Fig. 5.32. Relagdo entre as constantes cinéticas e  a temperatura.

E importante ressaltar que a Figura 5.32 mostra o comportamento da
constante de desnaturacdo das enzimas; nota-se que no intervalo de temperatura
entre 4C e 30C had um pequeno aumento no valor da mesma comparada com o
intervalo da temperatura entre 30C até 46C. Entre tanto, ao aumentar a
temperatura de armazenamento acima de 30C aumenta o valor da constante de
desnaturacao de forma exponencial. A pectinase apresenta um maior valor quando
comparada com a fitase. Este comportamento das constantes de desnaturacdo nos
demonstra que o glicerol como agente crio protetor das enzimas, funciona melhor a
temperaturas ambiente ou menores. O aumento da temperatura ndo oferece

garantia para um armazenamento em longo prazo nesta condi¢cao de conservagao.

Outro aspecto importante da relagdo entre a temperatura e as constantes
cinéticas € poder predizer os valores da constante de desnaturacéo a outros valores
de temperatura; e a sua incidéncia sobre a atividade das enzimas armazenadas

naquela condi¢cdo que queira ser estudada com estas formulacoes.
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6. CONCLUSOES

Uma vez desenvolvidos os experimentos e analisados os resultados obtidos

na pesquisa pode se chegar as seguintes conclusoes:

6.1 Fermentacao

v' Os resultados obtidos mostram que o conteddo de umidade a 60% no
meio de fermentacdo permite alcancar altos niveis na producdo das
enzimas. A producdo média de fitases foi de 60 U/g, para xilanase foi de
60 U/g e de pectinase foi de 250 U/g em base seca.

v' O sistema de fermentacdo estatico apresentou os melhores resultados
na producéo das enzimas em relacéo ao sistema com agitacao.

v' A condicdo 6tima na intensidade da aeragdo foi de 1 VkgM, sendo
utilizada a maior parte do ar fornecido ao sistema para remover o calor
metabdlico gerado.

v' O critério de escalonamento baseado na intensidade do ar (1 VkgM)
pode ser considerado como um critério valido para o escalonamento
deste tipo de fermentagdes.

v" O consumo dos acguUcares livres e da pectina supbe um menor gasto
energético para 0 microorganismo, e sdo consumidos nas primeiras 48
horas de fermentacado, entre a hora 48 e 72 é consumida a pectina, e
produzida a maior quantidade de pectinase, sendo produzidas as
maiores quantidades de fitase e xilanase nas horas posteriores ao

consumo dos acgucares livres e a pectina.

6.2 Extracao

v Dos solventes estudados a agua foi o solvente que proporciona
melhores rendimentos na extracdo. A concnetracdo foi de 3,57 U/mL
para a fitase, 2,3 U/mL para a xilanase 3 12 U/mL para a pectinase.

v' A adicdo de EDTA aporta uma maior estabilidade as enzimas extraidas
do meio sélido.

v" As melhores condic6es de extragcédo foram 300 rpm e pH 5,0.
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v' A pectinase foi a enzima de maior constante cinética na extracdo das
enzimas do meio sélidocom um valor de 0,102 min™.

v Na extracdo por etapas pode-se determinar a quantidade total de
enzimas produzidas durante a fermentacéao.

v" Na extracdo por etapas ha uma queda linear da concentracéo do extrato,
e nas duas primeiras etapas é possivel recuperar 80-85% das enzimas

produzidas.

6.3 Ultrafiltracéo.

v" Quando foi utilizado o ultrafiltro com membrana de 100 kDa se observou
gue a maior parte das enzimas pectinase e xilanase ficaram no
permeado, enquanto que a fitase ficou no retido.

v" Ao utilizar o ultrafiltro com membrana de 10 kDa a atividade total das
enzimas xilanase e pectinase melhoraram, servindo esta concentracao
por membranas para eliminar impurezas que inibem a atividade destas
enzimas.

v" No caso da fitase para membranas de 10 kDa no ultrafiltro foi observada
uma diminuigdo na atividade desta enzima, sendo possivel a perda de

ions que favorecam a atividade desta enzima.

6.4 Conservacdo das enzimas.

v A adicdo de glicerol confere as enzimas fitase e pectinase uma possivel
conformacado espacial que incrementa positivamente a atividade destas
enzimas. Os maiores incrementos de atividade destas enzimas foram de
42% para a fitase e 46% para pectinase.

v/ Para a xilanase o incremento na atividade foi muito baixo pelo que
poderia se dizer que ndo tem agédo sobre a conformagéo espacial desta
enzima.

v' A formulacdo com 35% de glicerol apresentou os melhores resultados no
armazenamento das enzimas comparado com a formulacdo com 25% de

glicerol.
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v' Ambas as formulacdes com glicerol apresentaram os melhores valores
de conservacao trabalhando com temperatura ambiente ou abaixo desta,
mantendo no caso da formulacdo com 35% de glicerol atividades acima
de 80% com respeito a atividade inicial.

v' As constantes cinéticas de desnaturacdo apresentaram uma variacdo
pequena no intervalo entre a temperatura de refrigeracdo e a
temperatura ambiente, e o0s incrementos foram exponenciais para

temperaturas acima de 30<C.

7. Recomendacdes

Uma vez feitas as conclusdes do trabalho realizado, restam como

recomendacdes para obter uma tecnologia capaz de ser aplicada comercialmente:

v' Testar outros conservantes para a formulacdo de um produto final
estavel a temperaturas acima dos 30C.

v' Testar outras técnicas para obter um produto final seco que é mais
estavel no armazenamento a longo prazo.

v' Escalonar o processo total com o objetivo de obter uma tecnologia
reproduzivel industrialmente.

v' Realizar o estudo d a viabilidade econémica do processo desenvolvido.

v' Realizar testes do produto final obtido em animais monogastricos,

principalmente em frangos e suinos.
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9. Anexos
Anexol. Andlise Estatistica para o Planejamento Fat  orial 2 2
ANOVA; Var.:PHYTASES; R-sqr=,06017; Adj:0, (new.sta)

2**(2-0) design; MS Pure Error=,0016491
DV: PHYTASES

SS df MS F p
(1)PH 0,000457 1 0,000457 0,2769 0,635184
(2)AGITATIO 0,003523 1 0,003523 2,1363 0,240004
lby2 0,023815 1 0,023815 14,4414 0,032001
Lack of Fit 0,429219 1 0,429219 260,2778 0,000518
Pure Error 0,004947 3 0,001649
Total SS 0,461961 7

Regr. Coefficients; Var..PHYTASES; R-sqr=,06017; Adj:0,
2**(2-0) design; MS Pure Error=,0016491
DV: PHYTASES

Regressn -95,% +95,%

Coeff. Std.Err t(3) p Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Interc. 3,468809 ,014357 241,6042 ,0000 3,423118 3,514501
(1)PH -,010684 ,020304 -,5262 ,635184 -,075302 ,053934
(QAGIT ,029677 ,020304 1,4616 ,240004 -,034941 ,094295
lby2 ,077160 ,020304 3,8002 ,032001 ,012543 ,141778

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PHYTASES
2*%(2-0) design; MS Pure Error=,0016491

=

p=,05

1by2 3,800179

,461607

(2)AGITATIO

-,526179

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
Effect Estimate (Absolute Value)



Anexo 2. Andlise Estatistica para o Desenho Compost
ANOVA; Var..PHYTASES; R-sqr=,97724; Adj:,95827 (new.sta)
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=,0016491

DV: PHYTASES

SS

PH (L) ,06274

PH (Q) ,486422
AGITATIO(L) ,000000
AGITATIO(Q) ,250718
1L by 2L 023815
Lack of Fit 010251
Pure Error 004947
Total SS ,667702

MS
,006274
,486422
,000000
,250718
,023815
,003417
,001649

E
8045
294,9656
,0001
152,0353
14,4414
2,0721

122

o Central

p

,146201
,000430
,992250
,001149
,032001
,282428

Regr. Coefficients; Var..PHYTASES; R-sqr=,97724; Adj:,95827
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=,0016491

DV: PHYTASES

Regressn

Coeff.
Mean/Interc.  3,700436
(L)PH (L) -0,028006
PH (Q) -0,275746
AGIT (L) 0,000151
AGIT (Q) -0,197968

1L by 2L

Std.Err
0,020304 182,2477,
0,014358 -1,9505,
0,016055 -17,1746
0,014358 0,0105
0,016055 -12,3303
0,077160 0,020304

t(3)

3,8002

p
000000

,146201
0,000430
0,992250
0,001149
0,032001

-95,%
Cnf.Limt

3,635818

-0,073701

-0,32684
-0,045540
-0,249064
0,012543

+95,%
Cnf.Limt
3,765054
,0017689
-0,224650
0,045846
-0,146872
0,141778
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Anexo 3. Vista interior do fermentador de 5 kg.




Anexo 4. Vista da sala de fermentagdo em estado s6l  ido.
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Anexo 5. Agitador empregado para e3studar a extragd 0 das enzimas.
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Anexo 6. Frascos com as solucdes para o estudo de ¢ onservacéo das enzimas.




