UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

APLICABILIDADE DE MODELOS CINETICOS PARA
MODELAGEM MATEMATICA DE CULTIVO EM
BATELADA DE BACILLUS FIRMUS (CEPA 37) NA

PRODUCAO DE CICLOMALTODEXTRINA
GLUCANOTRANSFERASE (CGTASE)

Fernando Pereira Calderaro

Orientadora; Profé. Dr2. Gisella Maria Zanin
Co-orientador: Prof. Dr. José Eduardo Olivo

Maringé - PR - Brasil
Fevereiro de 2012

Dissertacdo  de Mestrado
submetida a  Universidade
Estadual de Maringad, como
parte dos requisitos necessarios
a obtencdo do Grau de Mestre
em Engenharia Quimica, area
de Desenvolvimento de
Processos.



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagao (CIP)
(Biblioteca Central - UEM, Maringa. PR, Brasil)

Calderaro, Fernando Pereira
Cl4ca Aplicabilidade de modelos cinéticos para
modelagem matemdtica de cultivo em batelada de
Bacillus firmus (cepa 37) na producgdoc ds
ciclomaltodextrina glucanotransferase (CGTase) /[
Fernando Pereira Calderaro. -- Maringa, 2012.
135 £. : il. color., figs., tabs., + anexo

Orientadora: Prof.®* Dr.?® Gisella Maria Zanin.

Coorientador: Prof. Dr. José Eduardo Olivo.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual ds
Maringd, Centro de Tecnologia, Departamento de
Engenharia Quimica, Programa de Pds-Graduacdoc em
Engenharia Quimica, 2012.

1. Bacillus firmus - Preoducgdoc CGTase. 2. Eguagbes
cinéticas - Modelagem. 2. Produgdo CGTase - Cultivo
em batelada. I. Zanin, Gisella Maria, orient. IT.
0livo, José Eduardo, coorient. III. Universidade
Estadual de Maringa. Centro de Tecnologia.
Departamento de Engenharia Quimica. Programa de P&s-
Graduacdo em Engenharia Quimica. IV. Titulo.

CDD 21.ed. 660.63

MN-002058




ii
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Esta é a versao final da Dissertacdo de Mestrado apresentada por
Fernando Pereira Calderaro perante a Comissdo Julgadora do Curso de
Mestrado em Engenharia Quimica em 10 de fevereiro de 2012.

COMISSAO JULGADORA

%\t@@ Gisell I\/IaFEIa Zanin

Orientadora / Presidente

/P fDr Jo%é Eduardo
Coort

enedo de Carvalho
Membro

Prof. Dr. \:Iawo ria de Moraes
Membro




“O Coracao do homem considera o seu caminho, mas
o Senhor lhe dirige os passos.”

Provérbios, 16:9



AGRADECIMENTOS

v" A Deus pela vida, saude e oportunidade de trilhar um caminho cheio de graca e
béncéos, por ter me concedido uma familia maravilhosa e uma pessoa especial para
estar ao meu lado nos dias de minha vida.

v" Aos meus pais, Miriam e Gessiman, pelo apoio e confianca que sempre prestaram
em todos os momentos, faceis e dificeis, que mesmo estando longe me enchem de
forca pelas suas palavras.

v' Aos meus irmaos, Rafael e Renato, que também estdo trilhando seus caminhos
académicos, pelo companheirismo e amizade fraterna.

v A minha esposa Veridiane pelo amor, carinho e paciéncia, me ajudando a manter a
calma nas horas de dificuldade.

v A professora Gisella pela orientacio e confianca prestadas ao longo do
desenvolvimento deste trabalho.

v Ao professor Olivo pela co-orientacdo, pelos momentos de discussdes na tentativa
de elucidar os fendmenos, pelos puxdes de orelha e pela amizade cultivada desde os
tempos da graduacdo.

v' Aos colegas pelos momentos de auxilio nas disciplinas e pela amizade
desenvolvida neste periodo.

v" Ao CNPq pelo auxilio financeiro através da bolsa de mestrado.



RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a aplicabilidade de modelos cinéticos
classicos na producdo da enzima Ciclomaltodextrina-Glucanotransferase (CGTase)
produzida em processo de batelada por Bacillus firmus da CEPA 37.

A finalidade de se estudar a aplicacdo dos modelos cinéticos na producao da
enzima CGTase € poder utilizar a modelagem matematica como uma ferramenta para
otimizacao do processo de producédo da referida enzima e também permitir a simulagéo
de novas situacbes de producdo sem envolver gastos de reagentes e tempo despendido
em laboratdrio.

Os dados utilizados neste trabalho foram extraidos da dissertacdo de mestrado de
Marques (2004) e do trabalho de iniciacéo cientifica de Calderaro (2007), que avaliaram
diversas condicdes experimentais de cultivo de Bacillus firmus (CEPA 37) na producéo
de CGTase.

O trabalho consistiu em avaliar a aplicacdo de modelos cinéticos através de um
algoritmo de resolucdo de equacdes diferenciais escrito no software MATLAB® que foi
elaborado para resolver um sistema de trés equacdes diferenciais, sendo a que
representa a taxa de crescimento celular, dX/dt, a que representa a taxa de formacéo de
produto expressa em atividade enzimatica, dP/dt (ou dA/dt) e a que representa a taxa de
consumo de substrato, dS/dt. Dentro destas equacdes diferenciais foram substituidos os
modelos cinéticos abordados, sendo utilizados os modelos de Monod (1949), Aiba et al
(1968) e Andrews (1968).

Foram entdo desenvolvidos quatro sistemas de equagdes diferenciais, 0 primeiro
que envolveu a representacdo do crescimento celular por Monod (1949), da atividade
enzimética por Aiba et al (1968) e do consumo de substrato como a rela¢do entre o
crescimento celular e a atividade enzimatica observada. O segundo sistema de equacdes
diferenciais envolveu a representacdo do crescimento celular também por Monod
(1949), a representacdo da atividade enzimética por Andrews (1968) e o consumo de
substrato como a relagdo entre o crescimento celular e a atividade enzimatica observada.
No sistema trés, tanto para o crescimento celular quanto para a atividade enzimaética
considerou-se que seus comportamentos respeitavam a equacao cinética de Aiba et al
(1968) e o consumo de substrato se manteve a relacdo entre o crescimento celular e da
atividade enzimatica. No sistema quatro, o crescimento celular e a atividade enzimatica

foram considerados como respeitando a equagdo cinética de Andrews (1968) a do
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consumo de substrato se manteve como a relacdo entre o crescimento celular e a
atividade enzimatica.

Foram analisados também os comportamentos das curvas de velocidades
especificas de crescimento celular (ux), de consumo de substrato (us) e de atividade
enzimatica (ua) em funcdo do tempo, com o objetivo de verificar alguma relacdo entre
as trés curvas de velocidades especificas e tentar classificar a producdo de CGTase por
Bacillus firmus CEPA 37 como producdo de enzima associada ou ndo ao crescimento
celular. Observou-se para alguns meios de cultura uma relacdo entre as velocidades
especificas de consumo de substrato (us) e de atividade enzimatica (ua), caracterizado
pela atividade amilolitica da enzima CGTase, mas ndo se pode afirmar que a produgédo
da enzima estd associada ao crescimento do Bacillus firmus CEPA 37 nas condi¢fes
estudadas.

Outra observacao realizada foi a relacdo de Luedeking e Piret (1959), entre a
velocidade especifica de formacdo de produto (ua) e a velocidade especifica de
crescimento celular (ux), através da elaboracdo dos gréficos para cada meio de cultura,
em que a velocidade especifica de atividade enzimatica (ua) compds 0 eixo y e a
velocidade especifica de crescimento celular (ux) compls o eixo X. Para as
concentracdes de amido utilizadas nos meios de cultura estudados (maior do que
10g/L), ndo se observou uma relac&o linear entre as velocidades especificas de atividade
enzimética (ua) e de crescimento celular (ux), ndo sendo possivel aplicar a relacdo de
Luedeking e Piret (1959) no estudo dos modelos cinéticos.

Para a maior parte dos meios estudados, 0 modelo Aiba et al (1968) néo
apresentou nenhum resultado, sendo dificil a resolucdo do sistema de equagdes nas
condicdes estudadas, ja a combinacdo de modelos Monod-Aiba apresentou resultados
semelhantes, graficamente, & combinagdo Monod-Andrews, e 0 modelo de Andrews
(1968) apresentou bons resultados para praticamente todos 0os meios, porém, nenhuma
das equacOes cinéticas estudadas foi suficiente para ajustar os trés conjuntos de dados
simultaneamente.

Por este motivo, para a producdo de CGTase por Bacillus firmus CEPA 37, nas
condicBes estudadas, € necessario se manipular as equacgdes cinéticas existente ou se
desenvolver novas equacOes cinéticas que permitam representar adequadamente este

processo fermentativo.

Palavras-chave: CGTase, Bacillus firmus, equac@es cinéticas, modelagem, batelada.
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ABSTRACT

This work had as objective evaluates the applicability of the classical kinetic
models in the production of the enzyme Ciclomaltodextrin-Glucanotransferase
(CGTase) produced in a batch process by Bacillus firmus STRAIN 37.

The purpose of studying the application of the kinetic models in the production
of the enzyme CGTase is to use the mathematical modeling as a tool for optimization of
the process of production of the referred enzyme and also allow the simulation of new
production situations without involving expenses of and time spent at laboratory.

The data used in this work were extracted of the dissertations of master’s degree
of Marques (2004) and of the work of scientific initiation of Calderaro (2007), that
evaluate several experimental conditions of cultivation of Bacillus firmus (STRAIN 37)
in the production of CGTase.

The work consisted in evaluating the application of kinetic models through an
algorithm of resolution of differential equations written in the software MATLAB® that
was elaborated to solve a system of three differential equations, being the one that
represents the tax of cellular growth, dX/dt, the one that represents the tax of expressed
product formation in enzymatic activity, dP/dt (or dA/dt) and the one that represents the
tax of substrate consumption, dS/dt. Inside of this differential equations the approached
kinetic models were substituted, being used models of Monod (1949), the Aiba et al
(1968) and the Andrews (1968).

They were then developed four systems of differential equations, the first that it
involved the representation of the cellular growth for Monod (1949), of the enzymatic
activity for Aiba et al (1968) and of the substrate consumption as the relationship
between the cellular growth and the observed enzymatic activity. The second system of
differential equations involved the representation of the cellular growth also for Monod
(1949), the representation of the enzymatic activity for Andrews (1968) and the
substrate consumption as the relationship between the cellular growth and the observed
enzymatic activity. In the system three, so much for the cellular growth as for the
enzymatic activity it was considered that their behaviors respected the kinetic equation
of Aiba et al (1968) and the substrate consumption stayed the relationship between the
cellular growth and of the enzymatic activity. In the system four, the cellular growth and

enzymatic activity they were considered as respecting the kinetic equation of Andrews
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(1968) to the substrate consumption stayed the relationship between the cellular growth
and the enzymatic activity.

Were they also analyzed the behaviors of the curves of specific rate of cellular
growth (ux), substrate consumption (us) and enzymatic activity (ua) in function of the
time, with the objective of verify some relationship among the three curves of specific
rate and try to classify the production of CGTase by Bacillus firmus STRAIN 37 how
production of associated enzyme or not to the cellular growth. Was it observed for
some culture means a relationship among the specific rates of substrate consumption
(us) and of enzymatic activity (ua), done characterize by the amylolytic activity of the
enzyme CGTase, but could not one affirm that the production of the enzyme is
associated to the growth of the Bacillus firmus STRAIN 37 in the studied conditions.

Was another accomplished observation the relationship of Luedeking and Piret
(1959) among the specific rate of product formation (ua) and the specific rate of cellular
growth (ux), through the elaboration of the graphs for each medium, in what the specific
rate of enzymatic activity (ua) did it composes the axis “y” and the specific rate of
cellular growth (ux) did it composes the axis “x”. For the concentrations of starch used
in the culture mediums studied (larger of the than 10g/L), was not a lineal relationship
observed between the specific rate of enzymatic activity (na) and of cellular growth
(ux), not being possible to apply the relationship of Luedeking and Piret (1959) in the
study of the kinetic models.

For most studied mediums, the model Aiba et al (1949) didn’t present any result,
being difficult the resolution of the system of equations in the studied conditions,
already the combination Monod-Aiba presented similar results, graphically, that the
combination Monod-Andrews, and the model of Andrews (1968) presented good results
for practically all of the mediums, none of the studied kinetic equations was enough to
adjust the three groups of given simultaneously.

For this reason, for the production of CGTase for Bacillus firmus STRAIN 37, in
the studied conditions, it’s necessary to manipulates the existent kinetic equations or to
develop new Kinetic equations to allow to represent this fermentative process

appropriately.

Key words: CGTase, Bacillus firmus, kinetic equations, modeling, batch.
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Nomenclatura:

A : atividade enzimatica (U/mL)
C1 : constante de integragéo
C2 : constante de integragéo

?j_i) : taxa de formagéo do produto;

ds
E : taxa de consumo de substrato;

dx )
H: taxa de crescimento celular;

kD: kilo-Dalton, 1000 Dalton. 1 Dalton (D) equivale a uma unidade de massa
molecular.

Ksx : constante de saturacédo (g/L)

Ksa : constante de saturagdo quando o produto é dado em atividade enzimética (g/L)
Ksp : constante de saturagéo (g/L)

Kis : constante de inibicdo pelo substrato na velocidade de crescimento celular (g/L)
Kip : constante de inibicdo pelo substrato na velocidade de formacéo do produto (g/L)
Kia : constante de inibicdo pelo substrato na velocidade de formagéo do produto quando
0 produto é dado em atividade enzimética (g/L)

Km : constante de Michaelis-Menten

Py : produtividade em biomassa (g/L-h)

Pp : produtividade em produto (g/L-h)

P : concentracdo de produto (g/L)

Pw : concentracdo de produto méaxima ou final (g/L)

Po : concentracdo de produto inicial (g/L)

(p/v): % massa/volume, utilizado para caracterizar 0os meios de cultura

ry : velocidade instantanea de crescimento celular (g/L-h)

rs: velocidade instantanea de consumo de substrato (g/L-h)

Iy : velocidade instantanea de formag&o de produto (g/L-h)

S : concentragéo de substrato (g/L)

Sp : concentragdo de substrato inicial (g/L)

tr =t : tempo final de um cultivo ou fermentacéo (h)

U : unidade de atividade enzimética (umol de B-CD formado /min)

X : concentracéo celular (g/L)

Xwm : concentracdo celular maxima ou final (g/L)
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Xo : concentracgdo celular inicial (g/L)

Yxss : fator de conversdo de substrato em células (g célula/g substrato)

Ypss : fator de conversdo de substrato em produto (g produto/g substrato)

Yxp : quantidade de células geradas por produto formado (g célula/g produto)

Yus : fator de conversdo de substrato em produto expresso em atividade enzimatica

(Uenzima* L/g substrato-mL)
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Letras gregas:

w :velocidade especifica (h™)

ux : velocidade especifica de crescimento celular (h™)

us . velocidade especifica de consumo de substrato (g substrato / g célula - h)

up - velocidade especifica de formacéo de produto (g produto / g célula - h)

ua - velocidade especifica de formacdo de produto expressa em atividade enzimatica
(Uenzima -L / g célula - mL - h)

Luxmax - Veloc. especifica de crescimento celular méxima (h™)

Uamax . Veloc. especifica de atividade enzimatica maxima (Uenzima L / g célula - mL - h)



1. INTRODUCAO

A importancia das Ciclodextrinas aumenta com o passar dos anos,
principalmente nos setores farmacéuticos e alimenticios. Sua capacidade de
encapsulamento de substéncias, alterando suas propriedades fisico-quimicas tem atraido
diversos estudos para a estabilizacdo de farmacos e de produtos alimenticios.

A enzima responsavel pela formacao das ciclodextrinas é a ciclomaltodextrina-
glucanotransferase (CGTase), que atua sobre o amido formando as moléculas ciclicas,
das quais as mais comuns sdo a a-ciclodextrina (6 moléculas de glicose), P-
ciclodextrina (7 moléculas de glicose) e a y-ciclodextrina (8 moléculas de glicose).

Além das pesquisas que envolvem as propriedades das ciclodextrinas, também
existem as pesquisas que tratam da producgéo da enzima CGTase por micro-organismos,
principalmente bacilos. Por se tratar de um produto biotecnoldgico e caro, a otimizacdo
do processo de producdo de CGTase e o barateamento do custo desta producdo podem
refletir diretamente no custo de producao de ciclodextrinas.

A modelagem de processos fermentativos é uma grande ferramenta na
otimizacdo de processos de obtencdo de produtos biotecnoldgicos, podendo auxiliar na
reducdo de custo de producdo destas substancias, envolvendo menor gasto em pesquisas
laboratoriais. Existem modelos cinéticos classicos que possuem grande aplicabilidade
de acordo com o tipo de processo em estudo, como o modelo de Monod (1949)
aplicavel a processos em que hé& apenas um substrato limitante e ndo ha inibicdo por este
substrato e os modelos de Aiba et al (1968) e Andrews (1968) que também consideram
a existéncia de apenas um substrato limitante mas com atividade inibitdria sobre o
crescimento do micro-organismo.

Tendo em méos um conjunto de dados experimentais, € possivel iniciar um
estudo de modelagem deste processo, tentando representar o comportamento do micro-
organismo em estudo por meio de curvas experimentais de crescimento celular (X), de
formacgdo de produto (P) e de consumo de substrato (S), seja utilizando equacOes
cinéticas consagradas, seja propondo uma nova equacao cinética.

Neste trabalho foram utilizados os modelos cinéticos de Monod (1949), Aiba et
al (1986) e Andrews (1986), que foram substituidos em um sistema de equagOes
diferenciais resolvido pelo método Runge-Kutta de quarta ordem (CHAPRA E
CANALE, 2008), utilizando a funcdo ode45 do MATLAB®, sendo 0s pardmetros



otimizados pelo método Simplex e os erros comparados pelo método dos Minimos
Quadrados. Todo o calculo foi realizado em uma rotina desenvolvida no software
MATLAB®.

Também foram feitas analises do comportamento das curvas de velocidade
especifica de crescimento celular (ux), de consumo de substrato (Us) e de atividade
enzimaética (1) para verificar alguma associacdo entre as mesmas, principalmente, se a
atividade da enzima CGTase é associada ao crescimento do Bacillus firmus CEPA 37.

Ao final do trabalho foi feita a verificacdo da relacdo de Luedeking e Piret
(1959) para a velocidade especifica de crescimento celular (ux) e para a velocidade
especifica de atividade enzimatica (1), a fim de verificar a aplicabilidade da relagéo
descrita por estes autores, apresentada na equacao 2.14.

O objetivo principal do trabalho foi analisar os modelos acima citados e sua
aplicabilidade na producdo de CGTase, avaliando o comportamento matematico dos

modelos em relacéo aos dados obtidos experimentalmente.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMIDO E MALTODEXTRINAS

O amido pode ser encontrado em todas as partes da maioria das plantas
superiores, sendo, depois da celulose, a principal substancia glicosidica sintetizada pelos
vegetais, por acdo da energia solar. Quimicamente é um carboidrato formado por
atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio na razdo 6:10:5 (C¢H100s), podendo ser
considerado como um polimero de condensacdo de glicose, constituido de unidades de
anidroglicose ligadas entre si pelo oxigénio de carbono C; de uma, ao carbono C, da
outra, chamadas de ligagdes glicosidicas, que sdo estaveis em condi¢cfes alcalinas e
hidrolisaveis em meios cidos.

As principais fontes comerciais de amido sdo os graos de cereais (milho, trigo,
sorgo e arroz), tubérculos (batata), raizes (mandioca, batata doce e araruta) e o sagu. As
propriedades fisicas e quimicas do amido dependem de onde é originério.

O granulo de amido natural é um produto heterogéneo de alto peso molecular,
sendo que esta caracteristica € atribuida a existéncia de dois polissacarideos de estrutura
e peso molecular diferentes, a amilose e a amilopectina, as quais sdo formadas por
mecanismo de biossintese ainda néo inteiramente conhecido, e cujas propor¢des variam
de acordo com a origem do amido. A hidrélise do amido e seus componentes, a amilose
e a amilopectina resultam na producdo de D-glicose, maltose e uma série de
oligossacarideos e polissacarideos que possuem uma estrutura similar a do
polissacarideo original. Os menores membros desta série, que possuem um grau de
polimerizagéo (GP) na faixa de 20 a 30, s&o conhecidos como maltodextrinas (TESTER
et al.,, 2004). Normalmente, as maltodextrinas contém um baixo teor de glicose e
maltose. As maltodextrinas, portanto, sdo polimeros da D-glicose, onde os residuos
individuais a-D-glucopiranosil sdo unidos por meio de ligacdes a (1—>4) nas partes
lineares de sua cadeia e ligagdes a (1 —> 6), quando ha& ramificacdes. Dessa forma
apresentam a formula geral: H(CsH10Os),OH.

Segundo Szejtli (1988), A hidrolise enzimatica do amido, de um modo geral,
resulta na producdo de glicose, maltose, maltotriose e uma série de malto-
oligossacarideos lineares ou ramificados conhecidos como maltodextrinas ou

simplesmente dextrinas. Esse tipo de degradacdo do amido € um processo hidrolitico,



onde os produtos resultantes da quebra das ligagcdes glicosidicas reagem com uma
molécula de 4gua. As dextrinas sdo substancias heterogéneas amorfas e higroscopicas,

produzidas para uso nas industrias alimenticias, téxteis e de papel, entre outras.

2.2 CICLODEXTRINAS

A degradacdo da molécula de amido pela enzima ciclomaltodextrina
glucanotransferase (CGTase), conduz a formacdo de produtos ciclicos que contém
ligacdes a (1> 4), conhecidas como ciclodextrinas (CDs). As CDs séo obtidas a partir
de uma reacdo intramolecular onde ndo ha participagdo de moléculas de agua
(TONKOVA, 1998). As ciclodextrinas, industrialmente produzidas, constituem uma
familia de trés oligossacarideos ciclicos, derivados de glicose, ndo redutores, nédo
higroscépicos, hidrossollveis e cristalizaveis que podem ser obtidos na forma pura
(SZEJTLI, 1988; TONKOVA, 1998). Sdao denominadas a, ¢ y-CD de acordo com o
namero de unidades de glicose.

A o-ciclodextrina, também conhecida como a-dextrina de Schardinger,
ciclomaltohexaose, ciclohexaglucana, ciclohexamilose, a-CD, ACD e C6A é constituida
por 6 unidades de glicose. A P-ciclodextrina, ou p-dextrina de Schardinger,
cicloheptaose, cicloheptaglucana, cicloheptamilose, p-CD, BCD e C7A é formada por 7
unidades de glicose. A y-ciclodextrina, também conhecida como vy-dextrina de
Schardinger, ciclomalto-octaose, ciclo-octaglucana, ciclo-octamilase, y-CD, GCD e
C8A é formada por 8 unidades de glicose (SZEJTLI, 1988, TONKOVA, 1998).

Sundara & Rao (1970), citados por Szejtli (1988), demonstraram por meio de
um mapa de conformacdo energética que ciclodextrinas com menos de 6 unidades de
glicose em seu anel podem ndo ser formadas por razdes estéricas. No entanto, esta
concluséo j& foi provada errada, e a ocorréncia da ciclodextrina com 5 unidades de
glicose foi demonstrada na préatica. Ciclodextrinas maiores (contendo nove ou mais
unidades de glicose), ou seja, 6-, -, &- e n-ciclodextrinas também séo encontradas, mas
sdo dificeis de serem purificadas e apresentam pouca habilidade de complexagdo
(SZEJTLI, 1988; ENDO E UEDA, 2004). Estas CDs, teoricamente, apresentam elevada
solubilidade em agua o que tornaria dificil sua separagdo do meio. Somente a 5-CD,
com nove unidades de glicose, foi razoavelmente caracterizada, mas ainda nédo é
produzida industrialmente e pouco se sabe sobre suas propriedades (ENDO E UEDA,
2004).



Uma das propriedades mais importantes das CDs € sua resisténcia a hidrélise por
parte das enzimas do grupo amilolitico (a-amilase, EC 3.2.1.1 e B-amilase, EC 3.2.1.2,
amiloglicosidase, EC 3.2.1.3 e pululanase, EC 3.2.1.41). As CDs naturais s&o resistentes
a acdo da enzima B-amilase desde que ndo apresentem grupos terminais susceptiveis ao
ataque dessa enzima. Embora em baixas velocidades, a enzima [-amilase é capaz de
hidrolisar as CDs, uma vez que estas enzimas ndo requerem grupos terminais livres para
sua atuacdo. A enzima amiloglicosidase também ndo é capaz de hidrolisar as CDs
(SZEJTLI, 1988).

2.3 AS ENZIMAS

A principal caracteristica da maioria das reagdes biogquimicas é a de
transcorrerem com grande rapidez devido a acdo de catalisadores naturais chamados
enzimas. Pode-se descrever as enzimas como catalisadores complexos de origem
biologica, formadas basicamente por proteinas com uma grande especificidade e
enorme eficiéncia. Muitas das reacBes ndo ocorreriam em extensdo apreciavel, ou
simplesmente ndo aconteceriam, sem a participacdo das enzimas. Assim como 0S
catalisadores inorgénicos, as enzimas livres em solucdo ndo podem ser economicamente
recuperadas ao final da reacio (NARVAEZ E DOMINGUEZ, 2005).

Segundo Dixon & Webb (1979), a catalise enzimatica tem basicamente 0 mesmo
mecanismo de uma catalise inorganica. A enzima faz com que a rea¢do ocorra por um
caminho energético diferente, por uma via que envolve uma energia de ativagcdo menor.

Uma grande vantagem das enzimas sobre os catalisadores quimicos é que elas
possuem uma alta especificidade ao substrato, o que leva a um rendimento maior na
reacdo e uma baixa formacao de subprodutos. Além disso, as reagdes enziméticas tém
um baixo consumo de energia e ocorrem em condi¢Oes de reacdo suaves (temperatura,
pressdo, pH). No entanto, as reacdes enzimaticas tém alta sensibilidade as varia¢des de
temperatura e pH e a separacdo catalisador / produto é dificil e dispendiosa (ZANIN,
1989).

Existem diversos fatores que influenciam a atividade enzimatica:

1 - pH: pelo fato das enzimas serem proteinas, o carater iénico dos grupos amino e
carboxilico das proteinas séo afetados pelas mudancas de pH. Valores altos ou baixos

de pH podem causar desnaturacéo, e as vezes até completa inativacdo da enzima;



2 - temperatura: a reacdo enzimatica é sensivel a mudanca de temperatura. Devido a
natureza protéica de uma enzima, aumentando-se a temperatura ocorrerd uma
desnaturacdo térmica, com consequente reducdo da concentragdo efetiva, implicando no
decréscimo da velocidade de reacao;

3 - concentracdo de substrato / produto: a velocidade de reagdo catalisada por uma
enzima depende diretamente da concentracdo desta. Se a concentragdo do substrato /
produto € aumentada, mantendo-se fixa a concentracdo da enzima e as demais
condicdes, a atividade enzimatica atinge um maximo. Além do qual ndo se tem efeito
adicional mesmo quando se aumenta a concentracdo do substrato;

4 - concentracdo de qualquer ativador presente: certas substancias sdo capazes de ativar
as reacdes enzimaticas. Esta ativacdo pode ser resultado da acdo de um ion inorganico
com K" ou Na', sobre a velocidade da rea¢do. Muitas coenzimas ou grupos prostéticos
sdo agentes ativadores;

5 - Concentracdo de qualquer inibidor presente: ao contrario dos ativadores, o efeito dos
inibidores é diminuir a velocidade de reacéo.

2.4 ENZIMA CICLOMALTODEXTRINA GLUCANOTRANSFERASE (CGTase)

A enzima Ciclomaltodextrina Glucano Transferase (CGTase) EC 2.4.1.19 (a-
1,4-glucano-4-glicosiltransferase) é uma enzima monomérica de massa molar em torno
de 74,5kD. Sua estrutura é semelhante a da enzima o-amilase, sendo, portanto,
considerada como sendo da familia das amilases (MATIOLI et al, 2000). A sequéncia
de aminoacidos presentes na a-amilase e na CGTase é semelhante, resultando em uma
estrutura secundaria parecida, os sitios ativos presentes nos chamados dominios A, B e
C sdo semelhantes nas duas enzimas, porém, a CGTase apresenta dois dominios a mais
do que a a-amilase, os dominios D e E (WIND 1995). A CGTase apresenta cerca de 684
aminoacidos em sua cadeia enquanto que a o-amilase apresenta uma sequéncia de 403
aminoéacidos (YAN & SUN 1997) .

A CGTase catalisa a conversdo de moléculas de amido em moléculas ciclicas,
ndo redutoras, de malto-oligossacarideos, denominadas ciclodextrinas (CDs), através de
reagOes reversiveis de transglicosilagdo intramolecular (ciclizagdo), como mostra a
figura 2.1. As CDs mais comuns sao formadas por 6, 7 ou 8 moléculas de glicose, sendo
denominadas de a-CD, B-CD e y-CD respectivamente (BONILHA et al 2006), figura
2.2.
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Figura 2.1-Formacdo de dextrinas de cadeia aberta e ciclicas a partir da molécula de
amido. Fonte: SZEJTLI (1988).
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Figura 2.2-Estruturas de a, B e y — Ciclodextrinas. Fonte: SZEJTLI (1988).

As ciclodextrinas formam estruturas cristalinas ndo higroscopicas que em
solucdo aquosa se apresentam em formato cilindrico, sendo a superficie externa
hidrofilica e a superficie da cavidade interna hidrofébica (figuras 2.3 e 2.4). Algumas
moléculas organicas e inorganicas podem se ligar ao interior das CDs e formar
complexos de inclusdo, sofrendo alteracBes em suas propriedades fisicas e quimicas,
podendo ser aplicadas em alimentos, farmacos e cosméticos, por exemplo. Quanto mais
moléculas de glicose houver, maior sera a cavidade interna da CD, permitindo
encapsular um nimero maior de moléculas (figura 2.5).

Cavidade Apolar Hidroxilas

Secundarias

Hidroxilas
Primarias

Figura 2.3-Esquema da estrutura funcional das Ciclodextrinas. Fonte: baseado em
SZEJTLI (1988), modificado por Calderaro.
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Figura 2.4 - Representacéo da cavidade hidrofobica das ciclodextrinas. Fonte: baseado
em MANAKKER et al (2009), modificado por Calderaro.
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Figura 2.5-Dimens6es das moléculas de Ciclodextrinas. Fonte: SZEJTLI (1988).

2.4.1 Mecanismo de Acao da CGTase

Além das reacdes de transglicosilagdo intramolecular (ciclizagdo), a enzima
CGTase também pode atuar em reagdes de transglicosilacdo intermolecular como o
acoplamento e o desproporcionamento e reacfes de hidrdlise, menos comuns. Segundo

Menocci et al (2008) estas reacdes podem ser representadas por:

Reacgdes de hidrolise em ligagdes a (1-4):

G(n) ou G(x) ciclico —» malto-oligossacarideos

Reac0es de ciclizacdo para formar anéis de CDs (reacdo especifica da CGTase):

G(n) <«— G(x)ciclico + G(n-x)

ReacOes de desproporcionamento (reacdo de glicosiltransferase), onde um malto-

oligossacarideo € removido e transferido para outro oligossacarideo linear:



G(n) + G(m) —» G(n-x) + G(M+x)

Reacéo de acoplamento que representa o inverso da ciclizagéo, neste caso, o anel de CD

é quebrado e transferido para um oligossacarideo linear:

G(x) ciclico + G(m) —» G(m+Xx)

As reacOes de ciclizacdo ocorrem diretamente quando o substrato disponivel
para a enzima CGTase apresentar mais de 6 moléculas de glicose e estiver na forma
helicoidal. Nesta reacdo, a extremidade ndo redutora atua como receptora da
extremidade redutora. Se o substrato apresentar massa molar inferior a 6 unidades de
glicose e superior a maltose, a CGTase atua, inicialmente, na sintese de oligbmeros de
peso molecular superior a seis unidades de glicose, através das reacGes de
desproporcionamento, s6 entdo depois, produzindo CDs. A quantidade de a, ¢ y-CD
produzida depende do microrganismo produtor da enzima (MATIOLI et al, 2000).

As reacGes de acoplamento, que consistem na abertura do anel da CD com
transferéncia dos malto-oligossacarideos gerados para moléculas receptoras, ocorrem na
presenca de CDs e de certos substratos, havendo uma competicdo entre as reacdes de
ciclizagdo e de acoplamento. Em 1978, Kitahata et al, utilizando 22 tipos de
monossacarideos e seus derivados, concluiram que para ocorrer a reacdo de
acoplamento, os aceptores devem apresentar estrutura piranosidica e a mesma
configuragdo do grupamento hidroxila livre nos carbonos C2, C3 e C4 que a glicose.
Caso contrario, o aceptor sera fraco e predominarao as reagdes de ciclizacao.

As reacdes de desproporcionamento consistem na redistribuicdo dos residuos de
glicose entre os malto-oligossacarideos, estas reacfes ocorrem, principalmente, no
inicio de uma reagdo enzimatica, quando o substrato fornecido a enzima for uma cadeia
muito longa de amido. Estas reacGes ficam evidentes através do rapido decréscimo da
viscosidade da solugdo do substrato. Se as reacOes de desproporcionamento derem
origem a cadeias de Otimo comprimento, a reacdo de ciclizagdo predomina. Altas
concentragOes de malto-oligossacarideos ou de glicose, favorecerdo as reagdes reversas
do acoplamento, resultando em produtos lineares com pequenas quantidades de CDs
(MATIOLI et al, 2000).



2.4.2 Cinética da Enzima CGTase
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Diversos pesquisadores fizeram o levantamento dos parametros cinéticos Km
(constante de Michaelis-Menten) e Vs (velocidade méaxima). MATIOLI et al (2000)

apresenta em seu trabalho uma tabela com os valores dos pardmetros cinéticos

levantados por alguns pesquisadores (tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Valores de Km e Vs para a produgdo de o, B e y-CD para diferentes

CGTases
Origem da Enzima Km (mM) Vmax Referéncias
a-CD B-CD y-CD a-CD B-CD y-CD
Bacillus macerans 2,62 2,65 DePinto & Campbell,
1968
Bacillus sphaericus 0,71 0,38 1,43 0,074 0,110 0,039 Oguma et al., 1990
pmol pmol pmol
CD/ml CD/ml CD/ml
Bacillus coagulans 2,8 Kitahata et al., 1983
(citado por Oguma et al.,
1990)
Bacillus circulans 5,02 0,214 Villette et al., 1990
pmol
CD/min
Bacillus sp. 0,26 1,32 1,26* 0,21* Hamon et al., 1994
Bacillus ohbensis 1,94 0,2 2,74* 4,26* Sato et al., 1994
Bacillus megaterium 0,9 0,16 106* 0,19* Kitahata, 1988 (citado
por Sato et al., 1994)
Bacillus sp. 59 0,39 133* 23* Nakamura e Horikoshi,
1976 (citado por Sato et
al., 1990)
Bacillus macerans 0,85 0,07 79* 0,03* Kitahata, 1988 (citado
por Sato et al., 1994)

*[umol CD/(min x mL de enzima)] x 10°mL Fonte: MATIOLI et al (2000)
E interessante notar que para a mesma enzima CGTase que produza as diferentes
CDs, resultados diferentes de Km e V4 foram obtidos. Nenhum autor apresentou uma

explicacdo para esses resultados.

Influéncia do Tempo de Reacéo

A enzima CGTase produz principalmente as trés formas de ciclodextrinas, a a, 3
e y-CD (SZEJTLI, 1988). Alguns pesquisadores observaram que a proporcdo de
formacéo destas CDs é dependente do tempo de incubacdo da enzima no meio contendo
amido, pois muitas CGTases formam inicialmente a-CD enquanto que a formacdo de

CDs maiores € mais lenta. A termodinamica reacional tende a favorecer a producéo de
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B-CD, quando a reacéo se prolonga por muito tempo, tendendo ao equilibrio (FRENCH,
1957 citado por MATIOLI et al, 2000).

Influéncia da Concentracéo da Enzima

Geralmente, a escolha da concentragdo ideal de CGTase para a producdo
industrial de CDs € uma questdo de preco da enzima e tempo de duracdo do processo.
Porém parece existir uma correlacéo entre o grau de conversdo em CDs alcancavel e a
concentracdo de CGTase. Melhores resultados foram obtidos com uma razdo enzima-
substrato (p/p) de 1:1000 e 1:50000 (MATIOLI et al, 2000).

Influéncia de lons

Vaérios autores tém verificado a influéncia de ions célcio na estabilizacdo da
enzima CGTase. Horikoshi (1971), observou que emprego de CaCl, aumentou a
estabilidade térmica da enzima, constatando que a atividade da CGTase de Bacillus
n°221 a 60 — 65°C, na presenca de 5mM de Ca®*, era de 700%, e a 60 °C, na auséncia de
Ca?*, era de 400%.

Outros autores analisaram a influéncia de outros ions na atividade da CGTase.
Em presenca de HgCl,, CdCl,, CuCl,, AgNO3 e ZnCl,, a CGTase de Brecibacterium sp.
teve sua atividade fortemente inibida (MATIOLI et al, 2000). A CGTase de Bacillus
firmus apresentou queda da atividade na presencga de uma concentragédo superior a 1mM
de HgCl,, CuSO,, CoCl, e ZnSO,, e também a uma concentracdo superior a 5mM de
FeSQO, (Yim et al, 1997).

Influéncia da Temperatura e do pH

De acordo com os experimentos realizados até 0 momento, a temperatura 6tima
da CGTase esta entre 45 e 60°C (MATIOLI et al, 2000), como mostrado nas tabelas 2.2
e 2.3. Os valores de pH 6timo variam conforma a espécie do microrganismo produtor da
enzima. As tabelas 2.2 e 2.3 tambeém apresentam o pH para varias CGTases produzidas
por diferentes microrganismos. A maior parte das enzimas apresenta pH étimo entre 5 e
8.
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As CGTases caracterizadas por Starnes e colaboradores (1990) e Norman &

Jorgensen (1992), produzida por Thermoanaerobacter sp. apresentaram temperatura

6tima entre 90-95°C. Wind et al (1995), encontraram uma temperatura 6tima na faixa de

80-85°C para a CGTase produzida por Thermoanaerobacterium.

Tabela 2.2 - Caracterisitcas das CGTases produzidas por diversos microrganismos

Origem pH Temper. pH Estabilid. Massa Principal | Referéncia
6timo Otima estavel Térmica Molar CD
(°C) (°C) (Daltons)
Bacillus sp 9,0 45 72.000 B-CD Prema et al.,
1990
Bacillus A11. 4-8 40-50 B-CD Techaiyakul
et al., 1990
Bacillus firmus n° 324 7,5- 65 6,0-9,5 55 75.000 B-CD Yim, 1996
8,5
Brevibacterium sp. n° 7 50 6-8 55 75.000 y-CD Mori et al.,
9605 1994 e 1995
Thermoanaerobacter 5 95 80 B-CD Starnes et
sp. al., 1990
Bacillus circulans 6 55 79.000 Villette et
al., 1990
Bacillus autolyticus 5-6 60 70.000 B-CD Tomita et al.,
1993
Bacillus macerans 5-6 55 8-10 <60 a-CD Kitahata et
al., 1974
Bacillus megaterium 5-6 55 7-10 <55 66.000 B-CD Kitahata e
Okada., 1974
Bacillus macerans 6,2- 30-40 De Pinto &
6,4 Campbell,
1968
Bacillus sphaericus 8 5,5-9,0 <45 72.000 Oguma et
E-244 al., 1990
Bacillus 290-3 6-8 60 6-8 50 75.000 y-CD Englbrecht et
al., 1990
Bacillus 1-1 6-8 50 75.000 B-CD Englbrecht et
al., 1990
Klebsiella oxytoca 6,0- 45 69.000 a-CD Englbrecht et
72 al., 1990
Bacillus lentus 6,5- 45-55 6,5-8,5 55 33.000 B-CD Sabioni e
7,5 Park, 1992b
Bacillus n° 221 11-12 60-65 7-8 60 30.000 Horikoshi,
1971a
Bacillus n® A-40-2 10,5 55 8,5 70.000 Horikoshi,
1971b
Bacillus circulans C31 55 60 5,5-9,0 >50 103.000 B-CD Pongsawasdi
& Yagisawa,
1968

Fonte: MATIOLI (2000).
As CGTases estudadas por Prema et al (1990) e por Horikoshi (1971a e 1971b),
citados por Matioli (2000), apresentam pH 6timo essencialmente alcalino, apresentando

valores de 9, 11-12 e 10,5 respectivamente.

Pode-se observar também que algumas CGTases apresentam faixa de

estabilidade de pH elevada, como € o caso da CGTase estudada por Yim (1996) com

faixa de pH entre 6 e 9,5, da CGTase estudada por Oguma et al (1990) com faixa de pH
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estavel entre 5,5 e 9,0 e da CGTase estudada por Nomoto et al (1984 e 1986)
apresentando faixa de pH estavel de 6 a 11.

Tabela 2.3 - Caracteristicas das CGTases produzidas por diversos microrganismos

Origem pH Temper. pH Estabilid. Massa Principal Referéncia
6timo Otima estavel Térmica Molar CD
(°C) (°C) (Daltons)
Bacillus coagulans 6,5 60 B-CD Kaneko et al.,
1990a
Thermoanaerobacter 6 90-95 75 p-CD Norman &
sp. Jorgensen,
1992
Bacillus sp. HA 3-3-2 6,5 - 60 6-11 70 68.000 Nomoto et
8,0 al., 1984 e
1986
Bacillus sp. 1T25 55 65-70 6,0-9,5 >65 72.000 B-CD Aoki et al.,
1987
Bacillus sp. 55 50-55 80.000 B-CD Kometani et
al., 1994
Bacillus ohbensis 55 60 6,5-9,5 55 35.000 B-CD Sato e Yagi,
1991
Bacillus macerans 55 50 6,5-8,5 50 150.000 a-CD Sato e Yagi,
1991
Bacillus circulans 8,0 55 6,0-9,5 55 200.000 B-CD Sato e Yagi,
1991
Klebsiella oxytoca 19-I 5,5- 30-45 a-CD Leeetal.,,
7,5 1992
Thermoanaerobacteriu 4,5- 80-85 80 68.000 B-CD Wind et al.,
m 7,0 1995
thermosulfurigenes
Bacillus subtilis n° 313 6-8 65 50 64.000 y-CD Kato e
Horikoshi,
1986
Clostridium 6 65 55 60 Sahaet al.,
thermohydrosulfuricum 1991
Thermoanaerobacter 6 60 6 60 Sahaetal.,
B6A 1991

Fonte: MATIOLI (2000).

Energia de Ativacao

A energia de ativacdo da CGTase também depende da espécie de micro-
organismo produtor a do tipo de CD produzido. Hamom & Moraes (1990)
determinaram que a energia de ativacdo da CGTase de Bacillus sp. alcalofilico para
producdo de B-CD foi de 8,1 kcal/mol e para a producao de y-CD foi de 4,0 kcal/mol,
em pH 8,0. Depinto & Campbell (1968), trabalhando com CGTase de Bacillus
macerans, obtiveram uma energia de ativacao de 27,4 kcal/mol, em pH 6,2.
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Energia de Inativacdo Térmica

Segundo Starnes et al (1991), citado por Matioli (2000), uma das desvantagens
da CGTase € sua baixa estabilidade térmica, levando a um longo tempo de reacdo para
uma producdo de CDs razoavel. Para contornar este problema, estudos envolvendo a
producdo de CGTase por microrganismos termofilos tém apresentado bons resultados.
A CGTase de Thermoanaerobacter sp. apresentou pH 6timo de 5,0 e temperatura 6tima
de 95°C. A mesma enzima na auséncia de substrato e de ions calcio, a 80°C e pH 5,0,
reteve entre 95 e 100% de sua atividade durante 40 min.

Estudos realizados por Matioli (1997) mostraram que a energia de inativacdo
térmica da enzima CGTase produzida por Bacillus firmus da cepa 37, em presenca de
5mM de CaCl, e em solucdo de maltodextrina 10% (p/v) foi de 38,988 kcal/mol.

2.5 CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento celular se caracteriza pelo aumento da biomassa presente em um
meio de cultura, sendo que durante este crescimento 0 microrganismo consome 0
substrato presente e gera o produto de interesse do processo fermentativo. Na figura 2.6

é apresentado o comportamento da curva de crescimento celular.

Figura 2.6 - Curva de crescimento de micro-organismo em sistema de cultivo
descontinuo. Fonte: SCHMIDELL et al (2001).
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Segundo Alterthumm (2005), o crescimento de micro-organismos pode ser
dividido em 4 fases, a fase “lag”, de crescimento exponencial, estacionaria e a fase de
declinio ou morte celular.

Fase 1: Fase “lag” — Durante a fase “lag” as células microbianas presentes no
meio de cultura, principalmente se forem células obtidas de uma cultura velha, passam
por uma reorganizagdo de suas estruturas celulares, recuperando o0s sistemas
enzimaticos e outros componentes necessarios para a fermentacdo em meio de cultura
novo. Nesta etapa as células aumentam de tamanho devido a sintese destes componentes
celulares, mas ainda ndo se reproduzem ativamente. Se houver semeadura de
microrganismos mais novos em meio de cultura mais rico do que o original, a fase lag
ocorrera em menos tempo ou até mesmo sera suprimida, fato importante quando se
deseja uma rapida producao de um metabolito de interesse.

Fase 2. Fase de crescimento exponencial — Durante o tempo em que a
quantidade de nutrientes é superior as necessidades dos microrganismos presentes no
meio em fermentacdo e ndo ha acimulo significativo de substancias toxicas, verifica-se
um crescimento exponencial. Nesta fase, a velocidade de crescimento dX/dt é uma
funcdo da massa celular X, que pode ser representada como na equacao 2.1 com uma

constante de proporcionalidade .

ax
E = I,l,X (2.1)

A constante de proporcionalidade pode ser isolada e representada entdo pela

equacdo 2.2, representando a velocidade especifica de crescimento.

1dx
= )_(I (2.2)
Na fase lag, a velocidade especifica é uma constante, o que torna esta fase a mais
importante do crescimento microbiano, fornecendo dados fundamentais para os estudos
da fisiologia e da cinética, pois a velocidade especifica € um pardmetro de grande
importancia, sendo possivel estudar a influéncia de uma série de fatores como consumo
de substrato e aparecimento de produtos do metabolismo.
Fase 3: Fase estacionaria — Nesta fase, o numero de individuos gerados é igual

ao numero de individuos que morrem, provocando uma reducdo na velocidade de
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crescimento. Esta diminuigdo do crescimento microbiano pode ocorrer pelo acimulo de
metabdlitos tdxicos, esgotamento de nutrientes e queda no nivel de oxigénio dissolvido
no meio de cultura. Em alguns casos, se houver alimentacdo de nutrientes e injecdo de
oxigénio no meio, o crescimento microbiano pode ser parcialmente restabelecido,
aumentando a massa celular e a quantidade de produto gerado.

Fase 4: Fase de declinio — E caracterizada pelo aumento do niimero de células
mortas e pelo baixo crescimento microbiano, até que este cesse, findando o processo de

fermentacao.

2.6 CINETICA DE FERMENTACAO

O estudo cinético de uma fermentacdo consiste na andlise da evolucdo dos
valores de concentracdo de substrato, microrganismo (células) e produtos em funcgéo do
tempo de fermentagéo. Os valores experimentais destas concentracgdes (S para substrato,
X para células e P para produtos), podem ser representados graficamente em funcéo do
tempo de fermentacdo t, e entdo suas curvas de ajuste podem ser obtidas, como
apresentado na figura 2.7.

Como um meio de cultivo € rico em diversos nutrientes e substratos e 0s
microrganismos geram uma gama muito grande de metabdlitos, no estudo cinético se

escolhe o substrato limitante e o produto de interesse econémico.

* Tempo

Figura 2.7 - Curvas de ajuste dos valores de S, X e P hipotéticas para uma fermentacéo.
Fonte: SCHMIDELL et al (2001).
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2.6.1 Parametros de Transformacao

Os parametros de transformacdo sdo Uteis para determinar a quantidade de
substrato que foi convertida em células ou em produtos para um dado processo
fermentativo. Utilizando os dados de concentracdo celular, substrato e produto obtido
pode-se determinar alguns parametros de transformacdo tais como as velocidades
instantaneas de transformacdo, as produtividades, as velocidades especificas de
transformacéo e os fatores de conversao.

As velocidades instantaneas de transformacdo séo representadas graficamente
como a tangente a curva de X, S ou P em fun¢do do tempo em um dado instante “t”.
Pode-se representar matematicamente as velocidades instantdneas como derivadas das
curvas estudadas, sendo as velocidades de crescimento do microrganismo, consumo de

substrato e formacéo de produto dadas pelas expressoes:

dx
X = (2.3)
das
rs = —E (24)
dP
'rP = E (25)

As velocidades instantdneas também s&o conhecidas como velocidades
volumétricas de transformagdo e suas unidades sdo em massa/volume x tempo.

Outros parametros Gteis para a analise do desempenho de um processo
fermentativo séo a produtividade em biomassa e a produtividade em produto, e sdo
definidas pela diferenca entre os valores de biomassa e produto méximos ou finais em

relagdo aos iniciais, divididos pelo tempo em que se obteve a medida final.

Xm—X
Py = t—" (2.6)
f

Pp =120 27

tfP
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As velocidades especificas de transformacdo sdo obtidas através da razéo entre
as velocidades instantaneas de transformagdo ¢ a concentracdo celular no instante “t”,
sdo representadas pela letra grega . As equagdes 2.8, 2.9 e 2.10 apresentam as
velocidades especificas de crescimento, consumo de substrato e formacdo de produto,

respectivamente.

1 dx
Bx =3 4 (2.8)
1 ds
ms=5 (%) (29)
1 dp
B =% ""ar (2.10)

Os fatores de conversdo sdo parametros que correlacionam a quantidade de
substrato convertido em células e produtos e a quantidade de células geradas em funcgéo
da quantidade de produto obtido na fermentacdo. As expressdes para os fatores de
conversdo de substrato em células, conversdo de substrato em produto e da quantidade
de células geradas em funcdo do produto séo apresentadas nas equacfes de 2.11 a 2.13,

respectivamente.

X—Xo

Yyx/s = So_s (2.11)
P—P

Yp/s = 50—; (2.12)

Yy/p = 20 (2.13)

P-Py
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2.6.2 Classificacdo dos Processos Fermentativos

Gaden (1959) propds uma classificagdo para 0s processos fermentativos,
baseado na analise das curvas de velocidades especificas de crescimento celular (ux), de
consumo de substrato (us) e de formagdo de produto (up) plotadas em funcao do tempo.

No primeiro caso, existe uma associagdo entre as curvas de velocidades
especificas de formagdo de produto, consumo de substrato e muitas vezes de
crescimento celular. Esta situacdo é caracteristica quando o produto é um metabdlito
primario, cuja formacao esta ligada as reac6es do catabolismo ou a decomposicdo direta
do substrato (acucares), diz-se entdo que se trata de uma fermentagcdo com formacéo de
produto associada ao crescimento celular. Um exemplo caracteristico deste tipo de

fermentacdo é a producéo de etanol, como se pode observar na figura 2.8.

Consumo de
agucar

N

Producao de
etanol

e

— Crescimento

Velocidade especifica

Tempo

Figura 2.8 - Variacdo das velocidades especificas em uma fermentacédo alcodlica. Fonte:
SCHMIDELL et al (2001).

A producéo de algumas vitaminas e aminodcidos também se encaixa neste tipo
de fermentacao.

No segundo caso, se observam duas fases distintas, a primeira em que as
velocidades especificas de consumo de substrato (agucar), ps estd diretamente
relacionada a curva de velocidades especifica de crescimento, px, ndo havendo
praticamente formacdo de produto. A segunda fase do processo fermentativo se

caracteriza pela semelhanca entre as trés curvas de velocidades especificas, neste caso,



20

diz-se que a formacdo de produto esta parcialmente associada ao crescimento celular e
sua formagao ndo esta diretamente ligada ao caminho metabdlico produtor de energia. E
caracteristica deste tipo de fermentagéo a producdo de &cido citrico, como é apresentado

na figura 2.9.

Producgao
de acido

4

Velocidade especifica

Consumo
de acucar
Crescimento

Tempo

Figura 2.9 - Variacdo das velocidades especificas na producdo de acido citrico. Fonte:
SCHMIDELL et al (2001).

Outro processo que se enquadra neste tipo de fermentacédo é a producédo de acido
latico. Em 1959, Luedeking e Piret estudaram a cinética de producdo de acido latico por
Lactobacillus delbrueckii, e verificaram uma relacéo linear entre a velocidade especifica
de crescimento bacteriano (ux) e a velocidade especifica de formacdo de acido latico

(up) expressa pela equacgéo 2.14.
up=a-px+p (2.14)

Sendo o e B constantes empiricas dependentes do pH, indicando a existéncia de
dois mecanismos de producdo de acido latico, um relacionado a reproducdo das
bactérias (representado pela parcela da equagdo, a-px) € outro independente do
crescimento do micro-organismo, representado pelo termo .

As fermentacgdes mais complexas se enquadram no terceiro caso da classificagéo
proposta por Gaden (1959). As curvas de velocidades especificas destas fermentacGes
ndo apresentam semelhanca ao longo do processo fermentativo, sendo dificil estabelecer
uma relacdo cinética definida entre elas, como no caso da equacao 2.14. Este tipo de

comportamento se verifica geralmente na producdo de metabdlitos secundarios, como
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antibioticos e toxinas. A figura 2.10 apresenta as curvas de velocidades especificas para

a producdo de penicilina, ilustrando o comportamento deste tipo de fermentacéo.

Velocidade especifica

Tempo

Figura 2.10 - Variacdo das velocidades especificas da producao de penicilina. Curva 1 -
Producdo de antibiotico; Curva 2 - Consumo de acucar; Curva 3 - Consumo de
oxigénio; Curva 4 - Crescimento do micro-organismo. Fonte: SCHMIDELL et al
(2001).

As enzimas, como proteinas, sdo produzidas através da codificacdo de genes
especificos, sendo que sua sintese envolve as etapas de transcri¢do, tradugdo e processos
pos-traducionais. Pode-se dividir as enzimas em duas classes, as que estdo sempre
disponiveis para a célula, conhecidas como constitutivas e as que sdo sintetizadas em
resposta as condicdes ambientais, chamadas de indutivas. A producdo das enzimas
indutivas ocorre quando os mecanismos de regulacdo de expressdo génica celular sdo
acionados, geralmente por substancias presentes no meio de cultura, que podem exercer
a funcdo de indutoras, ativadores, inibidores ou repressores (Bon et al, 2008).

A producéo de enzimas pode ser associada ao crescimento celular, ndo-associada
ao crescimento ou parcialmente associada (Bon et al, 2008). Segundo Aiba et al (1971),
a producéo de algumas enzimas, como a glicoamilase (EC 3.2.1.3), se enquadra no tipo
de fermentacdo nédo-associada ao crescimento celular, havendo portanto, uma relagédo
complexa entre as velocidades especificas de formacdo de produto e de crescimento

celular.
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27 MODELAGEM E SIMULACAO APLICADA A PROCESSOS
FERMENTATIVOS

Os modelos matematicos de processos fermentativos tém por finalidade
representar os balancos de massa para cada componente dentro de um biorreator,
associados as transformacdes bioquimicas que ocorrem dentro das células em estudo e
as velocidades com que essas transformacBes ocorrem. Como 0S Processos
fermentativos reais sdo muito complexos, os modelos matematicos sdao baseados na
idealidade, fornecendo uma representacdo mais fiel de apenas algumas propriedades do
processo fermentativo.

Segundo Bonomi e Schmidell (2001), o desenvolvimento da modelagem
matematica permite organizar informacdes desconexas dos fenémenos biologicos,
analisar e observar quais componentes e interagdes sao mais importantes num sistema
complexo, descobrir novas estratégias para explicar o comportamento das células em
estudo, corrigir possiveis falhas existentes no entendimento de alguns fenémenos e
entender qualitativamente as caracteristicas de determinados processos.

No desenvolvimento dos modelos matematicos, os parametros das equacoes
devem representar da melhor maneira possivel os fenbmenos que caracterizam a
interacdo entre populagdo microbiana, meio ambiente e tipo de processo fermentativo.
O tipo de célula ou tecido, sua “idade”, os nutrientes presentes no meio, temperatura,
pH, condicdes de alimentacdo de nutrientes e agitacdo do meio de cultura sdo alguns
dos fatores que caracterizam estas interacdes dentro de um biorreator.

Depois de elaborados os modelos, pode-se trabalhar com a simulagdo dos
processos para prever comportamentos dindmicos e estacionarios em sistemas operando
a condicdes ndo testadas empiricamente, permitindo a determinacdo de condig¢Oes
Otimas de operacdo, viaveis economicamente, além de auxiliar no projeto e ajuste de
algoritmos de controle que possam ser incorporados ao processo fermentativo.

Os modelos matematicos dos processos fermentativos podem ser classificados

em dois grandes grupos, os modelos fenomenolégicos e os modelos de entrada-saida.
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2.7.1 Modelos Fenomenoldgicos

S&o constituidos por equacBes matematicas que relacionam as variaveis de
interesse do sistema a ser estudado. Tais equacfes devem ser, sempre que possivel,
baseadas nas relagdes fundamentais de conservacdo de massa, energia e quantidade de
movimento e em principios fisico-quimicos, aumentando a confiabilidade destes
modelos quanto a interpolacdes e/ou extrapolagdes.

A construcdo dos modelos fenomenoldgicos deve incorporar além das equacdes
de conservacao, as equacdes de velocidade de transporte de massa, energia e espécies
quimicas, equacgdes termodindmicas e equagdes de velocidade de transformacdo. As
equacOes de conservacao, velocidade de transporte e termodindmicas sdo passiveis de
padronizacdo através de estudos tedricos que sdo desenvolvidos ha anos na Engenharia
Quimica. Porém, as equacdes de velocidade de transformacdo sdo caracteristicas de
cada processo fermentativo e conferem o carater empirico do modelo, pois sdo obtidas
através dos ensaios realizados em laboratorio. Estas equacBes sdo conhecidas como
modelos cinéticos e podem conter também a informacdo de substancias inibidoras tanto
do crescimento celular quanto da geracdo do produto desejado.

Os modelos cinéticos podem ser classificados também quanto ao numero de
componentes utilizados na representacdo celular, sendo os modelos ndo-estruturados 0s
que representam o material celular com uma varidvel e os modelos estruturados os que
representam o material celular com mais detalhes, permitindo descrever o estado das
células e sua adaptacdo as mudancas ocorridas no meio ambiente em que esta inserida.

Outra classificacdo dos modelos cinéticos € quanto a heterogeneidade da
populacdo microbiana no meio de cultura. Os modelos ndo segregados consideram a
populacdo como sendo homogénea, de forma que as células apresentem o mesmo
comportamento ao longo da fermentacdo, e 0s modelos segregados promovem a
individualizagdo das células microbianas, diferindo-as quanto a idade, tamanho e
propriedades celulares.

Fica claro que os modelos cinéticos estruturados e segregados representam com
mais fidelidade o comportamento real dos microrganismos dentro de um processo
fermentativo, porém, por serem de dificil generalizacdo e por apresentarem um esforco
computacional muito grande, na maioria das vezes sao substituidos pelos modelos néo
estruturados e ndo segregados que fornecem uma boa representatividade do processo,

com um esfor¢o computacional bem menor.
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2.7.2 Modelos entrada-saida

Estes modelos sdo obtidos através de dados empiricos e se caracterizam por
fornecer através de célculos as respostas ou saidas de um sistema a partir de um ndmero
definido de variaveis de entrada, que sdo medidas e controladas, podendo sofrer
variagdes ao longo do processo de célculo.

O grande exemplo de modelo estrada-saida muito estudado e utilizado para
representar processos complexos, como é o caso dos processos fermentativos, sdo as
redes neurais. Seu funcionamento se baseia no cérebro humano, havendo a recepcao de
informacdes, avaliacdo da forga destas informacbes no processo estudado, ajuste de
coeficientes e transformacdo das informacGes como saida, geralmente utilizando

sigmoides.

2.7.3 Modelagem Aplicada a Producdo de CGTase

A maior parte das pesquisas que envolvem a producdo da enzima CGTase é de
cunho experimental, em que se busca otimizar a producdo da enzima pela manipulagédo
in loco de parametros empiricos como concentracdes de nutrientes, fontes de carbono,
nitrogénio, macro e micronutrientes, agitacdo e aeracdo do meio de cultura (MATIOLI,
1997; ALVES, 2002; MARQUES, 2004; CALDERARO, 2007 e CARMELLO, 2007).

Um namero menor de trabalhos se refere a utilizacdo de modelos matematicos
para representar a producdo da enzima CGTase, sendo que a grande maioria destes
utiliza métodos estatisticos como Central Composite Design (CCD) aplicavel a
Metodologia de Superficie de Resposta (ZAIN et al, 2007), que permite determinar qual
pardmetro experimental exerce maior influéncia na producdo de CGTase e seu valor
6timo.

Segundo Beschkov et al (2010), os experimentos cinéticos tradicionais sao
conduzidos em batelada, em recipientes perfeitamente agitados e a temperatura
constante, de acordo com o micro-organismo em estudo. Segundo 0 mesmo autor, 0s
modelos matematicos sdo constituidos por um conjunto de equacgdes diferenciais
ordinarias que levam em consideracdo a presenga ou a auséncia de efeitos inibitdrios
causados pelo substrato ou pelo produto, possuindo pardmetros conhecidos e
desconhecidos que devem ser determinados durante a resolucdo dos modelos

matematicos.
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Poucos sdo os trabalhos que utilizam Modelos Cinéticos Fenomenoldgicos na
modelagem matematica da producdo de CGTase, dentre esses pode-se citar Burhan et al
(2005 e 2007) que trabalharam com a producdo da enzima por Bacillus circulans ATCC
21783, resolvendo um conjunto de equacdes diferenciais e utilizando equaces cinéticas
de Andrews (1968) e Aiba et al (1968) para representar a inibicdo da producdo de
CGTase pelo substrato. Ainda assim, as concentra¢es de amido iniciais séo diferentes
das utilizadas neste trabalho, pois Burhan et al (2005 e 2007) trabalharam com dados
com concentracdes iniciais de amido inferiores a 10g/L, além de utilizarem na resolucéo
dos modelos a atividade enzimatica com a unidade definida como uma Unidade da
Enzima igual a quantidade de enzima que proporciona a formagdo de um micrograma
de B-CD por minuto.

Os Modelos Fenomenoldgicos permitem uma melhor visualizagdo do
comportamento do micro-organismo na producdo da enzima, assim como do
crescimento celular e do consumo do substrato utilizado, de maneira que possa auxiliar
no maior entendimento da razéo de producéo da enzima CGTase pelo micro-organismo

em estudo.
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3. METODOLOGIA

A dissertacdo foi desenvolvida através da obtencdo de dados experimentais da
producdo da enzima CGTase de Marques (2004) e Calderaro (2007). Como os valores
experimentais foram obtidos em intervalos de tempo grandes (a cada 8h ou 12h), foi
feito o alisamento dos dados para aumentar a quantidade de pontos a serem inseridos na
resolucdo das equacdes diferenciais. Depois foram obtidos os valores experimentais dos
parametros das equacOes diferenciais, sendo estes utilizados como valores iniciais na
etapa de otimizacdo dos pardmetros. A rotina no MATLAB® foi desenvolvida como é
apresentado na figura 3.1 e no Anexo Il ao final deste trabalho.
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iniciais

|

Resolucdo das :
Equacdes Diferencials | «—— |
Ordinarias :

_______________________

Método Runge-

A 4

Kutta (ode45)

_______________________

) I .

Método Simplex

Ajuste de Parametros | +— (fminsearch)
il ' Método dos

» I Minimos !
Comparacéo do Erro — Quadrados
! Modificado

v

Resultado Satisfatorio

l Sim

Parametros Ajustados

l

Curvas Experimentais e Ajustadas

Figura 3.1 - Algoritmo de resolugéo das equacdes diferenciais. Referéncia Pessoal.
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O alisamento dos dados experimentais foi realizado no software Excel® 2007
pela inser¢do dos valores de concentragdo celular, consumo de substrato, atividade
enzimética e tempo de retirada de amostras obtidos por Marques (2004) e Calderaro
(2007) no software. Em seguida os conjuntos de valores experimentais foram avaliados
separadamente, ou seja, foi analisado o comportamento da concentracdo celular em
relacdo ao tempo, do consumo de substrato em relacdo ao tempo e da atividade
enzimética em relagdo ao tempo.

Cada curva foi analisada e seccionada, se necessario, e os dados experimentais
foram ajustados a melhor curva, geralmente um polinémio. Depois de ajustada a curva,
novos valores foram gerados com a curva obtida e o conjunto de dados tratados foi
utilizado no software MATLAB® para a resolucdo do sistema de equacdes diferenciais

estudado.

3.1 EQUACOES CINETICAS

Neste trabalho foram utilizados modelos fenomenoldgicos ndo-segregados e
ndo-estruturados. Dentre os diversos modelos existentes na literatura foram escolhidos
0s modelos de Monod (1949), que considera o crescimento de micro-organismos em um
Unico substrato limitante sem inibicdo, Aiba et al (1968) e Andrews (1968), que
consideram a existéncia de um substrato limitante e com inibi¢do pelo substrato. Estes

modelos sdo apresentados nas equacdes 3.1, 3.2 e 3.3, respectivamente.

_ Mmax'S

(Monod) Uy = KetS (3.1)

s = s ==
(Aiba et al) Ux = % - eKis Up = % - eKip (3.2)
(a) (b)

Mmax'S

(Andrews) Py = — (3:3)
KS+S+K_i

As equacOes 2.8 a 2.10 apresentam a definicdo de p como uma derivada. Desta
forma pode-se escrever os modelos cinéticos apresentados como equacdes diferenciais,

na forma:
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dx Hmax'S
M £ — (Bmax?) .,
(Monod) dt (K5+S) X (34)

-S )
(Aibaetal) X — (”Xm_axs : eK_,s) X ar _ (’“‘Pm_axs : eK_,P) ‘X (35)

dt Kgx+S dt Kgp+S
(a) (b)
dx max'S
(Andrews) T ”—52 X (3.6)
t KS+S+F

Estas equacBes diferenciais foram inseridas no MATLAB® compondo um
sistema de trés equacOes diferenciais ordinarias para ser resolvido, sendo uma equacéo
para a geracdo de células (dX/dt), outra para a formacdo de produto (dP/dt) e a terceira
para 0 consumo de substrato (dS/dt). E importante salientar que a formagdo de produto
em um processo fermentativo geralmente é dada em g/L, ou seja, concentracdo de
produto formado, neste trabalho, a formacdo de produto é dada em U/mL, pois o
produto estudado é uma enzima e as medidas experimentais estdo na forma de atividade
enzimatica. Portanto, a formacdo de produto serad representada pela relacdo dA/dt. A
Unidade Enzimatica é definida como a quantidade de enzima que forma um pmol de -
CD/min nas condicdes experimentais especificadas.

O sistema de equac6es diferenciais é apresentado nas equacfes 3.7 a 3.9.

( dXx
dA
{ M X (3.8)
ds 1 dx 1 dpP
E = — r/s E — m E (3.9

Na analise da aplicabilidade das equacbes cinéticas, foram realizadas
combinagOes dos modelos de Monod (1949), Aiba et al (1968) e Andrews (1968).
Inicialmente em dX/dt, pux foi tomado como a equagdo de Monod, em dA/dt, pa foi
tomado como a equacdo de Aiba e dS/dt permaneceu como a relacdo entre dX/dt e
dA/dt, formando o Sistema I. Na segunda combinagdo, ux também foi representada pela

equagao de Monod e pp foi representada pela equagéo de Andrews, formando o Sistema



29

Il. Na terceira combinagdo, px € ua foram representadas por Aiba, formando o Sistema
I1l ¢ na quarta combinagdo pux € ua foram representadas pela equacdo de Andrews,

formando o Sistema IV conforme é apresentado nos sistemas de equacdes de 3.10 a
3.21.

([ dx S
(Monod) = (Pamax o5) X (3.10)
— -5
< dA S —
5 (Aibaetal) { G = (MAmax "KentS e("m)> X (3.11)
(7]
? ds_ _ 1 dx_ 1 ap 210
dt  Yxis dt  Yus dt (3.12)
\
[ dXx )
(Monod) E = (”Xmax . m) - X (313)
P dA s
£ (Andrews) | o= (ﬂAmax : —sz> - X (3.14)
o Ksat$)+(3,,)
n
as _ _ 1 dax 1 ap (3.15)
\ dt Yy;s dt Yypis dt .
[ ax s —
(Aiba et al) i (”Xmax . m . e<"15) - X (3.16)
E . dA s 5
5 (Aibaetal) < == <uAmax Srowr e(Km) - X (3.17)
(72]
? as_ 1 ax_ 1 ar i15
\ dt Yx;s dt Yy dt (3.18)
([ dX S
(Andrews) P (MXmax ) —Sz> X (3.19)
> Kex+$)+(3-)
£
8 (Andrews) < “11_‘;1 _ <”Amax. S - ) X (3.20)
.U_) (KSA+S)+(E>
ds 1 dXx 1 dP
@ Vs e Tap at (3.21)
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3.2 VALORES EXPERIMENTAIS

3.2.1 Caracterizacéo dos Meios de Cultura

Os dados experimentais foram retirados da Dissertacdo de Mestrado de Marques
(2004) e do relatério de Iniciacdo Cientifica de Calderaro (2007). Os meios de cultura
utilizados foram M7, M8, M9, M34 e M56 de Marques (2004) e Ensaio 3 Meios A
(E3A) e B (E3B), Ensaio 5 Meios A (E5A) e F (E5F) e Ensaio 6 Meios A (E6A) e F
(E6F) de Calderaro (2007). A caracterizacdo destes meios de cultura é apresentada nas
tabelas 3.1 e 3.2.

Tabela 3.1 - Caracterizagdo dos meios de cultura de Marques (2004).

Componentes Composicao dos Meios (% p/v)
M7 M8 M9 M34 M56
Amido Solavel 2,0 2,0 2,0 1,0 1,0
Hidrolisado
Polipeptona 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Extrato de Levedura 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
K,HPO, 0,1 0,1 0,1 0,1 0,5
MgSO,.7H,O 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Na,CO; 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
pH do Tampéao 8,0 9,0 10,0 - -
Volume do Meio de 1L 1L 1L 125mL 125mL
Cultivo
Capacidade do 2L 2L 2L 250mL 250mL
Erlenmeyer
Tempo de Cultivo (h) 126 126 126 84 84

Os meios E5F e E6F foram cultivados em biorreator de bancada, os demais
meios foram cultivados em erlenmayers de capacidade conforme indicado nas tabelas.
Todos os meios tiveram uma agitacdo de 150 rpm, sendo que os meios cultivados no
fermentador tiveram adicdo de ar, e os meios cultivados em erlenmeyer tiveram
oxigenacao disponivel pela area superficial do meio de cultura e pela agitacido orbital

desenvolvida pelo shaker.



Tabela 3.2 - Caracterizacdo dos meios de cultura de Calderaro (2007).
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Componentes Composicao dos Meios (% p/v)
E3A E3B ESA E5F E6A E6F
Amido Soluvel 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Hidrolisado
Polipeptona 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Extrato de 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Levedura
K,HPO, 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
MgSO,.7H,O 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Na,CO; 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
pH Inicial 10,5 10,5 10,5 10,5 10,8 10,7
pH Final 9,1 8,9 9,4 10,4 9,5 9,7
Volume do Meio 0,5L 1L 0,5L 1L 0,5L 1L
de Cultivo
Capacidade do 2L 2L 2L - 2L -
Erlenmeyer
Capacidade do - - - 1,5L - 1,5L
Fermentador
Tempo de 72h 72h 72h 72h 72h 72h
Cultivo (h)

3.2.2 Determinagéo dos Parametros Iniciais

Para dar inicio ao programa de resolucdo das equacdes diferenciais, foram

determinados os parametros pxmax, Mamax, Yx/s € Yass. As variaveis Ksx, Kix, Ksa e Kia

foram estimadas livremente a fim de se obter seus valores 6timos.

A determinacdo de puxmax Se deu pela integracdo da equacdo 2.8, resultando na

equacdo 3.22. A determinagdo de pamax S€ deu pela metodologia proposta por LeDuy

Zajic (1973) apresentada por Hiss (2001), em planilha desenvolvida no Excel.

InX = Hxmax t+C1

(3.22)

Como se observa, esta equacdo apresenta o0 aspecto de uma equacédo de reta,

sendo pxmax O coeficiente angular da reta resultante do grafico de InX versus t. Desta
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forma, foi possivel determinar os valores experimentais das velocidades especificas de
crescimento celular.

Os fatores de conversdo de substrato em célula (Yxs) e de conversdo de
substrato em produto (Y ais) foram determinados pela anélise das equagfes 2.11 e 2.12,

que podem ser reescritas conforme é apresentado nas equacdes 3.23 e 3.24.

(X —Xo) =Yx/s-(So—5) (3.23)

(A—Ag) =Y, 5 (So—9) (3.24)

Pode-se observar que as equacgdes 3.23 e 3.24 também apresentam o aspecto de
uma reta, sendo Yxs 0 coeficiente angular resultante do grafico de (X-X;) versus (Se-S)
e Y ass 0 coeficiente angular resultante do grafico de (A-Ao) versus (Sg-S).

As figuras 3.2 a 3.4 apresentam o exemplo da determinagdo de pxmax, Yxis € Yass
para 0 meio M56.

Tempo (h)
I:I T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 45

= v=0,1094x- 4 5782
£ - RZ=0,8005
-3
-3,5
Hymayx = 0,1034
|
4,5

Figura 3.2 - Determinacgéo de piyxmax para o meio M56 de Marques (2004).
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Yxs=0,2904
y=0,2904x 4+ 0,2592
R*=(0 0088
0 05 1 1.5 2 25 3

50-5 (g substrato/L)

Figura 3.3 - Determinacéo de Y xs para 0 meio M56 de Marques (2004).

0,250

0,200 -+

0,150 +

A-A0 (UfmL)

0,050 -

0,000

-0,050 -

0,100 4

¥,.=0,0931

v=0,0931x-0,0152
RZ2=0,9741

S0-5(g/fL)

Figura 3.4 - Determinacéo de Y /s para 0 meio M56 de Marques (2004).

Através dos dados experimentais dos onze meios de cultura estudados e das

equacdes 3.22 a 3.24, foi obtido o conjunto de valores experimentais para 0s parametros

acima citados, sendo apresentados na segéo 4.1.

Para a analise do comportamento da producdo de CGTase por Bacillus firmus e

para a verificacdo da aplicacédo da equacéo de Luedeking e Piret (1959), as velocidades

especificas de crescimento celular (ux), de consumo de substrato (us) e de atividade

enzimatica (ua) também foram calculadas através da metodologia proposta por LeDuy e

Zajic (1973).
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3.2.3 Célculo dos Parametros pelo MATLAB®

Apos a determinacdo dos parametros cinéticos iniciais, o sistema de equacdes
diferenciais ordinarias constituido pelas equacdes cinéticas apresentadas foi resolvido
por integracdo numérica do método Runge-Kutta de quarta ordem (CHAPRA E
CANALE, 2008) através da funcio ode45 do MATLAB®.

A otimizacdo dos parametros estudados foi feita pelo método Simplex
Geométrico ou Método dos Poliedros Flexiveis que minimiza uma funcéo de n variaveis
independentes utilizando-se de (n+1) vértices de um poliedro no espaco E" (BONOMI E
SCHIMIDELL, 2001). Ao se utilizar o método Simplex para otimizacdo de
experimentos, cada Vvértice do poliedro representa um conjunto de condicdes
experimentais, 0 método promove a reflexdo destes pontos até chegar a uma regido de
6timo. Ao se utilizar uma funcdo com duas variaveis, 0 método Simplex representa os
conjuntos de dados utilizados como um triangulo, o primeiro passo do método €
determinar o valor da funcdo objetivo em cada vértice do poliedro, o vértice que
retornar o maior valor da funcdo objetivo, em um problema de minimizacéo de funcdo,
é refletido. Se o ponto refletido ndo retornar um menor valor para a funcéo objetivo, o
método faz uma contragdo deste ponto, a fim de tentar minimizar os resultados da
funcdo objetivo, e 0 método se repete. Se apds a reflexdo, houver uma minimizacao da
funcdo objetivo no ponto refletido, 0 método simplex realiza uma expansao deste ponto
e reavalia a funcdo objetivo nos vértices do poliedro novamente, outras contragdes
podem ocorrer nas vizinhangas do ponto 6timo a fim de determinar uma posicdo mais
precisa para este (NELDER E MEAD, 1965). Uma vez determinados 0s parametros
iniciais, o algoritmo estabelece novos pardmetros experimentais que sao levados
automaticamente para um oOtimo. O metodo Simplex determina 6timos locais e néo
otimos globais, retornando varias solugdes validas.

Dentro do algoritmo de otimizacdo, a comparacdo do erro foi realizada pelo
método dos minimos quadrados modificado, sendo que cada variavel experimental
utilizada (concentracdo celular, X, consumo de substrato, S, e atividade enzimatica, A)
contribui para a determinacédo do erro. Portanto, a funcdo objetivo determina o erro pela
equacdo 3.25, sendo aplicada para concentracdo celular, consumo de substrato e
atividade enzimaética, e o critério de otimizacdo como a soma dos erros para cada um

dos conjuntos de valores experimentais, representado pelas equacdes de 3.26 a 3.29.



. . 2
Ajustado—Experimental
Erro = ( L P )
Maior Valor Experimental

. . 2
X Ajustado—X Experimental
Errol = ( - p )
Maior Valor Experimental de X

, . 2
S Ajustado—S Experimental
Erro 2 = ( = P )
Maior Valor Experimental de S

, , 2
A Ajustado—A Experimental
Erro 3 = ( - ] ’f )
Maior Valor Experimental de A

Critério de otimizacio = Erro1+ Erro2 + Erro 3
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(3.25)

(3.26)

(3.27)

(3.28)

(3.29)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos e as discussdes
resultantes das analises dos modelos utilizados de acordo com os meios de cultura
aplicados e suas condigdes de cultivo. Na secdo 4.1 serd apresentado 0 comportamento
cinético das curvas de velocidade especifica de crescimento celular (ux), da velocidade
especifica de consumo de substrato (us) e da velocidade especifica de atividade
enzimatica (ua). Na secdo 4.2 serdo apresentados os valores iniciais obtidos dos
parametros [xmax, MAmaxs Yx/s € Ypis € nas secoes 4.3 a 4.13 serdo apresentados 0s
valores experimentais, ja tratados, e os resultados obtidos para cada meio de cultura
separadamente, em relacdo aos modelos cinéticos utilizados na modelagem
desenvolvida, além da verificacdo da aplicacdo da relacdo obtida por Luedeking e Piret

(1959) entre as velocidades especificas px e pa na secéo 4.14.

4.1 COMPORTAMENTO CINETICO DAS CURVAS DE uy, Ha € Hs.

Para buscar um melhor entendimento do comportamento das curvas de
crescimento celular, consumo de substrato e de atividade enzimatica, foram feitos os
graficos das variacdes das velocidades especificas com o tempo para cada meio de
cultura de maneira a tentar estabelecer, também, uma relacdo entre a atividade da
enzima CGTase durante o processo fermentativo e o crescimento das células de Bacillus
firmus ou do consumo de amido.

Nesta secdo serdo apresentados os graficos agrupados contendo as trés
velocidades especificas variando com o tempo de fermentacdo e um comparativo entre
as velocidades especificas ux e pa, em relacdo ao tempo, e ps e pua em relagcdo ao tempo

junto a uma discussé@o sobre o comportamento observado.

4.1.1 Meio de Cultura M7

Conforme caracterizagéo apresentada na tabela 3.1 e a partir da figura 4.1, foram
determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como sdo apresentadas

nas figuras 4.2 a 4.4.
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Figura 4.1 - Meio M7. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de substrato
(S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de cultivo — 126h.
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Figura 4.2 - Curvas de px, Us € ua €m funcdo do tempo para 0 meio M7.
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Figura 4.3 - Curvas de py e ua em funcgdo do tempo para 0 meio M7.
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Pode-se observar que as trés curvas apresentam comportamento semelhante nas

primeiras 8h de cultivo, com um perfil de decréscimo de velocidade especifica, no

restante do cultivo ndo se observa uma relacdo direta entre a velocidade especifica de

crescimento celular (ux) e a velocidade especifica de atividade enzimatica (ua), bem

como da velocidade especifica de consumo de substrato (us) e da velocidade especifica

de atividade enzimatica (pa).

4.1.2 Meio de Cultura M8

Conforme caracterizagdo apresentada na tabela 3.1 e a partir da figura 4.5, foram

determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como séo apresentadas

nas figuras 4.6 a 4.8.
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15090
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Figura 4.5 - Meio M8. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de substrato
(S) e atividade enzimatica (A) em fungdo do tempo de cultivo — 126h.
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Figura 4.6 - Curvas de ux, ps e ua em fungdo do tempo para o meio M8.
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Figura 4.7 - Curvas de ux e pa em funcdo do tempo para o meio M8.
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Neste meio de cultura, também se observa um perfil de velocidades especificas
semelhante apenas no inicio do cultivo, de maneira que as velocidades especificas

apresentam comportamento diferente no restante da fermentacao.

4.1.3 Meio de Cultura M9

Conforme caracterizagdo apresentada na tabela 3.1 e a partir da figura 4.9, foram
determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como sdo apresentadas
nas figuras 4.10 a 4.12.
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e X eelll J\ S

Figura 4.9 - Meio M9. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de substrato
(S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de cultivo — 126h.
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Figura 4.10 - Curvas de px, ps € pua €m funcdo do tempo para o meio M9.
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Figura 4.11 - Curvas de px e pa em fungéo do tempo para 0 meio M9.
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Figura 4.12 - Curvas de ps e pa em fungdo do tempo para 0 meio M9.

Para 0 meio M9 se observou um comportamento das curvas de velocidade
especificas semelhante também para as primeiras horas de cultivo, ainda que a curva de
ux tenha iniciado com um valor baixo, no decorrer da fermentacdo, as velocidades
especificas assumiram comportamentos distintos, ndo permitindo relaciona-las
diretamente.

4.1.4 Meio de Cultura M34

Conforme caracterizagdo apresentada na tabela 3.1 e a partir da figura 4.13 em
anexo, foram determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como séo

apresentadas nas figuras 4.14 a 4.16.
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Figura 4.13 - Meio M34. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de
substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de cultivo — 84h.
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Figura 4.14 - Curvas de px, pus ¢ pa ém funcdo do tempo para o0 meio M34.
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Figura 4.15 - Curvas de px e pa em funcdo do tempo para o meio M34.
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Para 0 meio M34 pode-se observar um comportamento semelhante entre as

curvas de velocidade especifica de consumo de substrato (us) e de velocidade especifica

de atividade enzimatica (ua) ao longo de todo o cultivo (figura 4.16), porém nao se

observa 0 mesmo comportamento em relagdo a velocidade especifica de crescimento

celular (ux).

4.1.5 Meio de Cultura M56

Conforme caracterizacdo apresentada na tabela 3.1 e a partir da figura 4.17,

foram determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como séo

apresentadas nas figuras 4.18 a 4.20.
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Figura 4.17 - Meio M56. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de

substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcéo do tempo de cultivo — 84h.
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Figura 4.19 - Curvas de px e pa em fungéo do tempo para 0 meio M56.
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Assim como o meio M34, as curvas de ps e pa apresentam comportamento
semelhante para o meio M56 (figura 4.20) o que ndo se observa ao se comparar as

curvas de px € da.

4.1.6 Meio de Cultura E3A

Conforme caracterizacdo apresentada na tabela 3.2 e a partir da figura 4.21,
foram determinadas as velocidades especificas em fungdo do tempo como sdo
apresentadas nas figuras 4.22 a 4.24.
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Figura 4.21 - Meio E3A. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de
substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de cultivo — 56h.
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Figura 4.22 - Curvas de px, ps € pa em funcdo do tempo para o meio E3A.
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Figura 4.23 - Curvas de px e pa em fungéo do tempo para o meio E3A.
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Na figura 4.23 observa-se um comportamento semelhante entre as curvas de

velocidades especificas px € pa até proximo as 16h de cultivo, apos este periodo, o

comportamento das duas curvas divergem, pela figura 4.24 n&o se observa uma relagéo

semelhante entre as curvas de s € pa.

4.1.7 Meio de Cultura E3B

Conforme caracterizagdo apresentada na tabela 3.2 e a partir da figura 4.25 em

anexo, foram determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como séo

apresentadas nas figuras 4.26 a 4.28.
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Figura 4.25 - Meio E3B. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de
substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcéo do tempo de cultivo — 56h.
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Figura 4.26 - Curvas de px, pus ¢ pa ém funcdo do tempo para 0 meio E3B.
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Figura 4.27 - Curvas de px e ua em fungéo do tempo para o meio E3B.
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Figura 4.28 - Curvas de pus e ua em fungéo do tempo para o meio E3B.

Pela figura 4.27 se observa que o comportamento das curvas de px € pa €
semelhante até 12h de cultivo, ainda que as inflexdes apresentadas pela curva de px Sao

maiores do que as inflexdes da curva de pa. Ndo se péde observar comportamento

analogo entre as curvas de ps € pa.

4.1.8 Meio de Cultura E5A

Conforme caracterizacdo apresentada na tabela 3.2 e a partir da figura 4.9, foram

determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como sdo apresentadas
nas figuras 4.30 a 4.32.
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Figura 4.29 - Meio E5A. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de
substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de cultivo — 56h.
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Figura 4.30 - Curvas de px, pus ¢ pa ém funcdo do tempo para 0 meio E5A.
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Figura 4.31 - Curvas de px e ua em funcdo do tempo para o meio E5A.
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Para o meio de cultura E5A ndo se observou uma relagdo entre as curvas de
velocidades especificas px, 1a € Us € ua em nenhum periodo de fermentagdo. O que se

observa € certa semelhanca entre as curvas de px € ps.

4.1.9 Meio de Cultura E5F

Conforme caracterizacdo apresentada na tabela 3.2 e a partir da figura 4.33,
foram determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como sao

apresentadas nas figuras 4.34 a 4.36.
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Figura 4.33 - Meio E5F. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) em funcéo do tempo de cultivo — 56h.
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Figura 4.35 - Curvas de px e ua em funcdo do tempo para o meio E5F.
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Figura 4.36 - Curvas de ps e pua em fungdo do tempo para 0 meio E5F.
Assim como o meio E5A, néo se observou um comportamento semelhante entre

as curvas de velocidades especificas px, pa € us € pa em nenhum periodo de

fermentacao.

4.1.10 Meio de Cultura E6A

Conforme caracterizacdo apresentada na tabela 3.2 e a partir da figura 4.37 em

anexo, foram determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como séo
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apresentadas nas figuras 4.38 a 4.40 sdo apresentados 0s comportamentos das

velocidades especificas em funcdo do tempo.
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Figura 4.37 - Meio E6A. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de
substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcéo do tempo de cultivo — 56h.
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Figura 4.38 - Curvas de px, ps e pa em fungéo do tempo para 0 meio EGA.
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Figura 4.39 - Curvas de px e pa em fungéo do tempo para 0 meio E6A.
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A curva de velocidade especifica de atividade enzimética (ua) apresentou

comportamento bem distinto em relacdo as curvas de velocidade especifica de

crescimento celular (ux) e de consumo de substrato (us). As curvas de ux € us

apresentam comportamento semelhante no inicio da fermentagéo, até préximo a 12h de

cultivo.

4.1.11 Meio de Cultura E6F

Conforme caracterizacdo apresentada na tabela 3.2 e a partir da figura 4.41 em

anexo, foram determinadas as velocidades especificas em funcdo do tempo como séo

apresentadas nas figuras 4.42 a 4.44.
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Figura 4.41 - Meio E6F. Dados alisados de crescimento celular (X), consumo de

substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de cultivo — 56h.
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Figura 4.42 - Curvas de px, pus ¢ pua €m funcdo do tempo para o0 meio E6F.
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Figura 4.44 - Curvas de ps e pa em fungdo do tempo para o meio E6F.

A curva de velocidade especifica de atividade enzimatica (ua) apresentou
comportamento bem distinto em relacdo as curvas de velocidade especifica de

crescimento celular (ux) e de consumo de substrato (us) também para o meio E6F.

4.1.12 Consideractes Gerais

A partir da analise das figuras expostas nas secdes anteriores, percebe-se que a
atividade da enzima CGTase ndo esta diretamente associada ao crescimento celular, em
outras palavras, a producdo da enzima ndo esta diretamente associada com o
crescimento do Bacillus firmus, fica mais evidente em alguns momentos (figuras 4.16 e
4.20) a associagdo entre a velocidade especifica de atividade enzimética e a velocidade
especifica de consumo de substrato, o que, de certa forma, era esperado, uma vez que a
enzima é amilolitica, atuando sobre o substrato e convertendo-o em ciclodextrinas, mas
é certo que grande parte do amido presente fica disponivel para o crescimento celular e
para a geracéo de outros metabolitos.

O comportamento das curvas de px, Us € pa, faz acreditar que a producdo de
CGTase por Bacillus firmus CEPA 37, nas condicdes dos meios de cultura
apresentados, é caracteristica de um processo fermentativo complexo, pois o produto de
interesse € uma enzima que € uma das proteinas indutivas sintetizadas pelo micro-

organismo, dentre as demais proteinas indutivas e constitutivas sintetizadas e outros
metabolitos.
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Os valores dos parametros pxmax, Hamax, Yx/is € Ypis determinados a partir dos

dados experimentais ajustado (anexo 1) de concentragdo celular, consumo de substrato e

atividade enzimatica, conforme metodologia descrita no item 3.2.2, sdo apresentados
nas tabelas de 4.1 a 4.8.

Tabela 4.1 - Determinacdo de pymax €Xperimentais dos meios de cultura de Marques

(2004).
MEio | Pxmax Equacao R’ Intervalo
M7 | 0,0979 y =0,0979x - 2,1467 0,9806 6 a 18h
M8 | 0,0984 y =0,0984x - 2,152 0,9725 6 a 18h
M9 | 0,1781 y =0,1781x - 3,3689 0,9460 6 a 18h
M34 | 0,1232 y =0,1232x - 4,7895 0,9944 0 a40h
M56 ?,1094 y =0,1094x - 4,5782 0,9995 0a40h
[Mxmax] = h°

Tabela 4.2 - Determinagdo de pamax €Xperimentais dos meios de cultura de Marques

(2004).

Meio HAamax
M7 | 0,153
M8 0,028
M9 0,023
M34 | 0,403
M56 | 0,212

[Mamax] = U enzimaeL / g célulasmL+h

Tabela 4.3 - Determinacdo de Yyxss experimentais dos meios de cultura de Marques

(2004).
Meio | Yxs Equacio R’ Intervalo
M7 | 0,2785 y =0,2785x - 0,0151 0,9985 0a42h
M8 | 0,3035 | y=0,3035x +0,0226 | 0,9864 0a30h
M9 | 0,4440 y = 0,444x - 0,0266 0,9832 0a30h
M34 | 0,1208 | y=0,1208x + 0,6221 | 0,9938 36 a 52h
M56 | 0,2904 | y=0,2904x +0,2592 | 0,9988 40 a 56h

[Yxis] = g célula/g substrato
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Tabela 4.4 - Determinacdo de Y s experimentais dos meios de cultura de Marques

(2004).
Meio Y ass Equacao R? Intervalo
M7 | 0,0277 | y=0,0277x - 0,0098 0,994 0 a54h
M8 | 0,0411 y =0,0411x + 0,013 0,9888 0 a54h
M9 | 0,0343 | y=0,0343x-0,0086 | 0,9873 0 a54h
M34 | 0,0767 | y=0,0767x +0,0797 | 0,9988 36 a52h
M56 | 0,0931 | y=0,0931x-0,0152 | 0,9741 0 a56h

[Yas] = U enzimaeL/g substratoemL

Tabela 4.5 - Determinagdo de pxmax €Xperimentais dos meios de cultura de Calderaro

(2007).
Meio | pPxmax Equacéo R? Intervalo
E3A | 0,2593 y =0,2583x — 3,6294 0,9856 4al6h
E3B | 0,1240 y =0,124x — 2,4322 0,9732 4 a 24h
E5A | 0,0534 y =0,0534x — 1,3335 0,9542 0a20h
E5F | 0,1349 y =0,1349x — 1,9361 0,9361 0al2h
E6A | 0,0829 y =0,0829x — 1,5008 0,935 0aléh
E6F | 0,1425 y =0,1425x — 1,9615 0,9831 0al2h
[HXmax] =h*

Tabela 4.6 - Determinacdo de pamax €Xperimentais dos meios de cultura de Calderaro

(2007).

Meio MAamax
E3A | 0,007454
E3B | 0,007424

ESA 0,0405
ESF 0,0159
EGA 0,0277
EGF 0,0325

[Mamax] = U enzimasL / g célulasmLeh

Tabela 4.7 - Determinacdo de Yyxs experimentais dos meios de cultura de Calderaro

(2007).
Meio | Yxs Equacio R’ Intervalo
E3A | 0,4955 | y=0,4955x —1,6103 | 0,9586 8 a 20h
E3B | 0,3487 y =0,3487x - 0,891 0,9666 8 a24h
E5A | 0,0608 | y=0,0608x-0,0233 | 0,9660 0al6h
E5F | 0,0865 | y=0,0865x-0,0314 | 0,9155 0ailzh
E6A | 0,0668 | y=0,0668x-0,0242 | 0,9483 0ailzh
E6F 0,0584 | y=0,0584x-0,0197 | 0,8946 Oas8h

[Yxis] = g célula/g substrato
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Tabela 4.8 - Determinagdo de Y s experimentais dos meios de cultura de Calderaro
(2007).

Meio Y ass Equacao R? Intervalo
E3A | 0,0173 | y=0,0173x-0,0772 | 0,9367 12 a 28h
E3B 0,011 y =0,011x - 0,0381 0,929 12 a 24h
E5A | 0,0235 | y=0,0235x-0,0661 | 0,9038 4a1l2h
E5F | 0,0148 y =0,0148x - 0,046 0,8284 4a1l2h
E6A | 0,0236 | y=0,0236x-0,0865 | 0,7577 4a1l2h
E6F 0,022 y =0,022x — 0,0697 0,8146 4al2h
[Yas] = U enzimasL/g substratoemL

Os valores obtidos de Mxmax, Mamaxs Yxis € Yas foram utilizados como
parametros iniciais a serem substituidos nos modelos cinéticos estudados no processo
inicial de resolucéo dos sistemas de equacdes diferenciais, sendo gerados novos valores
ao fim da resolugéo dos sistemas, que serdo apresentados nos itens 4.3 a 4.13.

4.3 MEIO DE CULTURA M7

Utilizando os sistemas de equacdes diferenciais | a IV (equacgdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos pardmetros iniciais determinados no item 4.2 para 0 meio M7, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equacdes
diferenciais estudados, cada conjunto de graficos apresentando os dados experimentais
alisados e as curvas de ajuste, sendo apresentados também, no item 4.3.4, os parametros
determinados pelo algoritmo de resolucéo das equacdes diferenciais.

Conforme a tabela 3.1, o meio de cultura M7 foi caracterizado por utilizar uma
concentracdo de amido (substrato) inicial em torno de 23g/L, tendo seu pH tamponado
em 8,0, num volume de meio de cultura de 1L em erlenmeyer de 2L, atingindo atividade
méaxima de 0,2153 U/mL em 66h de cultivo, concentracdo celular méxima de 1,3588g/L
em 42h de cultivo e concentragdo de substrato final de 8,05g/L ao final do cultivo, em
126h.

Os dados experimentais foram retirados a cada 12h, para aumentar o nimero de
pontos a serem inseridos no programa de resolugédo das equacdes diferenciais, foi feito o
ajuste dos dados como descrito no capitulo 3, sendo o intervalo de tempo de 6 em 6h,

conforme foi apresentado na figura 4.1.
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Como as curvas de concentracdo celular e de atividade enzimatica nao
apresentam comportamento constante, com inflexdes, a aplicacdo dos modelos cinéticos
em todo tempo de cultivo se torna mais dificil, além de se tratar de um sistema em
batelada, com acumulo de metabdlitos secundarios no meio de cultura que nao serdo
representados pelos modelos cinéticos estudados, os dados ajustados inseridos no
algoritmo de resolucdo no MATLAB® foram os obtidos no tempo de 0 a 36h de cultivo
(figura 4.45).
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Figura 4.45 - Dados Alisados de concentracao celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio M7 truncados em 36h de cultivo.

4.3.1 Modelos Monod-Aiba

Na figura 4.46 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0s dados obtidos por Marques (2004) para 0 meio M7, com concentra¢do inicial de
substrato de 23 g/L aplicando o modelo de Monod para o crescimento celular e o
modelo de Aiba para a atividade enzimaética.
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Figura 4.46 — Meio M7. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para a combinagdo de modelos
Monod-Aiba.

4.3.2 Modelos Monod-Andrews

Na figura 4.47 s&o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para os dados obtidos por Marques (2004) para 0 meio M7, com concentracdo inicial de

substrato de 23 g/L, aplicando o modelo de Monod para a concentracdo celular e o

modelo de Andrews para a atividade enzimatica.
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Figura 4.47 - Meio M7. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para a combinagdo de modelos

Monod-Andrews.

4.3.3 Modelo Aiba

Para a representacdo da concentracdo celular e da atividade enzimatica pelo

modelo Aiba, ndo houve resolucdo das equacOes diferenciais, de forma que o programa

ndo conseguiu ajustar nenhum conjunto de valores experimentais.

4.3.4 Modelo Andrews

Na figura 4.48 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0s dados obtidos por Marques (2004) para 0 meio M7, com concentragdo inicial de

substrato de 23 g/L, aplicando o modelo de Andrews para a concentracdo celular e para

a atividade enzimatica.
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Figura 4.48 - Meio M7. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcéo do Tempo (t) para o0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.9 séo apresentados os valores dos parametros obtidos pelos modelos

estudados para 0 meio M7.

Tabela 4.9 - Parametros cinéticos ajustados para o Meio de cultura M7

4.4 MEIO DE CULTURA M8

Modelos
Parametros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

txmax (N7 0,0189 0,0190 - 0,1873
Uamax (Uenzima* L / Geetuta-mL-h) 0,1898 0,1984 - 0,1249
Y x5 (Qcetuta/ Gsubstrato) 0,2715 0,3239 - 0,0015
Y ass (Uenzima® L/ Qsubstrato ML) 0,0232 0,0232 - 0,1067
Ksx (g/L) 0,0987 0,1095 - 0,5531
Kis (g/L) - - - 1,0723
Ksa (g/L) 0,0431 0,0443 - -16,1103
Kia (g/L) 91,9719 66,7982 - 47,2051

Utilizando os sistemas de equagdes diferenciais | a IV (equagdes 3.10 a 3.21),

aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a

substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para 0 meio M8, foi feita

a tentativa de gerar quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas
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de equac0es diferenciais estudados, porém os dados aplicados ao algoritmo de resolugéo
das equacdes diferenciais ndo possibilitou a geracdo de curvas de ajuste ou as curvas
geradas ndo satisfizeram nenhum dos conjuntos de dados experimentais, ou seja,
concentracdo celular, consumo de substrato e atividade enzimatica.

Conforme a tabela 3.1, 0 meio de cultura M8 foi caracterizado por possuir
concentracgéo inicial de substrato (amido) em torno de 23,6g/L e ser tamponado em pH
9,0, tendo 1L de meio de cultura em erlenmeyer de 2L. Este meio apresentou atividade
méaxima de 0,2258U/mL em 66h de cultivo, concentracdo celular maxima de 0,8856g/L
em 30h de cultivo e concentracdo final de substrato de 10,824g/L em 126h de cultivo.

Da mesma forma que o meio M7, 0 meio M8 teve suas amostras retiradas de 12
em 12h e para aumentar o niumero de pontos experimentais inseridos na resolucdo das
equacOes diferenciais, foi feito o alisamento dos dados e a ampliagdo do nimero de
pontos experimentais para intervalos de tempo de 6 em 6h, conforme foi apresentado na
figura 4.5.

Neste meio de cultura também se observa que o comportamento das curvas de
concentracdo celular e de atividade enzimatica sofre variacGes ao longo das 126 horas
de cultivo, para minimizar estas variacdes e a influéncia do acimulo de metabdlitos
secundarios no meio de cultura, foram utilizados dados ajustados de 0 a 36h de cultivo,
conforme é apresentado na figura 4.49.
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Figura 4.49 - Dados Alisados de concentracdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio M8 truncados em 36h de cultivo.
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4.4.1 Modelos Monod-Aiba

A combinacdo de modelos Monod-Aiba ndo resultou em bons resultados para o
ajuste do meio M8, de maneira que as curvas de ajuste resultantes se afastaram muito

dos pontos experimentais obtidos.

4.4.2 Modelos Monod-Andrews

A combinacdo de modelos Monod-Andrews também ndo se mostrou favoravel
para 0 ajuste do meio M8, apresentando curvas de ajuste distantes dos pontos

experimentais obtidos.

4.4.3 Modelo Aiba

O modelo de Aiba ndo ajustou adequadamente os dados experimentais do meio
M8, apresentando pouca concordancia entre os dados experimentais e o modelo

ajustado.

4.4.4 Modelo Andrews

O modelo de Andrews ndo permitiu um bom ajuste entre os valores

experimentais do meio M8 e 0 modelo.

4.5 MEIO DE CULTURA M9

Utilizando os sistemas de equagdes diferenciais | a IV (equagdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para 0 meio M9, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equacdes
diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
ajuste, sendo apresentados também, no item 4.5.4, os parametros determinados pelo

algoritmo de resolucéo das equagdes diferenciais.
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Conforme a tabela 3.1, 0 meio de cultura M9 se caracterizou por apresentar
concentracéo inicial de substrato (amido) de 22g/L em tampéo de pH 10,0, sendo 1L de
meio de cultura cultivado em erlenmeyer de 2L. A atividade mé&xima atingida neste
meio foi de 0,1654U/mL em 66h de cultivo, a concentracdo celular maxima obtida foi
de 1,1268g/L em 30h de cultivo e a concentracéo final de substrato foi de 11,406g/L em
126h de fermentacao.

Assim como 0s meios M7 e M8, as amostras foram retiradas de 12 em 12h e o
alisamento dos dados foi feito para tempos de 6 em 6h, como foi apresentado na figura
4.9.

Da mesma forma, para diminuir a influéncia das mudancas de comportamento
das curvas de concentracdo celular e de atividade enzimética, além de minimizar os
efeitos dos metabolitos secundarios acumulados no final da fermentacdo, foram
utilizados os dados ajustados no intervalo de tempo de 0 a 36h de cultivo, apresentados

na figura 4.50.
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Figura 4.50 - Dados Alisados de concentracgdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio M9 truncados em 36h de cultivo.

4.5.1 Modelos Monod-Aiba

Na figura 4.51 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio M9, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacdo cinética de Aiba.
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Figura 4.51 - Meio M9. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Aiba.

4.5.2 Modelos Monod-Andrews

Na figura 4.52 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio M9, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela

equacdo cinética de Andrews.
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Figura 4.52 - Meio M9. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.5.3 Modelo Aiba

O modelo de Aiba nao apresentou resultados satisfatorios para o0 meio M9, sendo
as curvas ajustadas com comportamento distante dos dados experimentais e com o

aparecimento de parametros negativos ou com valor zero.

4.5.4 Modelo Andrews

Na figura 4.53 sé@o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para os dados obtidos por Marques (2004) para 0 meio M9, com concentracao inicial de
substrato de 22 g/L, aplicando o modelo de Andrews para a concentracéo celular e para

a atividade enzimatica.
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Figura 4.53 - Meio M9. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcéo do Tempo (t) para 0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.10 sdo apresentados os parametros ajustados para o meio M9

segundo os modelos utilizados.

Tabela 4.10 - Parametros cinéticos ajustados para o0 Meio de cultura M9

Modelos
Pardmetros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

txmax (0 0,1781 0,1128 - 0,1949
Mamax (Uenzima:L / QestutamL-h) 0,0166 0,0274 - 0,0373
Y xss (Qeeluta! Jsubstrato) 0,4318 0,7111 - 0,0183
Y ass (Uenzima® L/Qsubstrato* ML) 0,0391 0,0423 - 0,0287
Ksx (g/L) 98,9748 11,6563 - 0,0673
Kis (g/L) - - - 0,0870
Ksa (g/L) 19,0086 14,3632 - 2,8084
Kia (g/L) 135,0708 11,2619 - 97,2826
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4.6 MEIO DE CULTURA M34

Utilizando os sistemas de equacdes diferenciais | a IV (equagdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para o0 meio M34, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equagdes
diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
ajuste, sendo apresentados também, no item 4.6.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucédo das equacdes diferenciais.

Conforme a tabela 3.1, 0 meio M34 caracterizou-se pela concentragéo inicial de
amido de 10,6g/L e com a utilizagdo de 0,1% de K;HPO., com meio de cultivo de
125mL em erlenmeyer de 250mL, a atividade maxima obtida foi de 0,3613U/mL em
72h de cultivo, com concentracdo celular maxima de 1,0276g/L em 36h e concentracdo
final de substrato em 4,191g/L em 84h de fermentacé&o.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como foi apresentado na
figura 4.13.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
36h (figura 4.54).
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Figura 4.54 - Dados Alisados de concentragdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio M34 truncados em 36h de cultivo.
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4.6.1 Modelos Monod-Aiba

Na figura 4.55 séo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio M34, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela

equacdo cinética de Aiba.

Atividade Enzimética

15

Concentragéo de Substrato

02 T T T T
*  Exper. /7 *  Exper.
018 Ajust. 7 o Ajust.
SV o % B e o
+-5% D4 1N +-5% H
0.16 Ky %
267 .
~
o.14f A7 o X,
¥ 108F ™ >
7 g N
0121 7 * S oW
£ 74 i R
£ 7 ) e R
5 01p 7 1 ERRII SN * T
< P Z ~ * R e -
008t P ~ % A
i o - e
£ 95} ~ *
006 2 E s P
P ™ o ¥ #
-~
004} = 5 T \\
P e \
oo} / ———o N
Dg/ 1 1 L 1 1 1 1 85 1 1 L 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h) Tempo (h)
(a) (b)
Concentragéo Celular
09 T T T T T
+  Exper. s
0.8H Ajust. &
———+-5% b
07t e
0!
’,I
06 T
I
/;‘
| A
3 ok
> 04t 7t
/,
Va4
03F ’ﬂ?/
7
7]
02t 7
_¥
.
ol =¥
*,g#/
i) g == b I I T 1 1
0 {3 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (h)

(©
Figura 4.55 - Meio M34. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Aiba.

4.6.2 Modelos Monod-Andrews

Na figura 4.56 séo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio M34, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela

equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.56 - Meio M34. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para a combinacdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.6.3 Modelo Aiba

Na figura 4.57 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0 meio M34, considerando o crescimento celular e a atividade enzimética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Aiba.



02

016 1

014}

012F

A (UfmL)

008

0.06

004

0021

09

08F

07

06F

X @)

03F

02

01k

01

*  Exper.
Ajust
———+-5%

Atividade Enzimética
T T T

T
.
¥

Concentragéo Celular
T T T

L
30

L
35

40

05k

04r

T T
+  Exper.
Ajust
———+-5%

40

15

72

Concentragéo de Substrato
T T T

*  Exper.
Ajust

——=+-5%H

b
-
4 \\
i o S O
+ Sosg
\\‘\\\
10 * L T
~ * T
\\ * \\v o
95| S * O
~ *
-3 S
\\
9t R \
85 !
0 5 o 15 2 25 a3

Figura 4.57 - Meio M34. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para o0 modelo de Aiba.

4.6.4 Modelo Andrews

Na figura 4.58 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0 meio M34, considerando o crescimento celular e a atividade enzimatica com

comportamento descrito pela equacdo cinética de Andrews.
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Figura 4.58 - Meio M34. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para o0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.11 sdo apresentados os parametros cinéticos ajustados para 0 meio

M34, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.11 - Parametros cinéticos ajustados para o Meio de cultura M34

Modelos
Pardmetros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

Hxcmax (09 0,0240 0,0236 0,1621 | 0,1409
tamax (Uenzima-L / Qeetata-ML-h) 0,4750 0,5269 0,3887 | 0,4975
Yxis (Qestutal/ Gsubstrato) 0,1130 0,1753 0,1248 | 0,5617
Y ass (Uenzima: L/Qsubstrato ML) 0,1045 0,1025 0,0997 0,3168
Ksx (g/L) 0,9040 0,0938 1,0244 0,1068
Kis (g/L) - - 6,7369 | 117,7892
Ksa (g/L) 0,0523 0,1100 0,0149 | 102,1947
Kia (g/L) 72,3878 37,9889 0,4519 | 55,3718

4.7 MEIO DE CULTURA M56

Utilizando os sistemas de equagdes diferenciais | a IV (equagdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para 0 meio M56, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equagdes
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diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
ajuste, sendo apresentados também, no item 4.7.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucéo das equacgdes diferenciais.

Conforme a tabela 3.1, 0 meio M56 caracterizou-se pela concentracdo inicial de
amido de 10,4g/L e com a utilizacdo de 0,5% de K,HPO,4, com meio de cultivo de
125mL em erlenmeyer de 250mL, a atividade maxima obtida foi de 0,1913U/mL em
72h de cultivo, com concentracdo celular méxima de 1,496g/L em 84h e concentracdo
final de substrato em 4,846¢/L. em 84h de fermentacé&o.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como foi apresentado na
figura 4.17.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
36h (figura 4.59).
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Figura 4.59 - Dados Alisados de concentracdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio M56 truncados em 36h de cultivo.

4.7.1 Modelos Monod-Aiba

Na figura 4.60 s@o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para o meio M56, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela
equacdo cinética de Aiba.
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Figura 4.60 - Meio M56. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para a combinacdo dos modelos

de Monod e Aiba.

4.7.2 Modelos Monod-Andrews

Na figura 4.61 s&o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0 meio M56, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela

equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.61 - Meio M56. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.7.3 Modelo Aiba

Na figura 4.62 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio M56, considerando o crescimento celular e a atividade enziméatica com

comportamento descrito pela equacao cinética de Aiba.
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Figura 4.62 - Meio M56. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para o modelo de Aiba.

4.7.4

Modelo Andrews

Na figura 4.63 séo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0 meio M56, considerando o crescimento celular e a atividade enzimética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.63 - Meio M56. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcéo do Tempo (t) para 0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.12 sdo apresentados os parametros cinéticos ajustados para 0 meio
M56, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.12 - Parametros cinéticos ajustados para o Meio de cultura M56

Modelos
Parametros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

txmax (N7 0,1478 0,1121 0,2002 | 0,2453
Uamax (Uenzima* L / Geetuta-mL-h) 0,0391 0,0694 0,0416 0,3787
Y x5 (Qcetuta/ Gsubstrato) 0,2737 0,4115 0,2541 0,2009
Y ass (Uenzima® L/ Qsubstrato ML) 0,1346 0,1811 1,7115 0,2023
Ksx (g/L) 3,3827 0,1243 0,0001 | -21,4751
Kis (g/L) - - 1,7281 | 1,8362
Ksa (g/L) 33,8165 12,2976 2,3950 | 0,0443
Kia (g/L) 13,6905 316,9630 | 1,0444 | 55203

4.8 MEIO DE CULTURA E3A

Utilizando os sistemas de equacdes diferenciais | a IV (equagdes 3.10 a 3.21),

aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a

substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para o meio E3A, foram

gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equagdes

diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
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ajuste, sendo apresentados também, no item 4.8.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucéo das equacgdes diferenciais.

Conforme apresentado na tabela 3.2, o meio E3A caracterizou-se pela
concentracdo inicial de amido de 10g/L e com pH inicial de 10,5 e pH final de 9,1, com
meio de cultivo de 500mL em erlenmeyer de 2L, a atividade maxima obtida foi de
0,1392U/mL em 48h de cultivo, com concentracdo celular méxima de 1,782g/L em 24h
e concentracdo final de substrato em 0,276g/L em 56h de fermentacéo.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como foi apresentado na
figura 4.21.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
36h (figura 4.64).
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Figura 4.64 - Dados Alisados de concentracdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimaética (A) do meio E3A truncados em 36h de cultivo.

4.8.1 Modelo Monod-Aiba

Na figura 4.65 s@o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E3A, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela

equacao cinética de Aiba.
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Figura 4.65 - Meio E3A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Aiba.

4.8.2 Modelo Monod-Andrews

Na figura 4.66 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para o meio E3A, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela

equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacdo cinética de Andrews.



Atividade Enzimética
T T T

0.14 T T
*  Exper.
Ajust -
012K sy 2

01F

0081

A (UfmL)

004+

002f

+  Exper.
18] Ajust
———+-5%
161
141
121
2
=
=
08
L 1
06 P
0.4
4
A
02 44
A
0 L L L L L L L
0 5; 10 15 20 25 30 35

Tempo (h)

(©

40

S (g/L)

Concentragéo de Substrato
T T T

*  Exper.
Ajust
P ———4-5%]]
NI,
S
8 o
~
\\ S
L
6F W,
~
\}\
SN
~
4 ~%
~
T,
5 N TR
\h\:\-
\\ ey
ok —
) L L
i} 5; 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h)

81

Figura 4.66 - Meio E3A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos

de Monod e Andrews.

4.8.3 Modelo Aiba

Na figura 4.67 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0 meio E3A, considerando o crescimento celular e a atividade enziméatica com

comportamento descrito pela equacao cinética de Aiba.
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Figura 4.67- Meio E3A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para o modelo de Aiba.

4.8.4 Modelo Andrews

Na figura 4.68 séo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0 meio E3A, considerando o crescimento celular e a atividade enzimética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.68 - Meio E3A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para o0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.13 sdo apresentados os parametros cinéticos ajustados para 0 meio

E3A, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.13- Parametros cinéticos ajustados para o Meio de cultura E3A

Modelos
Parametros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

txmax (N7 0,2060 0,2158 0,2865 0,4874
Mamax (Uenzima: L / Qestuia-mL-h) 0,0106 0,0057 0,0107 0,0110
Y xss (Qcetuta! Gsubstrato) 0,2502 0,3902 0,5358 | 0,4746
Y ass (Uenzima® L/Qsubstrato" ML) 0,0169 0,0093 0,0159 | 0,0082
Ksx (g/L) 1,3602 1,7802 0,6721 | 6,9296
Kis (g/L) - - 59086 | 8,9850
Ksa (g/L) 4,1998 0,9192 1,9099 4,7830
Kia (g/L) 25,0268 84,3935 0,0001 | 14,5434

4.9 MEIO DE CULTURA E3B

Utilizando os sistemas de equagdes diferenciais | a IV (equagdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para o meio E3B, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equacdes

diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
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ajuste, sendo apresentados também, no item 4.9.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucéo das equacgdes diferenciais.

Conforme apresentado na tabela 3.2, o meio E3B caracterizou-se pela
concentracdo inicial de amido de 10g/L e com pH inicial de 10,5 e pH final de 8,9, com
meio de cultivo de 1L em erlenmeyer de 2L, a atividade maxima obtida foi de
0,1096U/mL em 48h de cultivo, com concentracdo celular méxima de 1,614g/L em 32h
e concentracdo final de substrato em 0,504g/L em 56h de fermentacao.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como foi apresentado na
figura 4.25.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
24h (figura 4.69).
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Figura 4.69 - Dados Alisados de concentracdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimética (A) do meio E3B truncados em 24h de cultivo.

4.9.1 Modelo Monod-Aiba

Na figura 4.70 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E3B, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacao cinética de Aiba.
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Figura 4.70 - Meio E3B. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos

de Monod e Aiba.

4.9.2 Modelo Monod-Andrews

Na figura 4.71 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para o meio E3B, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacdo cinética de Andrews.
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Figura 4.71 - Meio E3B. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e c¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.9.3 Modelo Aiba

Na figura 4.72 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E3B, considerando o crescimento celular e a atividade enzimética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Aiba.
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Figura 4.72 - Meio E3B. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para o modelo de Aiba.

4.9.4 Modelo Andrews

Na figura 4.73 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E3B, considerando o crescimento celular e a atividade enzimatica com

comportamento descrito pela equacgdo cinética de Andrews.
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Figura 4.73 - Meio E3B. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcéo do Tempo (t) para o0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.14 sdo apresentados os parametros cinéticos ajustados para 0 meio

E3B, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.14 - Pardmetros cinéticos ajustados para o0 Meio de cultura E3B

Modelos
Parametros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

txmax (N7 0,1455 0,1592 0,1636 0,1353
Mamax (Uenzima: L / Qestuia-mL-h) 0,0065 0,0069 0,0102 0,0251
Y xss (Qeeluta! Gsubstrato) 0,4328 0,4125 0,3521 | 0,4156
Y ass (Uenzima-L/Qsubstrato ML) 0,0062 0,0065 0,0110 | 0,0037
Ksx (g/L) 0,0806 0,6981 0,8690 | 1,4954
Kis (g/L) - - 0,5761 | 0,5058
Ksa (g/L) 2,6243 4,4299 0,2324 0,0691
Kia (g/L) 27,6209 82,6400 0,0001 | 27,1099

4.10 MEIO DE CULTURA E5A

Utilizando os sistemas de equacdes diferenciais | a IV (equagdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para o meio E5A, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equagdes

diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
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ajuste, sendo apresentados também, no item 4.10.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucéo das equacgdes diferenciais.

Conforme apresentado na tabela 3.2, o meio E5A caracterizou-se pela
concentracdo inicial de amido de 10g/L e com pH inicial de 10,5 e pH final de 9,4, com
meio de cultivo de 500mL em erlenmeyer de 2L, a atividade maxima obtida foi de
0,54U/mL em 56h de cultivo, com concentragdo celular méxima de 0,8604g/L em 48h e
concentracéo final de substrato em 2,2469g/L em 56h de fermentacao.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como é apresentado na figura
4.29.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
24h (figura 4.74).
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Figura 4.74 - Dados Alisados de concentracdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio E5A truncados em 24h de cultivo.

4.10.1 Modelo Monod-Aiba

Na figura 4.75 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para o meio E5A, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacdo cinética de Aiba.
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Figura 4.75 - Meio E5A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para a combinacdo dos modelos
de Monod e Aiba.

4.10.2 Modelo Monod-Andrews

Na figura 4.76 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E5A, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela
equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.76 - Meio E5A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.10.3 Modelo Ai

ba

O modelo de Aiba ndo apresentou resultados satisfatorios para 0 meio E5A,

sendo as curvas ajustadas com comportamento distante dos dados experimentais e com

0 aparecimento de parametros negativos ou com valor zero.

4.10.4 Modelo Andrews

Na figura 4.77 s&o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para 0 meio E5A, considerando o crescimento celular e a atividade enzimaética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.77 - Meio E5A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcéo do Tempo (t) para 0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.15 sdo apresentados o0s parametros cinéticos ajustados para 0 meio

E5A, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.15 - Parametros cinéticos ajustados para o Meio de cultura ES5A

Modelos
Parametros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews
Lxmax () 0,0776 0,1174 - 0,0367
Mamax (Uenzima:L / QestutamL-h) 0,0433 0,0770 - 0,0967
Y xss (Qeeluta! Jsubstrato) 0,1326 0,1492 - 0,0255
Y ws (Uenzima: L/Qsupstrato- ML) 0,0420 0,0617 - 0,0464
Ksx (g/L) 2,2792 6,9355 - 0,1158
Kis (g/L) - - - 1,3014
Ksa (g/L) 3,6880 0,3322 - 0,1561
Kia (g/L) 10,5873 3,1807 - 7,3436
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4.11 MEIO DE CULTURA E5F

Utilizando os sistemas de equacdes diferenciais | a IV (equacgdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para o meio E5F, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equagdes
diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
ajuste, sendo apresentados também, no item 4.11.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucéo das equacgdes diferenciais.

Conforme apresentado na tabela 3.2, o meio E5F caracterizou-se pela
concentracdo inicial de amido de 10g/L e com pH inicial de 10,5 e pH final de 10,4,
com meio de cultivo de 1L em fermentador de bancada de 1,5L, a atividade maxima
obtida foi de 0,2664U/mL em 56h de cultivo, com concentracdo celular méaxima de
0,8761g/L em 24h e concentracdo final de substrato em 4,1041g/L em 56h de
fermentacao.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como foi apresentado na
figura 4.33.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
24h (figura 4.78).
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Figura 4.78 - Dados Alisados de concentracdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio E5F truncados em 24h de cultivo.
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4.11.1 Modelo Monod-Aiba

Na figura 4.79 séo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E5F, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela

equacdo cinética de Aiba.
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Figura 4.79 - Meio E5F. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Aiba.

4.11.2 Modelo Monod-Andrews

Na figura 4.80 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E5F, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.80 - Meio E5F. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e c¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.11.3 Modelo Aiba

O modelo de Aiba ndo apresentou resultados satisfatorios para o meio E5F,

sendo as curvas ajustadas com comportamento distante dos dados experimentais e com

0 aparecimento de parametros negativos ou com valor zero.

4.11.4 Modelo Andrews

Na figura 4.81 sé@o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas

para o meio E5F, considerando o crescimento celular e a atividade enzimética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.81 - Meio E5F. a) Atividade Enzimaética (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcéo do Tempo (t) para 0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.16 sdo apresentados os parametros cinéticos ajustados para o meio

E5F, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.16 - Parametros cinéticos ajustados para o0 Meio de cultura E5F.

Modelos
Parametros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

txmax (07 0,2104 0,1332 - 0,1454
Mamax (Uenzima* L / Geetuta-mL-h) 0,0228 0,0237 - 0,0479
Y s (Qeetutal Gsubstrato) 0,1312 0,1219 - 0,0342
Y ass (Uenzima® L/Qsubstrato: ML) 0,0216 0,0288 - 0,0039
Ksx (g/L) 5,0626 1,0145 - 42,9292
Kis (g/L) - - - 0,0961
Ksa (g/L) 0,8951 0,1257 - 0,0029
Kia (g/L) 1,9908 8,6779 - 1,8216
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4.12 MEIO DE CULTURA E6A

Utilizando os sistemas de equacdes diferenciais | a IV (equacgdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para o meio E6A, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equagdes
diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
ajuste, sendo apresentados também, no item 4.12.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucéo das equacgdes diferenciais.

Conforme apresentado na tabela 3.2, o meio EG6A caracterizou-se pela
concentracdo inicial de amido de 10g/L e com pH inicial de 10,8 e pH final de 9,5, com
meio de cultivo de 500mL em erlenmeyer de 2L, a atividade maxima obtida foi de
0,5334U/mL em 56h de cultivo, com concentragdo celular maxima de 0,8249g/L em
24h e concentracdo final de substrato em 2,9118g/L em 56h de fermentagé&o.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como foi apresentado na
figura 4.33.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
24h (figura 4.82).
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Figura 4.82 - Dados Alisados de concentracdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio E6A truncados em 24h de cultivo.
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4.12.1 Modelo Monod-Aiba

Na figura 4.83 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E6A, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela
equacdo cinética de Aiba.
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Figura 4.83 - Meio E6A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracgdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Aiba.

4.12.2 Modelo Monod-Andrews

Na figura 4.84 séo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E6A, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimética descrita pela

equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.84 - Meio E6A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.12.3 Modelo Aiba

O modelo de Aiba ndo apresentou resultados satisfatorios para o meio E6A,
sendo as curvas ajustadas com comportamento distante dos dados experimentais e com

0 aparecimento de parametros negativos ou com valor zero.

4.12.4 Modelo Andrews

Na figura 4.85 séo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E6A, considerando o crescimento celular e a atividade enzimaética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.85 - Meio E6A. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcdo do Tempo (t) para 0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.17 sdo apresentados os parametros cinéticos ajustados para 0 meio

E6A, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.17 - Parametros cinéticos ajustados para o0 Meio de cultura E6A.

Modelos
Pardmetros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews

txmax (0 0,2371 0,0898 - 0,1599
Mamax (Uenzima:L / QestutamL-h) 0,0862 0,0528 - 0,0394
Y xss (Qcétuta! Gsubstrato) 0,1325 0,1205 - 0,0426
Y ass (Uenzima* L/Gsubstrato* ML) 0,0303 0,0356 - 0,0213
Ksx (g/L) 9,9838 0,0584 - 1,4458
Kis (g/L) - - - 0,7174
Ksa (g/L) 0,0815 1,7589 - 0,3661
Kia (g/L) 0,2499 6,0940 - 44,4282
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4.13 MEIO DE CULTURA EG6F

Utilizando os sistemas de equacdes diferenciais | a IV (equacgdes 3.10 a 3.21),
aplicadas ao algoritmo apresentado na figura 3.1 no software MATLAB®, com a
substituicdo dos parametros iniciais determinados no item 4.2 para o meio E6F, foram
gerados quatro conjuntos de graficos, correspondentes aos quatro sistemas de equagdes
diferenciais estudados, apresentando os dados experimentais alisados e as curvas de
ajuste, sendo apresentados também, no item 4.13.4, os parametros determinados pelo
algoritmo de resolucéo das equacgdes diferenciais.

Conforme apresentado na tabela 3.2, o meio E6F caracterizou-se pela
concentracdo inicial de amido de 10g/L e com pH inicial de 10,7 e pH final de 9,7, com
meio de cultivo de 1L em fermentador de bancada de 1,5L, a atividade maxima obtida
foi de 0,4566U/mL em 40h de cultivo, com concentracdo celular méxima de 1,0988g/L
em 24h e concentragéo final de substrato em 3,6914/L em 56h de fermentagé&o.

Neste meio, as amostras foram retiradas de 8 em 8h e no alisamento dos dados
foram obtidos valores em intervalos de tempo de 4 em 4h, como foi apresentado na
figura 4.37.

Para minimizar os efeitos dos metabdlitos que se acumulam ao longo de um
cultivo em batelada, os dados ajustados utilizados foram no intervalo de tempo de 0 a
24h (figura 4.86).
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Figura 4.86 - Dados Alisados de concentragdo celular (X), consumo de substrato (S) e
atividade enzimatica (A) do meio E6F truncados em 24h de cultivo.
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4.13.1 Modelo Monod-Aiba

Na figura 4.87 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E6F, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela
equacdo cinética de Aiba.
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Figura 4.87 - Meio E6F. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Aiba.

4.13.2 Modelo Monod-Andrews

Na figura 4.88 sdo apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E6F, considerando o crescimento celular com comportamento descrito pela
equacdo cinética de Monod e o comportamento da atividade enzimatica descrita pela

equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.88 - Meio E6F. a) Atividade Enzimatica (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentragdo Celular (X) em fungdo do Tempo (t) para a combinagdo dos modelos
de Monod e Andrews.

4.13.3 Modelo Aiba

O modelo de Aiba ndo apresentou resultados satisfatorios para 0 meio E6F,
sendo as curvas ajustadas com comportamento distante dos dados experimentais e com

0 aparecimento de parametros negativos ou com valor zero.

4.13.4 Modelo Andrews

Na figura 4.89 sé@o apresentados os valores experimentais e as curvas ajustadas
para 0 meio E6F, considerando o crescimento celular e a atividade enzimética com

comportamento descrito pela equacao cinética de Andrews.
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Figura 4.89 - Meio E6F. a) Atividade Enzimaética (A), b) Concentracdo de Substrato (S)
e ¢) Concentracdo Celular (X) em funcéo do Tempo (t) para 0 modelo de Andrews.

Na tabela 4.18 sdo apresentados 0s parametros cinéticos ajustados para 0 meio

E6F, de acordo com os modelos cinéticos utilizados.

Tabela 4.18 - Parametros cinéticos ajustados para 0 Meio de cultura E6F.

Modelos
Parametros Monod- Monod- Aiba | Andrews
Aiba Andrews
Lxmax () 0,4264 0,1271 - 0,3017
tamax (Uenzima' L / Qeetuta-mL-h) 0,0250 0,0389 - 0,0890
Y xss (Qeeluta/ Osubstrato) 0,1896 0,1509 - 0,0623
Y ass (Uenzima® L/ Qsubstrato ML) 0,0394 0,0432 - 0,0302
Ksx (g/L) 17,4931 0,1376 - 2,1173
Kis (g/L) - - - 1,3295
Ksa (g/L) 0,4036 1,7296 - 2,6252
Kia (g/L) 2,0672 9,7553 - 6,5438
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4.14 CONSIDERACOES GERAIS

Tendo por base os resultados apresentados nas sec¢Oes 4.3 a 4.13, serdo tracados
comentarios sobre as curvas obtidas e o comparativo dos valores obtidos para os
parametros estimados.

Conforme apresentado na secdo 4.3 para 0 meio M7 de Marques (2004),
graficamente, os resultados se mostraram semelhantes para os sistemas de equagdes
diferenciais 1 (combinacdo Monod-Aiba), Il (combinacdo Monod-Andrews) e IV
(somente Andrews), apresentados nas figuras 4.46, 4.47 e 4.48, o sistema de equacdes
diferenciais nimero Ill, contendo apenas o modelo cinético de Aiba ndo mostrou
resultados aprecidveis durante a tentativa de resolucdo, por meio da manipulacdo dos
parametros Ksx, Kis, Ksa e Kia. Para 0 meio M7, os sistemas que apresentaram uma
resposta permitiram um ajuste das curvas de atividade enzimatica (A) e de consumo de
substrato (S), ndo ajustando a curva de crescimento celular (X). Numericamente, 0s
parametros estimados pelas combinagdes Monod-Aiba e Monod-Andrews apresentam
valores muito préoximos (tabela 4.9), ja o modelos de Andrews, mesmo apresentado
comportamento grafico semelhante aos demais, apresentou valores bem distintos dos
estimados pelas combinacGes dos modelos cinéticos, além de apresentar um valor
negativo, de Ksa.

Na secdo 4.4, para 0 meio de cultura M8 de Marques (2004), mesmo
restringindo o tempo de cultivo analisado em 36h (figura 4.49), nenhum dos sistemas de
equacdes diferenciais estudados apresentou resultados satisfatorios, sendo que o
algoritmo de resolucdo ndo conseguiu resolver o sistema ou demandaria um tempo de
resolucdo maior, o que ndo foi testado. E possivel que algum dos parametros iniciais
esteja em desacordo com 0 necessario para que o sistema de equacdes diferenciais possa
ser resolvido, tendo por base os dados experimentais disponiveis.

Para o meio M9 de Marques (2004), apresentado na sec¢do 4.5, mesmo com a
restricdo do tempo de fermentacgdo estudado (36h, figura 4.50), a curva de crescimento
celular (X) apresentou algumas inflexes ao longo deste periodo, diferente das curvas
de atividade enzimatica (A) e de consumo de substrato (S). Os sistemas | e Il, com a
combinacdo dos modelos cinéticos de Monod-Aiba e Monod-Andrews,
respectivamente, apresentaram uma curva de ajuste proxima aos valores experimentais
de atividade enzimaética (A) sem, no entanto, ajusta-los adequadamente, a curva de

ajuste de consumo de substrato (S) ficou dentro do limite de 5%, mas apresentou um
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perfil diferente do apresentado pelos valores experimentais, e ndo houve ajuste para as
curvas de crescimento celular (X), conforme é apresentado nas figuras 4.51 e 4.52. O
sistema 111, com o0 modelo de Aiba ndo apresentou resultados satisfatorios novamente, e
o sistema IV, com o modelo de Andrews, apresentou um bom ajuste grafico para a
atividade enzimatica (A) e para o consumo de substrato (S), porém ndo esbocou o
mesmo comportamento para o crescimento celular (X), e diferente dos sistemas | e II,
resultou em uma linha horizontal. Numericamente, os parametros estimados (tabela
4.10) para os sistemas I, Il e IV apresentaram valores distintos e geralmente distantes,
com algumas excecdes como Yas que foi de 0,0391 Uenzima:L/Qsubs'mL para a
combinacdo Monod-Aiba e de 0,0423 Uenzima:L/gsuns-mL para a combina¢do Monod-
Andrews.

Na secdo 4.6 para 0 meio M34 de Marques (2004), observa-se que 0s quatro
sistemas de equac6es diferenciais apresentaram resultados graficos interessantes, sendo
que os sistemas I, 1l e Il ajustaram bem os dados de crescimento celular (X) nédo
ajustaram os dados de atividade enzimética (A) e de consumo de substrato (S) como é
mostrado nas figuras 4.55, 4.56 e 4.57. Para este meio de cultura, o modelo de Andrews
(Sistema 1V) apresentou bom ajuste para os dados de crescimento celular (X), nédo
apresentando ajuste para o crescimento celular (X) e para o consumo de substrato (S),
figura 4.58. Numericamente os parametros estimados apresentaram valores diferentes
(tabela 4.11), sendo o parametro Kia, 0 que apresentou maior distancia entre os valores
encontrados.

Para 0 meio M56 de Marques (2004), apresentado na secdo 4.7, os sistemas de
equacOes diferenciais |1 (Monod-Aiba), Il (Monod-Andrews) e 11l (Aiba) apresentaram
bom ajuste grafico para o crescimento celular (X), ndo ajustando o consumo de
substrato (S) e a atividade enzimatica (A), conforme as figuras 4.60, 4.61 e 4.62. O
sistema IV, com o modelo de Andrews, permitiu um bom ajuste para a concentragdo
celular (X), a curva de consumo de substrato (S) ficou dentro do limite de 5% e a curva
de atividade enzimatica (A) apresentou um comportamento melhor do que os sistemas
anteriores, mostrado na figura 4.63, apresentando um valor de Ksx negativo de -
21,4751.

Na secédo 4.8, para 0 meio E3A de Calderaro (2007), mesmo com a restri¢do do
tempo de fermentacdo analisado em 36h (figura 4.64), a curva de crescimento celular
apresentou um patamar apds 16h de cultivo, neste caso, os sistemas de equacdes I, Il e
IV apresentaram bom ajuste para o crescimento celular (X), gerando uma curva ajustada
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também com patamar para a atividade enzimatica (A) e apresentando comportamento
semelhante para as curvas ajustada de concentracdo de substrato (S), como foi
apresentado nas figuras 4.65, 4.66 e 4.68. O sistema Ill com o modelo de Aiba néo
apresentou ajuste para os dados de atividade enzimatica (A), para a concentracao celular
(X) e para o consumo de substrato (S). Numericamente os parametros estimados
apresentaram valores distintos ao se comparar entre os sistemas de equacdes utilizados.

Para o meio E3B de Calderaro (2007), apresentado na secédo 4.9, os sistemas de
equac0es diferenciais I e I, com as combinacdes das equacdes cinéticas de Monod-Aiba
e Monod-Andrews, respectivamente, apresentaram um bom ajuste para as curvas de
atividade enzimatica (A), ndo ajustando adequadamente os dados de consumo de
substrato (S) e de crescimento celular (X), como é apresentado nas figuras 4.70 e 4.71.
O sistema 111 com 0 modelo de Aiba apresentou bom ajuste para a atividade enzimatica
(A), mas ndo apresentou bom resultado para as curvas de consumo de substrato (S) e de
crescimento celular (X), figura 4.72. O sistema IV, com o modelo de Andrews, nio
apresentou um bom ajuste para a atividade enzimatica (A), para o consumo de substrato
(S) e para o crescimento celular (X), figura 4.73. Numericamente, 0s parametros
estimados apresentam valores semelhantes entre as velocidades especificas e os fatores
de conversdo para os sistemas Il e IV, os demais parametros apresentaram valores bem
distintos como € apresentado na tabela 4.14.

Na secdo 4.10, para o meio de cultura E5A de Calderaro (2007), o sistema | com
a combinacdo Monod-Aiba apresentou bom ajuste para a concentracdo celular (X) apés
20h de cultivo, porém para a atividade enzimética (A) e para o consumo de substrato
(S), ndo houve bom ajuste (figura 4.75). Ja para o sistema Il, com a combinacdo de
modelos Monod-Andrews houve bom ajuste da atividade enzimatica (A) e um ajuste
bom para a concentracdo celular (X) apos 15h de cultivo, ndo havendo bom ajuste para
a concentracdo de substrato (S), como apresentado na figura 4.76. O sistema Il com o
modelo de Aiba nédo apresentou bom ajuste para nenhum dos trés conjuntos de dados
analisados. O sistema IV com a equagdo de Andrews ndo apresentou ajuste para o
crescimento celular (X), para a atividade enzimatica (A) e para a concentragdo de
substrato (S), conforme figura 4.77. Numericamente, na tabela 4.15, verifica-se que 0s
valores dos parametros estimados entre os sistemas de equagfes estudados,
apresentando valores com ordens de grandeza diferentes como, por exemplo, Ksx, que

assumiu o valor de 2,2792g/L para a combinagdo de modelos Monod-Aiba, 6,9355 g/L
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para a combinacdo de modelos Monod-Andrews e de 0,1158 para o modelo de
Andrews.

Observa-se para 0 meio de cultura E5F de Calderaro (2007), na secéo 4.11, que
os sistemas | e Il apresentam um bom ajuste para a atividade enzimatica (A), um ajuste
razoavel para o crescimento celular (X) ap6s 15h de cultivo, mas ndo apresentou um
bom ajuste para a concentracdo de substrato (S), como é apresentado nas figuras 4.79 e
4.80. O modelo de Aiba ndo forneceu bons resultados para os dados experimentais
analisados. O sistema IV apresentou bom ajuste para a atividade enzimatica (A) nas
primeiras 5h de cultivo, mas ndo apresentou bons resultados para o crescimento celular
(X) e para o consumo de substrato (S), figura 4.81. Numericamente, pela tabela 4.16,
verifica-se que os parametros estimados apresentam ordens de grandeza semelhantes
para os sistemas I e II.

De maneira analoga, para 0 meio E6A, apresentado na secdo 4.12, o sistema de
equacOes diferenciais | (Monod-Aiba) apresentou bom ajuste para os dados de
crescimento celular (X) e de atividade enziméatica (A) apds 20h de cultivo, nédo
apresentando bom resultado para o consumo de substrato (S). O sistema Il (Monod-
Andrews) apresentou melhor ajuste para a atividade enzimatica (A) a partir de 13h de
cultivo, nédo ajustando bem o consumo de substrato (S) e o crescimento celular (X). O
sistema IV (Andrews) ndo apresentou bom ajuste para dados de crescimento celular (X),
de atividade enzimatica (A) e de consumo de substrato (S), como se verifica nas figuras
4.83, 4.84 e 4.85. Novamente, o sistema de equacdes diferenciais com o modelo de
Aiba ndo forneceu bons resultados para os dados do meio E6A. Numericamente
observa-se que as ordens de grandeza dos parametros estimados séo semelhantes para os
trés sistemas analisados, havendo diferenca nos valores dos parametros Ksa, Ksx e Kia.

Na se¢édo 4.13, para 0 meio de cultura E6F de Calderaro (2007), o sistema de
equacOes | com a combinacdo de modelos Monod-Aiba, apresentou bom ajuste para 0s
dados de crescimento celular (X) e para a atividade enzimética (A), ndo apresentando
bom ajuste para os dados de concentracdo de substrato (S), como se observa na figura
4.87. O sistema de equagOes Il com os modelos Monod-Andrews apresentou um ajuste
bom para o crescimento celular (X) ap6s 15h de cultivo, um bom ajuste para a atividade
enzimatica (A) ate 13h de cultivo, mas ndo apresentaram bom ajuste para os dados de
consumo de substrato (S), como se pode observar na figura 4.88. O sistema de equacdes
I11 com o modelo de Aiba, novamente ndo apresentou resultados satisfatérios para o
meio E6F. O sistema IV (Andrews) apresentou bom ajuste para a atividade enzimatica
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(A) até 20h de cultivo, ndo apresentando bom ajuste para os dados de crescimento
celular (X) e de consumo de substrato (S). Numericamente, 0s parametros estimados
apresentaram valores distintos, sendo que as velocidades especificas e os fatores de
conversdo mantiveram-se na mesma ordem de grandeza para as combinagdes de

modelos Monod-Aiba e Monod-Andrews.

4.15 REPRESENTACAO POR LUEDEKING E PIRET

Na tentativa de representar matematicamente a producdo da enzima CGTase por
Bacillus circulans, Burhan et al (2005) utilizaram a relacdo entre a velocidade
especifica de formacdo de produto (up) e a velocidade especifica de crescimento celular
(ux) apresentada por Luedeking e Piret em 1959 (equacdo 2.14) como uma das
equacOes diferenciais do sistema de equacOes a ser resolvido na modelagem deste
processo.

Luedeking e Piret (1959) obtiveram uma relacdo linear entre a velocidade
especifica de producdo de &cido latico (up) € a velocidade especifica de crescimento
celular de Lactobacillus delbrueckii, de maneira que, para que esta relacao seja valida, é
necessario que um gréfico de pp versus px resulte em uma reta, sendo que o coeficiente
angular da reta representa a constante o ¢ o coeficiente linear da reta representa a
constante B, como foi apresentado na equagéo 2.14.

Por este motivo, foram feitos os gréaficos de velocidade especifica de atividade
enzimética de CGTase (ua) versus a velocidade especifica de crescimento celular de
Bacillus firmus (ux), uma vez que permitem verificar a relagdo existente entre estas
velocidades especificas e também se esta relacdo pode ser representada facilmente por
uma equacao matematica, em especial por uma reta, no formato da equacéo 2.14.

A verificacdo desta relagdo para os meios de cultura estudados é apresentada nas

figuras 4.90 a 4.100, na confecgdo dos graficos de pa versus pix.
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Pode-se observar que ndo existe uma relacdo linear entre a velocidade especifica

de atividade enzimatica (ua) e a velocidade especifica de crescimento celular (ux) nas

condigdes trabalhadas de fermentacédo para a producdo da enzima CGTase por Bacillus
firmus CEPA 37. Ainda que nas figuras 4.90 e 4.91, para os meios M7 e M8

respectivamente, esta relacdo pareca surgir, hd& uma concentragdo de pontos na origem

dos eixos e um ponto que se destaca nos dois graficos, de maneira que o Excel apresente

a curva cheia como uma reta, mas ndo se pode afirmar que a relagdo seja linear.

E possivel que Burhan et al (2005) tenham encontrado uma relagdo linear por

trabalharem com baixa concentracdo de substrato (amido), minimizando a influéncia

dos efeitos inibitorios decorrentes de altas concentracdes de amido.
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4.16 OUTRAS CONSIDERACOES

4.16.1 Testes com outras fungdes objetivo

A fim de tentar melhorar as respostas dos modelos cinéticos em relagéo ao dados
experimentais utilizados, foi proposto alterar as equacgdes de erro utilizadas pela fungéo
objetivo no MATLAB®. A primeira opcdo foi utilizar a equacéo de erro classica, como

apresentado na equacéo 4.1.

Erro = (ajustado — experimental)? 4.1)

A segunda opcdo foi utilizar a diferenca entre os valores ajustados e

experimentais em modulo, como apresentado na equacéo 4.2.

Erro = |ajustado — experimental|
(4.2)

Para ambas as equagdes, como apresentado na secdo 3.2.3, o critério de
otimizacdo permaneceria como a soma entre as trés equacdes de erro, ou seja, as
equacOes 4.1 e 4.2 seriam aplicadas aos valores de crescimento celular (X), de atividade
enzimatica (A) e de consumo de substrato (S). Nestes dois casos, ndo seria possivel
fazer a soma entre estes critérios, pois as equacdes de erro para concentracdo celular (X)
e de consumo de substrato (S) resultam em valores com unidade em g/L e a equacdo do
erro para a atividade enzimatica (A) resulta em valores com unidade em U/mL, tendo
portanto, dimensdes diferentes.

Outra opcao foi utilizar entdo uma equacdo semelhante a 3.25, fazendo o
quadrado da diferenca entre os valores ajustados e experimentais divididos pelo valor

experimental, como apresentado na equacao 4.3.

. . 2
ajustado—experimental
Erro = ( d P ) (4.3)

experimental
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A implementacdo desta equacdo de erro no MATLAB® permitiu manter o
critério de otimizacdo como a soma dos erros de X, S e A, mas ndo os resultados dos
modelos ndo foram melhores dos obtidos com o erro expresso pela equagéo 3.25.

4.16.2 Ajuste de dados por Spline

O ajuste dos dados experimentais foi feito no software Excel, atraves de
interpolacfes disponiveis neste software buscando a melhor curva de ajuste. Outra
proposta foi utilizar a fungdo interpl do MATLAB®, promovendo uma interpolacio por
spline. Porém, a interpolacdo por este método, resultou em valores negativos para
concentracdo celular (X) nas primeiras horas de cultivo, 0 que ndo ocorreu com a
interpolacéo realizada através do Excel. As figuras 4.101 e 4.102 apresentam as curvas
interpoladas por spline para os meios M34 e M56.
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12
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(©

Figura 4.101 - Curvas de ajuste por spline para 0 meio de cultura M34. a) Crescimento
Celular (X), b) Atividade Enzimatica (A), ¢) Consumo de Substrato (S).
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Figura 4.102 - Curvas de ajuste por spline para 0 meio de cultura M56. a) Crescimento
Celular (X), b) Atividade Enzimatica (A), c¢) Consumo de Substrato (S).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

A otimizagdo da producdo da enzima Ciclomaltodextrina-Glucanotransferase
(CGTase) é de grande importancia para baratear o custo de producéo de ciclodextrinas,
favorecendo sua aplicacdo nas industrias farmacéuticas e alimenticias por exemplo. Para
tanto, é necessario conhecer o processo fermentativo e uma das ferramentas disponiveis
para a otimizacdo de processos fermentativos é a utilizacdo de modelos cinéticos para
representar matematicamente um fenémeno bioldgico. Neste trabalho, foram galgados
mais alguns degraus para melhor entender o processo de producdo de CGTase por
Bacillus firmus da CEPA 37, é importante ressaltar que o processo de resolucdo das
equacOes diferenciais teve por base uma parte do tempo de cultivo do bacilo, ou seja,
foram utilizados os dados experimentais e ajustados para intervalos de tempo de 0 a 36h
ou 0 a 24h, excluindo parte do processo, devido aos acumulos de metabolitos
secundarios e a grande complexidade envolvida ao se considerar todo 0 processo
fermentativo, seguem as conclusdes encontradas.

Na secdo 4.1, foi observado o comportamento das curvas de velocidades
especificas de crescimento celular (ux), de consumo de substrato (Us) e de atividade
enzimatica (Ma) em funcdo do tempo para verificar possiveis associacfes entre a
atividade da enzima CGTase e o crescimento do bacilo. Observou-se que nas condig¢des
trabalhadas, com altas concentracdes de amido como substrato (acima de 10g/L) ndo se
pode afirmar que exista uma associacdo entre a atividade enzimética (A) e o
crescimento celular (X), porém, se observou em alguns momentos, uma clara associa¢do
entre a atividade da enzima CGTase e a concentracdo de amido presente no meio de
cultura (figuras 4.8, 4.12, 4.16 e 4.20), 0 que era esperado, uma vez que a enzima
CGTase é amilolitica, sendo uma proteina indutiva, produzida pelo Bacillus firmus,
tendo como uma das funcdes, atuar sobre o amido. Esta observacéo é condizente com a
apresentada por Aiba et al (1971), segundo o qual, a producdo de glicoamilase (da
familia das amilases) pertence ao tipo de fermentacdo ndo-associada ao crescimento
celular, havendo uma relagdo complexa entre as velocidades especificas de formacéo de
produto e de crescimento celular.

A modelagem de processos fermentativos € um tanto complexa, pois envolve a
tentativa de representar por meio de equa¢des matematicas, 0 comportamento de micro-

organismos, quanto ao seu crescimento, geracdo do produto de interesse e consumo de
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substrato. O conhecimento da cinética de fermentacdo € fundamental para a aplicacédo
de modelos matematicos ou para o desenvolvimento de novos modelos.

O ajuste das curvas de crescimento celular (X), consumo de substrato (S) e de
atividade enzimatica (A) na producdo da enzima CGTase muitas vezes é possivel
matematicamente, porém, ao se analisar 0s parametros obtidos, muitos perdem o
significado dentro do contexto de um processo biotecnoldgico, quando se encontra, por
exemplo, fatores de conversdo negativos ou velocidades especificas iguais a zero.

Como as unidades de concentracdo celular e de consumo de substrato sdo g/L e a
de atividade enzimatica ¢ U/mL, os valores numeéricos muitas vezes apresentam grande
variacdo, tendo por exemplo em um dado tempo, uma concentracdo celular de
0,01169/L, concentracdo de substrato de 10,474g/L e atividade enzimética de
0,0024U/mL, o que pode dificultar a convergéncia dos trés conjuntos de dados
experimentais durante a resolucéo dos sistemas de equacdes diferenciais.

A maior parte das equagfes cinéticas foi desenvolvida para trabalhar com
quantidades ou concentra¢cdes de produtos mensuraveis, neste trabalho, ndo se dispunha
da quantidade (concentracdo) de enzima, mas sim de sua atividade, expressando sua
funcdo dentro do meio de cultura, sendo este outro fator limitante na resolucdo dos
sistemas de equacbes obtidos a partir de modelos cinéticos cléassicos.

As equacOes utilizadas neste trabalho apresentam baixa capacidade de ajuste
quando as curvas dos dados experimentais apresentam muitas inflexdes, tendo maior
representatividade no intervalo de tempo em que as curvas apresentam comportamento
uniforme, crescente ou decrescente. Porém, mesmo ndo ajustando adequadamente os
dados experimentais utilizados, os modelos cinéticos mostraram alguma capacidade de
ajuste para a producdo de CGTase, no periodo em estudo, de forma que em algumas
situacOes, as curvas ajustadas se mostraram coerentes quanto ao crescimento celular
(X), ao consumo de substrato (S) e a atividade enzimatica (A), como se observa nas
figuras 4.55, 4.56, 4.59, 4.62, 4.68 e 4.77, por exemplo. Desta forma, pode-se dizer que
dependendo dos dados experimentais utilizados e dos valores dos parametros iniciais,
existe a possibilidade de conseguir bons ajustes com os modelos cinéticos.

Na secdo 4.15, foram feitos gréficos de velocidade especifica de atividade
enzimatica (ua) versus a velocidade especifica de crescimento celular (ux), a fim de
verificar a existéncia da relacdo linear encontrada por Luedeking e Piret (1959),
apresentada na equacdo 2.14, na producédo de &cido latico por Lactobacillus delbrueckii
e utilizada por Burhan et al (2005) na modelagem da producdo de CGTase por Bacillus
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circulans. Ao analisar as figuras obtidas (4.90 a 4.100) ndo se verificou esta relacao,
valendo lembrar que Burhan et al (2005) utilizaram concentrages de amido baixas,
menores do que 10g/L, o que pode ter permitido o aparecimento do comportamento
descrito.

Certamente, novos dados experimentais sdo necessarios para melhorar o
entendimento da cinética de fermentagdo da producdo de CGTase por Bacillus firmus
CEPA 37, de maneira a possibilitar a incorporacdo de novos parametros nas equacoes
cinéticas para representar com maior fidelidade o comportamento da producdo de
CGTase.

Necessita-se determinar os valores de alguns parametros cinéticos como Ksx,
Ksa, Kis e Kia, uma vez que os mesmos sofreram variagdes de valores ao longo das
tentativas de ajuste dos modelos e ao serem estimados, apresentaram valores muito
distintos entre os sistemas de equacdes diferenciais estudados. E possivel também, que a
determinacdo destes parametros e sua inser¢cdo nos modelos cinéticos como constantes,
favoreca a resolucéo das equacdes diferenciais, diminuindo a quantidade de parametros
a serem ajustados e também diminuindo o tempo de resolucdo dos sistemas de

equacoes.
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7. ANEXO I

Neste anexo sdo apresentados os pontos dos dados experimentais medidos e as
curvas com os dados experimentais ajustados para o crescimento celular (X), consumo
de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em fungdo do tempo dos meios de cultura
analisados de Marques (2004) e Calderaro (2007), a linha tracejada representa o
intervalo de tempo em que houve o truncamento dos dados para aplicagdo nos modelos
cinéticos, na tentativa de modelar o processo de producdo de CGTase por Bacillus
firmus CEPA 37.
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Figura 7.1 - Meio M7. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento celular
(X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de
cultivo — 126h. (MARQUES, 2004).
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Figura 7.2 - Meio M8. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento celular
(X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de

cultivo — 126h. (MARQUES, 2004).
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Figura 7.3 - Meio M9. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento celular
(X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo de

cultivo — 126h. (MARQUES, 2004).
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Figura 7.4 - Meio M34. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 84h. (MARQUES, 2004).
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Figura 7.5 - Meio M56. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 84h. (MARQUES, 2004).



130

- 12,0
- 10,0
=
E - 8,0
2 -
—
< - 60 &
—_— w
-
E, - 4,0
x
- 2,0
T T - 0,0
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h)
S ajus X ajus Aajus = = =Trunc

® Xexp W Aexp A Sexp

Figura 7.6 - Meio E3A. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 56h. (CALDERARO, 2007).
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Figura 7.7 - Meio E3B. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 56h. (CALDERARO, 2007).
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Figura 7.8 - Meio E5A. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 56h. (CALDERARO, 2007).
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Figura 7.9 - Meio ES5F. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 56h. (CALDERARO, 2007).
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Figura 7.10 - Meio E6A. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 56h. (CALDERARO, 2007).
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Figura 7.11 - Meio E6F. Dados experimentais medidos e ajustados de crescimento
celular (X), consumo de substrato (S) e atividade enzimatica (A) em funcdo do tempo
de cultivo — 56h. (CALDERARO, 2007).
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8. ANEXO Il

Neste anexo sera apresentado um breve descritivo do algoritmo de resolucao das
equacdes diferenciais, utilizado neste trabalho e implementado no MATLAB®. Foram
utilizados 3 arquivos m-file, um com o nome de “Equacoes_diferenciais”, outro com o

nome “Func_Obj” e outro com o nome “Funcao”.

v" Abrindo o programa MATLAB®, cria-se um arquivo m-file para a representacdo
das equacOes diferenciais a serem resolvidas, neste trabalho foi o arquivo
“Equacoes_diferenciais”.

» Através da funcdo function define-se 0 nome da funcdo que contera as
equacOes diferenciais assim como as varidveis que compordo esta
equacao;

» Escreve-se os parametros das equacOes diferenciais atribuindo-os a
variavel local par();

» Escreve-se as equacdes diferenciais que serdo resolvidas pelo algoritmo e
salva-se 0 arquivo m-file que sera “chamado” no arquivo da funcéo
objetivo.

v" Cria-se um arquivo do Excel na extensdo ‘.xls’ apenas contendo os valores dos
dados experimentais escritos na forma de coluna, por exemplo, os dados de
tempo na coluna ‘A’, os dados de concentracdao celular (X) na coluna ‘B’, os
dados de atividade enzimatica (A) na coluna ‘C’ ¢ os dados de concentragdo de
substrato (S) na coluna ‘D’, salva-Se 0 arquivo com 0 nome que Sera escrito no
m-file principal de resolugdo das EDO’s.

v" Depois cria-se um novo arquivo m-file para definir a funcdo objetivo, que servira
de critério de parada para a estimacdo de parédmetros, neste trabalho foi o
arquivo com o nome de “Func_Ob;j”.

» Dentro de um novo arquivo m-file insere-se nova funcdo através do
comando function, definindo a funcdo objetivo, contendo as variaveis
dependente e independente, assim como as condi¢cdes de contorno a
serem utilizadas na resolucdo das equaces diferenciais;

> Insere-se as varidveis que receberdo o resultado da resolucdo do sistema
de equagdes diferenciais, as varidveis experimentais que serdo lidas em

arquivo do Excel e a variavel indicativa do tempo final da integracéo,
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utiliza-se a funcéo global para que as variaveis estejam disponiveis para
serem lidas e modificadas durante o processo de resolucdo do sistema
de EDO’s.

» Define-se onde o Matlab buscara o valor do tempo final para a
resolucdo do sistema de EDO’s e escreve-se a funcdo na forma de
resolugdo do sistema de equacOes diferenciais escrito no primeiro m-
file, utilizando a funcdo ode45 que implementa um esquema de
resolucdo de sistemas de equacdes diferenciais com valores iniciais
utilizando o método Runge-Kultta.

» Escreve-se os critérios de avaliacdo do erro, apresentados na se¢do
3.2.3, nas equac0es 3.27 a 3.30, representando os valores experimentais
de X, A e S atribuindo a estas variaveis uma referéncia aos dados
experimentais que serdo buscados no arquivo do Excel, por exemplo,
chamando X de exper(:,2), A de exper(:,3) e S de exper(:,4) sendo que
os valores experimentais atribuidos devem estar respectivamente na 22
coluna do arquivo do Excel para X, na 3% coluna do mesmo arquivo
para A e na 42 coluna para S. Define-se também os valores ajustados de
X, A e S a serem inseridos na formula do erro. Neste trabalho, estas
variaveis foram tomadas como a interpolacéo linear pela funcéo interpl
do Matlab dos dados de tempo e dos respectivos valores de X, A e S
apos a resolucdo do sistema de EDO’s.

» Salva-se o m-file com um nome conhecido que sera escrito no arquivo
principal de resolucdo das EDO’s.

v" Abrindo um novo arquivo m-file, implementa-se o algoritmo que resolvera o
sistema de equacgOes diferenciais escrito, utilizando os critérios adotados pela
funcdo objetivo também descrita. Neste trabalho foi utilizado o arquivo com o
nome de “Funcao”.

» Declaram-se as variaveis globais novamente e “chama-se” os dados
experimentais do arquivo do Excel escrito através da funcéo xlsread
(‘nome do arquivo contendo os dados experimentais’), atribuindo-os as
variaveis experimentais escritas, neste caso, exper=xisread(‘nome’).

» Escreve-se 0 set de otimizacdo dos parametros através da funcgdo
optimset, contendo a funcdo TolFun para definir a precisdo desejada da
resolugdo dos parametros, seguida pela funcdo eps que representa a
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precisdo numérica da ordem de 10™°, determinando a tolerancia da
convergéncia dos processos iterativos, em seguida utiliza-se a fungéo
LevenbergMarquardt, seguida do termo “on”, para ativar a resolugdo
por este método, acrescenta-se 0 niumero maximo de funcGes a serem
avaliadas pela funcdo MaxFunEval , neste trabalho, foi utilizado o valor
de 6500, e 0 nimero maximo de iteracbes a ser realizado Maxlter,
sendo utilizado o valor de 3000.

Deve-se declarar as variaveis presentes nas equacOes diferenciais
descritas no respectivo m-file junto com seus valores iniciais.

Define-se as condigOes iniciais do problema, neste trabalho foram as
condigOes iniciais X0, A0 e SO, deve-se atribuir o valor para as
condigoes iniciais, “chamando-as” do arquivo do Excel.

Depois realiza-se a minimizacao da funcdo objetivo, através da funcao
fminsearch, que implementa o algoritmo de busca simplex, de Nelder-
Mead, através da alteracdo dos componentes de “x” para atingir o
minimo da funcdo. Neste momento, dentro da funcdo fminsearch,
“busca-se” o arquivo m-file que contém a funcédo objetivo, junto com os
parametros presentes nas equacdes diferenciais, os dados experimentais
e as condicdes de contorno do problema.

Escreve-se entdo as funcBes para plotar os graficos dos valores
experimentais e das curvas obtidas pelos modelos, utilizando a funcéo
plot e as funcdo que completam o gréafico como, title, xlabel, ylabel e
legend.

Salva-se 0 arquivo e ele esta apto a ser executado.



