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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a otimizagdo de um meio de cultura para produgdo de
Candida utilis 17-1840, em cultivo descontinuo, contendo glicerol como principal fonte
de carbono. A composi¢io do meio de cultura base foi a seguinte: K;HPO, 0,49 g/L,
KH,PO, 1,74 g/L, NH4Cl 4,00 g/L, acido citrico mono hidratado 0,21 g/L., MgCl, .
6 H,0 2,54 g/L, Na,SO4 1,63 g/L, ZnSO, . 7 H,0O 7,00 mg/L, biotina 4,00 ug/L e glicerol
10,00 g/L. As condigdes experimentais, exceto a composi¢do do meio de fermentagio,
foram as mesmas em todos os ensaios ( pH (4,5), temperatura (30 °C), agitagdo (300
1pm), aeragdo (3,0 L/min), volume de indculo (0,4 L), volume de meio (3,6 L). Para a
otimizag¢do do meio de cultura, visando a maximizagdo da produtividade em células, foi
utilizado um planejamento fatorial saturado e uma metodologia de planejamento
sequencial. Com seis variaveis ( [KH,PO,4], [NH4Cl], [acido citrico mono hidratado},
[MgCl, . 6 H,0], [Na,SO4], [ZnSO4 . 7 H,0] e dois niveis (20 e 100% da concentragio
de sais do meio base), oito condi¢Ges experimentais iniciais foram realizadas. Com o
resultado deste conjunto inicial de dados, foram estimados os pardmetros de um modelo
linear empmco feita a validagdo do mesmo e feita a busca das concentragdes de sais que
maximizaram a produtmdade em células. A produtividade em células do meio otimizado,
cuja composigdo é: K,HPO, 0,49 g/L, KH,PO, 1,74 g/L, NH4CI 3,20 g/L, acido citrico
mono hidratado 0,17 g/L, MgCl, . 6 H;O 2,03 g/L, Na,S0,4 1,63 g/, ZnSO4 . 7 H,O
7,00 mg/L, glicerol 10,00 g/L e biotina 4,00 ug/L, foi 0,87 g/L.h, o fator de conversdo de
substrato em células foi 0,88 g/g, o consumo especnﬁco de glicerol foi 1,12 g/g e a
velocidade especifica maxima de crescimento foi 0,34 h'.
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ABSTRACT

The objective of this work was the optimization of a culture medium for
production of Candida utilis 1Z-1840, in batch culture, containing glycerol as the main
carbon surce. The composition of base culture medium was the following: K;HPO,4 0.49
g/L, KH,PO, 1.74 g/L, NH,Cl 4.00 g/L, mono hidrated citric acid 0.21 g/L, MgCl, .
6 H,0 2.54 g/, Na,SO4 1.63 g/L, ZnSO4 . 7 H,O 7.00 mg/L, biotin 4.00 pg/L e glycerol
10.00 g/L. The experimental conditions , except the composition of fermentation medium,
were the same ( pH (4.5), temperature (30 °C), stirrer speed (300 rpm), aeration (3.0
L/min), inoculum volume (0.4 L), medium volume (3.6 L)). For optimization of the
culture medium, seeing a maximization of cells productivities, a factorial design and a
sequencial design technique was used. With six variables ( [KH,PO4], [NH4CI], [mono .
hidrated citric acid], [MgCl, . 6 H,0], [Na,SO,}, [ZnSO4 . 7 H,0] ) and two levels (20
and 100% of salts concentration of base medium), eight first experimental conditions
were perfomed. With the results of this initial data group, the parameters of empiric linear
model were valued, the model validation and the search of optimum salts concentrations
que maximizaram the cells productivities. The cells productivitie of optimization
medium, with the following composition: K,;HPO,4 0.49 g/L, KH,PO, 1.74 g/L, NH,Cl
3.20 g/L,, mono hidrated citric acid 0.17 g/L, MgCl, . 6 H,O 2.03 g/L, Na,SO,4 1.63 g/L,
ZnS04 . 7 H,0 7.00 mg/L, glycerol 10.00 g/L e biotin 4.00 ug/L, was 0.87 g/L.h, the cell
yleld coefficient was 0.88 g/g, the spemﬁc consum of glycerol was 1.12 g/g and the
maximum specific growth rate was 0.34 h™'.



1 - INTRODUCAO

A partir do primeiro choque econdmico do petrdleo ocorrido em 1973, os paises
industrializados € os em via de desenvolvimento sofreram um forte impacto com o
encarecimento desta matéria-prima no mercado mundial, gerando assim os mais diversos
e graves problemas para as na¢des importadoras. Em meados de 1980, teve lugar um
segundo golpe que aumentou novamente os pregos deste produto.

Tais acontecimentos incentivaram a criagdo de programas de substitui¢do e
economia dos derivados energéticos de origem fossil por fontes renovaveis. Os governos
dos paises dependentes do petréleo desde entdo, tém realizado esfor¢os no sentido de
buscar alternativas energéticas a esta evasdo de divisas, ou seja, a importagdo de petroleo.

A titulo de exemplo, pode-se citar o caso do PRO-ALCOOL no Brasil. Em
determinados momentos mais de 90% da frota de veiculos de passeio utilizavam alcool
etilico como combustivel (F LORETIN , 1995).

Por outro lado, o setor industrial vem  experimentando uma série de
procedimentos para diminuir 0 consumo de dleo combustivel. Além da adogdo de
medidas de conservagdo de energia, o uso de fontes alternativas, tais como bagago de
cana, carvido ou biogas, t€ém sido aplicados.

Da mesma forma estdo bem adiantados alguns estudos no sentido de ut_ilizar 6leos
vegetais modificados (transesterificados) como alternativa ao consumo do diesel, grande

responsavel pela importagdo do petrdleo.



Além do alto poder calorifico, os 6leos vegetais detém qualidades comumente ndo
encontradas em outras formas alternativas de combustiveis como a auséncia de enxofre
na mistura de glicerideos cuja produgéo industnal, por conseguinte; ndo gera substincias
danosas a0 meio ambiente.

Embora os custos de producio e de transformacfio, calculados com base em
culturas oleaginosas tradicionais de ciclo anual, sejam atualmente desfavoraveis em
relagdo aos derivados de petroleo, ndo ha davida de que os dleos vegetais extraidos de
culturas perenes, pouco ou ainda ndo exploradas no Pais, poderdo representar uma
possibilidade interessante na substituicdo parcial ou total das fragSes mais leves do
petréleo, principalmente o 6leo diesel.

Através do processo de transesterificagio, que consiste basicamente em introduzir
a carga do dleo vegetal num reator de ago carbono dotado de agitador e com sistema de
aquecimento indireto, a banho de 6leo ou vapor, onde os glicerideos sdo submetidos ao
ataque por etanol ou metanol, em excesso, na presenga de catalisadores acidos ou
basicos, surge como principal residuo o glicerol.

Ao se considerar o consumo do oOleo diesel do Brasil que em 1990 foi de 21
milhdes de toneladéls, a substituigio gradativa deste combustivel pelo dleo vegetal
modificado, acarretaria um excedente bem superior ao que poderia ser absorvido pelas
industrias farmacéuticas, bélicas ou de alimentos.

Nido se dispde, no momento, de informagdes sobre as intengdes do Governo
Federal em fomentar a implantagdo de um programa dessa natureza, embora, sob o ponto

de vista tecnologico, a proposta seja factivel.



BORZANI (1987), em séu “Estudo prospectivo de utilizagdo de glicerina como
matéria-prima de processos biotecnolégicos”, realizado para a EMPRABA, informa que,
através de um levantamento bibliografico, identificou cerca de trinta materiais que podem
ser obtidos por processos biotecnologicos a partir de glicerol como fonte de carbono e
energia. Ao ﬁnal,\ conclui que dentre as varias aplicagdes possiveis “... a que nos parece
mais indicada, levando-se em conta as quantidades relativamente grandes que se imagina
que serdo obtidas, ¢ a producdo industrial de Candida utilis para ser utilizada como
suplemento protéico-vitaminico de ragdes (a partir de 1 tonelada de glicerol € possivel
obter 500 kg de levedura seca, com teor protéico que pode alcangar 50%). Outros
microrganismos, além da Candida utilis, poderiam ser considerados, mas esta apresenta
duas vantagens, a saber: 1) é uma levedura e, por esse motivo, sua produgdo industrial ¢
relativamente simples; 2) é um microrganismo bem conhecido como suplemento de
ragles e também na alimentagdo do homem”.

Além do uso da levedura propriamente dita, também é bem conhecida a utilizagdo,
pela industria de alimentos, de hidrolisados de Candida utilis, dentre os de outras
leveduras, como agente realgador de sabor em produtos tais como: sopas, molhos,
misturas para tempero, produtos de carne, pratos prontos congelados, produtos dietéticos,
aperitivos variados, alimentos para animais de estimagio, sobremesas e condimentos
como, por exemplo, mostardas e vinagres.

Diante disto, o objetivo principal deste trabalho é apresentar uma contribuigdo
pratica aos conhecimentos concernentes a produgdo de Proteinas de Organismos

Unicelulares a partir do glicerol, visto que existem pouquissimos trabalhos sobre o



assunto em questdio. Para isto, ird se otimizar o meio de cultura proposto por TRIBOLI et
al. (1992) visando maximizar a produtividade em células.

No Capitulo 2 deste trabalho foi realizada a revisdo bibliografica apresentando-se
algumas caracteristicas do microrganismo utilizado (Candida utilis), bem como as
principais vias metabolicas utilizadas por esta Ie\}edma. A seguir, nogles sobre o valor
nutritivo, toxidez e palatabilidade das proteinas de leveduras sio apresentados. Sdo
citados, também, os requerimentos nutricionais para o crescimento desta levedura.

No Capitulo 3 foram descritos o planejamento experimental, o equipamento, o
microrganismo € os meios de cultura utilizados para a realizagdo das fermentagdes. Sdo
relatados, também, os métodos analiticos usados na determinagdo da concentragdo de
biomassa e de glicerol. Para finalizar o capitulo, os critérios de final dev fermentagdo sdo
€XpOstos.

Os resultados obtidos e a discussdo dos mesmos sdo apresentados no Capitulo 4.
No Capitulo 5, as conclusdes finais do trabalho e as sugestdes para futuros trabalhos sio

finalmente relatadas.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - BREVE HISTORICO SOBRE PRODUCAO DE BIOMASSA

MICROBIANA

Microrganismos tem sido usados pelo homem desde os tempos pré-historicos. A
primeira utilizagdo foi acidental ¢ entdio, depois de muitas tentativas e erros,
microrganismos foram usados empiricamente na manufatura de bebidas, alimentos,
tecidos e antibioticos. Em 1830, CAGNIARD DE LATOUR, KUTZING e SCHWANN
descobriram que o crescimento de leveduras e outros protistas causavam 0 processo
fermentativo envolvido na fabrjcag:ﬁo- de produtos, tal como vinho (BOZE, MOULIN,
GALZY; 1995). |

Em 1850, PASTEUR descreveu a um nivel fisioldgico bactérias e leveduras,
introduzindo métodos assépticos e nogdes de meio minimo, ¢ definiu requerimentos de
nutrientes € oxigénio (BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).

MONOD em 1949, modelbu o crescimento bacteriano, introduzindo idéias de
rendimento, velocidade especifica de crescimento e concentragdo de substratos limitantes.
O descobrimento dos microrganismos ¢ a compreensdo dos mecanismos de crescimento

tornaram possivel o desenvolvimento de métodos de cultura. Aproximagdo tedrica para



cultura continua foi feita por MONOD, NOVIK e SZILARD, em 1950 (BOZE,
MOULIN, GALZY; 1995).

Culturas de microrganismos, por seu valor nutricional, comegaram a ser usadas no
ﬁ;lal da Primeira Guerra Mundial. Os alemies desenvolveram culturas de leveduras para
o uso em dietas animais ¢ humanas. _ Apos a Segunda Guerra Mundial, produgio de
levedura alimenticia usando as pentoses do licor sulfitico foram desenvolvidas nos
Estados Unidos (BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).

O interesse na produgdo de biomassa microbiana como alimento foi intensificado

apos 1950 e alcangou o auge em 1977 (BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).

2.2 - MICRORGANISMO

Segundo GHOUL (1985), Candida utilis ¢ o nome comum da levedura que foi

mencionado pela primeira vez por HAYDUCK & HAEHN em 1922, como uma levedura
mineral. Segundo GHOUL (1985) esta levedura era chamada anteriormente de

Torulopsis utilis até que LODDER & KREGER-VAN RIJ em 1952, confirmando

pesquisas anteriores verificaram a formagdo do pseudomicélio. Em vista disso, Torulopsis
utilis passou a pertencer ao género Candida. Esta levedura, também conhecida como
torula, frequentemente cresce como levedura primaria e a sua produgio esta mais voltada

para produgdo de células do que para a produgdo de outros produtos de fermentagdo.

Candida utilis ¢ geralmente utilizada na produgio de biomassa porque apresenta bom



crescimento em substratos como efluentes agro-industriais (melago de cana, mandioca,
etc.), hidrocarbonetos, etanol, residuos de licor sulfitico e outros.

As leveduras sdo fungos geralmente unicelulares. Seu tamanho varia bastante, de
1-5 um de didmetro e de 5-30 pum de comprimento. Sua forma também ¢ muito variavel,
desde elementos esféricos até células elipticas bastante alongadas, quase filamentosas.
Suas células apresentam as caracteristicas dos seres eucaridticos. Tém membrana
citoplasmatica lipoprotéica, cuja principal fungdo é regular as trocas com o meio
ambiente. Possuem, também, uma parede celular rigida, constituida principalmente de
dois polissacarideos: manana ¢ glucana; além diséo, contém proteinas e lipideos. No
citoplasma, encontram-se, além dos componentes usuais em solugdo, um ou mais
vacuolos, delimitados por uma membrana; nﬁtocéndﬁa; reticulo citoplasmico; ribossomas
e, frequentemente, granulos de material de reserva - carboidratos, gorduras ou proteinas.
O nucleo, tipicamente eucaridtico, é envolvido por uma membrana nuclear (LIMA,
AQUARONE, BORZANI, 1975).

Existe uma grande variedade de trabalhos em que a levedura Candida utilis é
utilizada. Entretanto, usando glicerol como fonte de carbono poucos foram publicados.
Entre eles podemos citar:

* TRIBOLI et al. (1992) estudaram a influéncia da temperatura no cultivo de Candida
utilis 17-1840 em um meio sintético contendo glicerol como principal fonte de carbono.
Neste estudo, estes autores concluiram que a temperatura 6tima para o crescimento desta

levedura em meio sintético utilizando glicerol como principal fonte de carbono é 30 °C .



* Outro estudo realizado com este microrganismo crescendo sob glicerol, foi apresentado
por FLORENTIN em 1995. Neste trabalho foi estudado a influéncia da concentragio

salina sobre o crescimento celular e a produgéo de acetato de etila (FLORENTIN; 1995).

2.3 - PRINCIPAIS VIAS METABOLICAS

Glicer(;l pode também ser utilizado como fonte de carbono, sob condi¢des
aerdbias, por muitas espécies de leveduras. A via catabolica envolve difusio passiva
através da membrana plasmatica, fosforilagdo pela glicerol quinase e oxida¢do na
mitocondria pela glicerol fosfato-ubiquinona oxidorredutase (GANCEDO et al., 1968;
SPRAGUE € CRONAN, 1977). A permeabilidade do glicerol ¢ muito maior em Candida

utilis do que em Saccharomyces cerevisiae. A segunda enzima envolvida no metabolismo

¢ incorretamente chamada por alguns autores, de glicerol-fosfato oxidase ou glicerol-
fosfato dehidrogenase, seu nome correto é glicerol fosfato-ubiquinona oxidorredutase
(HARRISON, ROSE; 1989).

Ambeas glicerol quinase e glicerol fosfato-ubiquinona oxidorredutase sdo induzidas

pelo glicerol em Candida spp. mas, em Saccharomyces cerevisiae, o controle principal

parece ser a repressdo pela glicose ja que as enzimas estdo presentes apds crescimento

sobre lactato ou etanol (HARRISON, ROSE; 1989).



Na figura 2.1 estdo apresentadas as principais vias do metabolismo intermediério

de leveduras.

: ATP 6-P-Glucono- pg
G: } 2H jactone —— G-P-Gluconato
ATP2 mm p(;l_[ Co,

Fumarato

b TMA1“°

ses mp
Succinil-CoA

KGD

FIGURA 2.1- Principais vias do metabolismo intermediirio de leveduras.
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2.4 - VALOR NUTRITIVO DE PROTEINAS DE LEVEDURAS

Apesar do grande interesse que despertam os microrganismos como fonte de
alimento protéico, as informagdes disponiveis para avaliagdo de seu valor nutritivo sido
incompletas, pois sdo geralmente deduzidas de determinagGes quimicas de sua
composi¢do. Além do mais, outros conhecimentos necessarios para uma avaliagio mais
racional das qualidades alimentares desses produtos, tais como os que se referem a sua
pafat‘a’bilidade e eventual toxidez, sdo extremamente escassos (LIMA, AQUARONE,
BORZANI; 1975).

O valor alimentar dos microrganismos esta diretamente relacionado com a
composigio de seus aminoacidos e com o contetido de 4cido nucleico. Na tabela 2.1
podemos comparar o conteudo de proteina de diferentes microrganismos cultivados sob
diferentes substratos, com o contetido de proteina de ovos e soja (BOZE, MOULIN,
GALZY; 1995).

Proteinas de organismos unicelulares sdo deficientes em metionina. Mais
importante é a evidéncia de que os aminoacidos de organismos unicelulares
complementam a defici€ncia em lisina e treonina em grios de cereais (BOZE, MOULIN,

GALZY; 1995).
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TABELA 2.1 - Conteiido de aminoidcidos essenciais de microrgani‘smos' de

interesse para pro'du(;ﬁo de biomassa microbiana (g/ 16g N)
(LICHTFIELD, 1983; BOZE et al., 1992)

*Onde Cys = cisteina; Ile = isoleucina, Leu = leucina, Lys = lisina, Met= metionina, Phe

= fenilalanina, Thr = triptofano, Try = treonina, Val = valina.

Dietas para crescimento rapido de animais que utilizam biomassa microbiana
como principal fonte de proteina, po&em ser melhoradas tanto pela adigdo dé metionina,
como pela incorporagio de alguma proteina animal. Para humanos e animais adultos,
entretanto, os aminoacidos sio similares aqueles da soja e proteina» animal, logo
suplementagdo de aminoacidos ndo ¢ requerida. Quando humanos sdo alimentados a
‘mais ou a menos de sua necessidade, suplementagio de metionina ndo significa melhora

na retencdo de proteina (BRESSANI, ELIAS; 1960).
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Como para todos os alimentos, tratamento com calor excessivo ou outro
processamento inadequado pode reduzir a qualidade da proteina ( BOZE, MOULIN,
GALZY; 1995).

Enquanto proteinas unicelulares forem usadas somente para alimentagéo animal ou
enquanto forem constituintes menores em dietas humanas, seu conteido de acido
nucleico ¢ sem significdncia clinica. Mas, este torna-se fator limitante quando proteinas
de organismos unicelulares sdo propostas como fonte de proteina nas dietas. Em homens
o risco comega com a puberdade € em mulheres apdés a menopausa (SCRIMSHAW,
MURRAY; 1995).

Acido nucleico em elevadas concentragdes pode elevar o nivel de uréia e de acido
urico no sangue, com consequente precipitagdo de ureatos nos tecidos e juntas, levando
ao aparecimento de problemas de articulagio e formacgdo de calculos renais (LIMA,
AQUARONE, BORZANT; 1975). |

Para transpor esta limitagéio, proteinas unicelulares usadas como principal fonte de
proteina em dietas humanas, devem ter seu conteudo de acido nucleico reduzidos. Os
métodos mais empregados para reducdo de acidos nucleicos sdo choque térmico, para
liberar a ribonuclease das células, e hidrdlise alcalina ou 4cida. Isto ndie é necessario
quando proteinas unicelulares sdo usadas como fonte de proteina em alimentagdo animal,
pois somente humanos tem caréncia da enzima que quebra o acido Girico em compostos

soluveis (SCRIMSHAW, MURRAY; 1995).
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2.5 - TOXIDEZ E PALATABILIDADE

No que se refere aos problemas de toxidez que podem surgir com a utilizagdo de
microrganismos como alimentos, dois tipos devem ser considerados: os que resultam em
sintomas agudos € os associados com reagdes cronicas. No primeiro caso, assumem
importincia os problemas gastrointestinais que, se estiverem apenas condicionados a
digestibilidade do produto, podem ser removidos sem grande dificuldade através de
processamento adequado. No segundo caso, os problemas que podem surgir pela
presenca de fatores antinutricionais e fatores alergénicos, os quais sio de ocorréncia
comum em proteinas vegetais, podem constituir-se em um obsticulo a utilizagdo de
proteinas microbianas (LIMA, AQUARONE, BORZANI; 1975).

Estudos mostram. que uma pequena variagdo no processamento pode causar
diferenca significativa no que se refere a seguranga e aceitabilidade da proteina para
consumo humano. Novos pfodutos, com proteina microbiana, devem ser testédos quanto
a alergenicidade, antes de serem usados para consumo humano (SCRIMSHAW,
MURRAY; 1995).

Os ensaios concernentes a palatabilidade do material microbiano, a ser utilizado
como alimento protéico, devem ser amplamente desenvolvidos, pois ndo sdo apenas as
qualidades nutricionais que irdo permitir sua aceita¢do, mas também suas caracteristicas
organolépticas € de textura. Por outro lado, a troca dos alimentos usuais por esses novos
produtos, ainda que palataveis, ndo se constitui em tarefa de menor extensio (LIMA,

AQUARONE, BORZANT; 1975).
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2.6 - REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS

O crescimento de microrganismos esta relacionado com a presenca de substéncias
requeridas para a sintese de material celular e produgio de energia nos processos de
biossintese ( BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).

A formulagdo do meio de cultura para produgio de biomassa ou metabdlitos, é um
estagio essencial no projeto de experimentos de laboratério, no desenvolvimento de
escalas piloto e nos processos da indistria. Os constituintes do meio devem satisfazer 0
requerimento elementar para a produgdio de biomassa microbiana e metabélitos, e devem
ser um suplemento adequado para suprir energia na biossintese e manutengio celular. O
‘primeiro passo a considerar, € uma equagfdo baseada na esfequiomem'a para o crescimento
e formagdo de produto. Para uma fermentagio aerdbia temos a seguinte equagio:

(STANBURRY, WHITAKER, HALL; 1995)

Dois aspectos da composi¢cdo do meio devem ser examinados:

- 0 aspecto qualitativo, para identificar as substincias requeridas para o crescimento;
- 0 aspecto quantitativo, para estabelecer as concentragdes que sdo suficientes, mas nio

inibitérias, para o crescimento ou tipo de metabdlito ( BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).
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Os requerimentos nutricionais de varios microrganismos podem diferir bastante,
mas todos eles requerem fonte de carbono, fonte de nitrogénio, minerais, fatores de

crescimento e oxigénio (PRESCOTT, DUNN’S; 1983).

2.6.1 - Fonte de carbono

Compostos de carbono reduzidos sdo utilizados como fonte de carbono para
formagdo de massa celular e formagdo de produto, atuando também como fonte de
energia. Embora glicose seja frequentemente adicionada como fonte de carbono, existem
outros compostos organicos (glicerol, lactose, etc.) que podem ser empregados. O nivel
da fonte de carbono no meio é muito importante (GREASHAM; 1995).

Biomassa tipicamente ¢ constituida de 50% de carbono em base seca. Por isso,
carboidratos frequentemente estio presentes no meio de cultura em concentragdes
maiores que os outros nutrientes (VOGEL; 1983).

A tabela 2.2 apresenta a composic¢do elementar de Candida e Saccharomyces.
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TABELA 2.2 - "Compo's‘i‘g:ﬁo ~elementar de leveduras secas (mg/g)
(FIECHTER, 1984; PIRT, 1975).

PTG A S ST A
RY

BN

2.6.2 - Fonte de nitrogénio

Nitrogénio forma de 10 a 12% do peso da célula seca. Pode ser usado nas formas
orgdnica (uréia, peptideos, aminoacidos, purina) ¢ inorginica (amonia, sais de amonia,

nitrato) (BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).
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A habilidade das leveduras para assimilar varios compostos como fonte de
nitrogénio varia muito. Entre as fontes iﬁorgﬁnicas de nitrogénio, sulfato de amoénio é
utilizado realmente por todas leveduras. A maioria dos sais de amdnio podem suprir o
nitrogénio para o crescimento das leveduras, embora alguns sais sejam mais adequados

que outros. A habilidade de usar nitrato ¢ mais restrita € ¢, de fato, um critério usado

para classificagio de leveduras. Candida utilis ¢ um exemplo de levedura que utiliza
nitrato. Nitrito € utilizado por todas as leveduras que podem utilizar nitrato, embora a
toxicidade do ion nitrito varie entre as leveduras e, precaugdo deve ser tomada para
assegurar que uma concentragdo alta ndo seja usada (PRESCOTT, DUNN’S; 1983).
Algumas leveduras durante a fermentagdo e crescimento excretam compostos
nitrogenados para o meio. Muitas vezes estes compostos contendo nitrogénio, sdo
reabsorvidos pelas células. Compostos excretados, incluindo aminoécidos,
oligopeptideos e nucleotideos, podem ser encontrados agrupados intracelularmente nos

compostos nitrogenados (PRESCOTT, DUNN’S; 1983).

2.6.3 - Minerais

Todos microrganismos requerem certos elementos minerais para o crescimento e
metabolismo (HUGHES, POLLE; 1991). Em muitos meios, magnésio, fésforo, potassio,
enxofre, calcio e cloro sio componentes essenciais e por causa da concentragdo

requerida, precisam ser adicionados como componentes distintos. QOutros, tais como
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cobalto, cobre, ferro, manganés e zinco também sdo essenciais, mas sdo adicionados em
menores quantidades. Em meios sintéticos, os elementos tragos devem ser adicionados

deliberadamente (STANBURY, WHITAKER, HALL; 1995).

Magnésio: é um ativador de numerosas enzimas na glicolise. Intensifica a sintese

de 4cidos graxos e regula o ion, a nivel intracelular (BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).

Fosforo: forma aproximadamente 1,5% do peso seco da célula. Normalmente é
provido na forma de acido fosforico ou sais de fosfato. E incorporado nos acidos
nucleicos, fosfolipideos e polimeros formando a parede celular. E também importante no

metabolismo energético (LAMBRECHTS et al.; 1992).

Potdssio: é ativador de enzimas e regulador da pressdo osmdtica. Representa um
papel importante na regulagdo do transporte de cations divalentes. A presenca de
potassio € indispensavel para a penetragdo de H,PO,. fons potassio servem também

como coenzimas { BOZE, MOULIN, GALZY; 1995).

Enxofre: é necessario por fazer parte de aminoacidos como cistina ¢ cisteina, e
para a sintese de vitaminas como biotina e tiamina (LIMA, AQUARONE, BORZANI,
1975).

A necessidade de enxofire é satisfeita pelos sulfatos inorganicos e em alguns casos

por outros compostos contendo enxofre (PRESCOTT, DUNN’S; 1983).
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Cdlcio: é estabilizador de certas enzimas extracelulares ¢ fator importante na
esporulagdo (LIMA, AQUARONE, BORZANI, 1975).

Sais de »cé]cid tém uma fungdo importante no meio de fermentagdio, que €
precipitar os fosfatos inorgdnicos em excesso (STANBURY, WHITAKER, HALL;

1995).

Ferro: é necessario para a sintese de citocromos e de certos pigmentos (JONES,

GREENFIELD; 1984).

A concentragdo de fosfato no meio é frequentemente maior que oS outros
componentes minerais. Parte deste fosfato ¢ usado como tampdo para minimizar as
mudangas de pH, quando controle externo de pH nfo esta sendo usado (STANBURY,

‘WHITAKER, HALL; 1995).

2.6.4 - Fatores de Crescimento

Sdo principalmente vitaminas ¢ compostos orginicos, que ndo podem ser
sintetizados pelas células ou que limitam a cinética de crescimento ( BOZE, MOULIN,
GALZY; 1995).

O requerimento das leveduras para fontes exogenas de vitaminas varia bastante.

Algumas leveduras podem sintetizar todas suas vitaminas requeridas, enquanto outras tem
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multiplos requerimentos. O requerimento para uma vitamina particular no meio pode ser
qualificado como um requerimento absoluto, isto é, se a vitamina ndo for regularmente
suprida no tempo ou condjg:ﬁo_ de crescimento, ‘as leveduras podem ndo crescer, ou .como
um requerimento relativo, significando que a levedura pode crescer pela sintese da
vitamina a uma taxa muito reduzida, entretanto se a vitamina for suplementada ao meio as
leveduras podem crescer muito mais vigorosamente (PRESCOTT, DUNN’S; 1983).
Biotina é a vitamina mais comumente requerida para ser suplementada ao meio,
entretanto riboflavina e 4cido folico sdo aparentemente sintetizados em quantidade

suficiente por todas leveduras (PRESCOTT, DUNN’S; 1983).

2.6.5 - Oxigénio

As vezes é esquecido que oxigénio, embora ndo seja adicionado ao meio inicial, é
contudo um componente muito importante em muitos processos, ¢ sua disponibilidade
pode ser extremamente i’mportan_te no controle da taxa de crescimento e na produgéo de
metabdlitos (STANBURY, WHITAKER, HALL; 1995).

A composigdo do meio de cultura pode influenciar a disponibilidade de oxigénio
de varias maneiras:

- Metabolismo rapido: quando certos substratos sio usados em concentragdes

altas, o crescimento dos microrganismos pode tornar-se limitante de oxigénio.
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- Reologia: os componentes individuais do meio podem influenciar a viscosidade
do meio firial e seu subsequente comportamento com relagdo a aeragdo e agitagdo.

- Anti-espumante: na maioria dos processos microbianos, espuma ¢ um problema.
Ela pode ser formada devido a algum componente do meio ou por algum fator produzido
pelos microrganismos. O caso mais comum de espuma ¢ devido as proteinas do meio
(SCHUGERL; 1985).

Se a espuma ndo for controlada, numerosas mudangas podem ocorrer € problemas
fisicos e biologicos podem aparecer. Estes incluem redugdo do volume de trabalho do
fermentador devido a exaustio de oxigénio no sistema, mudanga no tamanho das bolhas,
menor transferéncia de massa e calof. Os problemas bioldgicos incluem depdsito de
células nas paredes do fermentador e problemas de operagdo estéril que podem induzir
contaminagdo microbiana (STANBURY, WHITAKER, HALL; 1995).

Anti-espumantes reduzem a tensdo superficial e desestabilizam os filmes de
proteina por pontes hidrofobicas entre duas superficies, e pelo deslocamento da proteina

absorvida (STANBURY, WHITAKER, HALL; 1995).

2.7 - CRESCIMENTO MICROBIANO

Considera-se como crescimento, em sistemas bioldgicos, o aumento de massa
resultante de um acréscimo ordenado de todos os componentes do protoplasma. Assim,

aumentos de tamanho decorrentes de fendmenos como absor¢do de dgua ou acumulo de
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material de reserva ndo podem ser considerados como crescimento. Em microbiologia,
embora seja possivel estudar o crescimento individual, geralmente o que se mede € o
crescimento de uma populagio, exprimindo-0 quer em termos de massa total, quer em

fungdo do namero de individuos (LIMA, AQUARONE, BORZANI; 1975).

2.8 - CULTURA BATELADA

Cultura batelada é o método mais comum de produgdo de microrganismo
industrial. O desenvolvimento de processos continuos e batelada alimentada sempre
comegam com cultura batelada. Seja qual for o método subsequente, numerosos
parametros sdo primeiro determinados neste tipo de cultura ( BOZE, MOULIN, GALZY;
1995).

Cultura batelada é um sistema de cultura fechada que contém no inicio, quantidade |
limitada de nutrientes. A cultura inoculada passa por algumas fases: fase lag, fase
exponencial ou log, fase de desaceleragdo, fase estaciondria e fase de declinio. Apos a
inoculagdo existe um periodo durante o qual néio ha crescimento. Este periodo € a fase
lag, podendo ser considerado como um periodo de adaptagdo. Em processos comerciais a
duragio da fase lag deve ser reduzida o quanto possivel e isto pode ser conseguido
usando-se um indéculo apropriado. O periodo segliinte durante o qual a taxa de
crescimento das células aumenta gradualmente e as células crescem a uma taxa constante

e maxima, ¢é a fase exponencial ou log (STANBURY, WHITAKER, HALL; 1995).
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A fase exponencial, para processo batelada a volume constante, pode ser descrita

pelas seguintes equacdes:

X=X, e*' 2.1)

onde X é a concentragdo de biomassa microbiana, g/L,

t € o tempo, em horas,

u é a velocidade especifica de crescimento, 1/ h.

A integragio da equagfo (2.1) leva a:

dX/dt= pX 2.2)

onde X, é a concentragdo de biomassa inicial, g/L,

X, é a concentracdo de biomassa ap6s um intervalo de tempo

t, em horas.

Aplicando logaritmo natural, a equagdo (2.2) torna-se:

InX,=1nX, + pt 2.3)
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Entdo, o grafico do logaritmo natural da concentragdo da biomassa pelo tempo
deve dar uma reta, e a inclinagio da mesma ¢ o valor de pns Durante a fase
exponencial, nutrientes estio em excesso € o organismo cresce a uma velocidade
especifica de crescimento maxima, pmsx (STANBURY, WHITAKER, HALL; 1995).

Na maioria dos casos, a produgdo de biomassa cessa quando a concentragdo de
substrato limitante é consumnida. MONOD (1942) mostrou que a velocidade especifica

de crescimento, é dada pela seguinte equagdo em estado estacionario:

o u’"éx(KsS% s)" @4)

onde S representa a concentragdo da substincia limitante (g/L)

Ks é a constante de saturagdo (g/L).

O fator de conversio (Yys) ¢ a medida da eficiéncia da conversdo de algum
substrato em biomassa e pode ser usado para predizer a concentragio de substrato
requerida para produzir uma certa concentragio de biomassa. Contudo, ¢ importante
apreciar que Yy, ndo é uma constante, ele pode variar de acordo com a velocidade de
crescimento, pH, temperatura, substrato limitante e concentragdo dos substratos em

excesso (STANBURY, WHITAKER, HALL; 1995).
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3 - MATERIAL E METODOS

Neste capitulo apresenta-se a descrigio do planejamento experimental, a descrigdo
do equipamento e a composigdo dos meios de cultura utilizados para a realizagdo das
fermentagSes. Sdo citados, também, os métodos analiticos adotados para a determinacio

das concentragdes de glicerol e biomassa.

3.1 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O estagio inicial para a otimizagdo do meio de cultura foi a defini¢do das variaveis
a serem estudadas, .é os valores de concentragio (niveis) que seriam empregados.

O meio considerado como meio base, 0 mesmo usado por TRIBOLI et al. (1992),
tem em sua composi¢do sete sais, uma vitamina e glicerol como fonte de carbono e
energia. Portanto, para a otimizagio deste meio teriamos oito variaveis (7 sais +
vitamina). Para viabilizar os custos ¢ o niimero de experimentos, um balango de
componentes foi feito com o objetivo de verificar se alguma destas variaveis estavam
quantidades maiores do que aquelas necessarias para o crescimento de uma célula de
Candida utilis. Os elementos fornecidos pelo K,HPO, e pela vitamina biotina (C, H, O,

N eS) encontram-se também nos outros componentes do meio de cultura. Diante disto
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K,HPO,, biotina e glicerol (fonte de carbono) foram mantidos constantes durante todo o
trabalho, e os outros seis sais (KH,PO,4, NH,C, 4cido citrico mono hidratado, MgCl, . 6
H,0, Na;SOs, ZnSO; . 7 H,0) foram as varidveis escolhidas para se realizar o
planejamento experimental com o intuito de se obter um meio que forneca a maior
produtividade, chamado aqui como meio 6timo.

As concentragdes que vdo ser estudadas foram baseadas no trabalho de
FLORENTIN (1995), que usou 20, 40, 60, 80 e 100% da concentra¢gdo do meio de
cultura proposto por TRIBOLI et al. (1992). Neste trabalho foi usado 20 e 100% da
concentragdo do meio base (meio proposto por TRIBOLI et al.) que correspondem ao
nivel minimo e maximo, respectivamente.

Uma vez definidas as variaveis e os niveis, o proximo passo foi escolher um
esquema para planejar os experimentos a serem realizados. Planejar experimentos ¢
definir uma sequéncia de coleta de dados experimentais para atingir determinados
objetivos. As técnicas de planejamento de experimentos podem ser divididas em trés
gréndes grupos: - para desenvolver e discriminar modelos; - para estimagdo 6tima de
pardmetros dos modelos; - ¢ para encontrar o grau de dependéncia entre as variaveis €
respostas. Os dois primeiros grupos exigem modelos do processo ja estabelecidos
(tedricos ou semi-empiricos). O terceiro grupo, que foi utilizado, permite estimar o efeito
das variaveis sobre a resposta, utilizando-se pard isto um modelo empirico. Dentro deste
grupo existem varias metodologias que podem ser empregadas, como por exemplo o
planejamento fatorial, completo ou fracionado, entre outros.

O projeto fatorial de experimentos consiste em selecionar um nimero fixo de

niveis (valores) para cada uma das varidveis a serem investigadas (fatores), realizando-se



27

experimentos em todas as combinagdes possiveis destes niveis e fatores. Desta maneira,
um projeto fatorial 2* possui dois niveis e trés fatores necessitando oito condigdes
experimentais. Dos dados encontrados por este método, pode-se avaliar o efeito de cada
variavel na resposta e a possivel interagdo entre elas. Este efeito pode ser entendido
como a mudanga que ocorre na resposta quando se move do nivel minimo para o nivel
maximo da variavel.

O namero de condicdes experimentais obtidas a partir de um projeto fatorial
aumenta exponencialmente com o aumenfo do numero de variaveis e niveis empregados.
Por exemplo, com seis variaveis e dois niveis tem-se 64 condigdes experimentais.

No caso do namero de variaveis e/ou de niveis a serem estudados ser grande,
pode-se usar um projeto fatorial saturado. Neste projeto, néo se féz necessario realizar
todos os experimentos do planejamento completo, podendo-se efetuar apenas uma fragéo
do teste, o que diminui o nimero de condigdes experimentais.

Neste trabalho optou-se por este tiltimo tipo de projeto, pois se fosse adotado um
planejamento fatorial completo teriamos 64 condigdes experimentais. Executando um
planejamento fatorial saturado, plano de Plackett-Burman, com seis variaveis e dois
niveis tem-se oito condi¢cbes experimentais que sdo apresentadas na tabela 3.1 (PINTO,

1993).
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TABELA 3.1- Descriciio do planejamento fatorial saturado usado

E importante ressaltar aqui, que nimero de expen'mentosc numero de condigdes
éx;;efihmnt‘a'is sdo conceitos :di}ferentes, ja que um certo numero de ré'pl"icas deve sér
sbma'd‘o ao ﬁﬁm_ero d‘e‘-condigc”)lesaexpeﬁmentais_ par# fornecer o'niimero ‘d’e experimentos.

As réplicas de ‘experimentos éﬁo de fundamental importancia, € servem para
determinar o erro eiperim6nt‘al na ‘revspost'a em estudo e/ou a ‘reproduﬁbilid‘ade ‘d‘o
cqu‘ipz@‘en‘fo. Existem 'Qétias '-‘manei'ra’s de se fepliCar‘um e@erhheﬁto-, sendo que a
escolha de uma abordagem € peculiar a cada experi'méntq |

Neste trabalho optou-se por replicar uma vez todas as condigdes -expeﬁmentajsg: '

- pois desta forma tem-se uma avaliagdo do-erro em cada condigdo.

Assim sendo, neste trabalho temos 8 condigdes exper‘iinenta'i’s ¢3 -dé planejamento
fatorial saturado) € 16 experimentos (8 plaﬁejamento + 8 réplicas).

A partir dos dados obtidos por tal metodologia, avalia-se o efeito de cada variavel

na resposta, sendo que ¢ comum utilizar um modelo empirico para isto. Para o trabalho
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em questdo (plano fatorial saturado com 6 variaveis e 2 niveis) o modelo a ser ajustado ¢

apresentado abaixo:
Y =aix) + aXp ta3x3 + asXs + asXs + agXe + a7

onde Y ¢ a resposta a ser avaliada (produtividade g/L.h);
x;1=1,6 s3o as variaveis a serem estudadas
(concentragdes do sais);
a1=17 sdo0 os efeitos das variaveis sobre a resposta

(parimetros do modelo).
Para possibilitar a comparagdo entre os efeitos das varidveis € necessario que se
normalize as mesmas, sendo que o método aplicado para a normalizagdo € apresentado a

seguir:

(Z1j-[Zmin)*2

= - — (3.1
[Zmax]j —[Zmin];
onde [Z], ¢ a concentragéo do sal;
X; = KH,PO, ¢ a concentragdo de KH,PO, adimensionalizada
X, =NH,Cl ¢ a concentragdo de NH,Cl adimensionalizada

X5 = acido citrico mono hidratado é a concentragdo de acido citrico mono

hidratado adimensionalizada
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X, =MgCl, . 6 H;0 é a concentragdo de MgCl, 6 H,0 adimensionalizada
Xs=Na, SO4¢ a concentra¢do de Na, SO, adimensionalizada

Xe = ZnS0, . 7 H,0 € a concentragdo de ZnSO, . 7 H,O adimensionalizada

onde os subescritos min ¢ max referem-se ao nivel inferior e superior das variaveis,
respectivamente.

A estimagido dos pardmetros do modelo (efeitos) também pode ser realizada de
diversas maneiras. A mais usual é definir uma fun¢dio objetivo e através de métodos
numéricos encontrar o minimo desta fungdo, ou seja, encontrar os pardmetros que
possibilitem o melhor ajuste do modelo em relagdo aos dados experimentais.

Neste trabalho escolheu-se minimizar a fungdo objetivo vinda do método da
Maxima 'Veross’iinilhaﬁc;a sem erro nas varidveis independentes como apresentado

abaixo:

Nexp( exp f:alc)z.

F=Y '

yi |
_ (3.2)
o

1

onde Nexp € o numero de experimentos e 0s superescritos exp e calc sdo as quantidades
experimentais das produtividades e das produtividades calculadas pelo modelo,
respectivamente, oy;> é a varidncia de cada condi¢do experimental e , F ¢ a fungdo
objetivo.

A fungdo objetivo foi minimizada utilizando o programa MAXIMA, desenvolvido

por NORONHA et al. (1994).
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Para a validagdo do modelo foi utilizado o desvio médio absoluto (eqﬁac;ﬁo 33)e
o teste qui-quadrado (x%). O %* do modelo, para este caso, é exatamente o minimo da
funcdo objetivo como deﬁl_lido pela equagdo (3.2). O %> do modelo ¢ entiio comparado
com tabelas especificas e, dentro de uma determinada tolerincia (para este trabalho 95%
de confianga), o teste indica se 0 modelo é adequado ou ndo para reproduzir os resultados

experimentais. Tal teste é largamente aplicado para este fim, e seu detathamento pode ser

encontrado na maioria dos livros de estatistica basica.

calc

00 NPy _ S
100 Yi : Vi (.3)
Nexp 5 l yi© l

DMA =

Bem, o objetivo deste trabalho foi encontrar as concentragdes de sais, entre os
niveis estudados, que maximizem a produtividade. Para isto fez-se uso de uma

metodologia de planejamento sequencial, a qual é esquematizada na figura 3.1.

Planejamento Conjunto inicial de dados " Busca do 6timo
fatorial saturado
Ok
Proximo experimento
! !
Estimagio de parimetros Validagdo do modelo

v

FIGURA 3.1- Esquema da metodologia de planejamento sequencial

utilizada



32

As duas primeiras etapas ja foram descritas anteriormente. A busca do ponto
o6timo consiste em “perguntar ao modelo” qual é o nivel de cada variavel que proporciona
a mai()r produtividade.

Nota-se a partir da figura 3.1 que o planejamento sequencial ¢ uma maneira mais
elaborada de projetar experimentos, pois a nova condi¢do experimental s6 é determinada
ap6s analisar-se o conjunto de dados existentes.

Nestas condi¢des ¢ entdo realizado um novo experimento e as etapas de estimagdo
de parimetros e validagdo do modelo sdo repetidas até que a condigo selecionada ja

tenha sido realizada. Entfio o processo € interrompido, e a condigéio 6tima € encontrada.

3.2 - MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado para a realizagdo de todos os ensaios fermentativos foi
a levedura Candida utilis 1Z-1840 da colegdo do Departamento de Ciéncia ¢ Tecnologia
Agroindustrial da Escola Superior de Agricultura “ Luiz de Queiroz”, da Universidade de
Sado Paulo (USP- Piracicaba- SP). Para sua conservagdo utilizou-se o meio YMA descrito
na tabela 3.2, preparado de acordo com a composi¢éo do meio “Yeast Morpholbgy Agar”
(DIFCO).

A manutengio da cepa foi feita através de repiques periédicos para meios novos,
em intervalos de 2 a 3 meses, sendo a incubagio realizada a 30 °C (3 dias). Em seguida,

a cultura foi mantida sob refrigeragdo a uma temperaturade 4a 7 °C. .
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3.3 - MEIOS DE CULTURA

Neste item serdo descritos os meios e solugdes utilizados durante os ensaios

fermentativos.

3.3.1 - Meio YMA (Yeast Malt Extract Agar)

Este meio foi usado no repique e na conservagédo da cepa.

TABELA 3.2- Composicio do meio de conservagio

O pH deste meio foi ajustado -em 6,0 com solugdo de NaOH ou de HCI, conforme

o caso. A esterilizagdo do meio foi feita a 121 °C por 15 minutos.
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3.3.2- Meio YM (Yeast Malt Extract)

Destina-se & adaptagdo da levedura ao consumo do substrato (glicerol). Difere do
meio YMA pela substitui¢do da glicose por glicerol € pelo fato de ndo conter agar em sua
composi¢do. Foi utilizado na primeira fase de preparo do inéculo. A composigio deste

meio esta descrita na tabela 3.3

TABELA 3.3- Composicio do meio de adaptacio

Ap6s dissolugdo completa do meio, o pH foi éjustad‘o em 6,2 ¢ 0 meio foi, entdo,
esterilizado a 121 °C por 15 minutos:. D‘eixoﬁ-se esfriar e, entdo, inoculou-se com uma
alcada da cultura. O meio iﬁ‘ocul‘ado ficou em shaker com agitacdo constante e
temperatura de 30 °C por 24 *+ 2 horas. No final desta etapa foram transferidos
assepticamente 50 mL deste meio para cada um dos trés erlenmeyers da segunda fase do

inoculo.
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3.3.3 - Meio GSB (Glicerol-Sais-Biotina)

‘Utilizado na segunda fase de preparo do inéculo. Destina-se a adaptar a levedura
ao meio de fermentagdo, pois nele as células passam de um meio rico em fontes de
carbono para um meio onde a tnica fonte de carbono e energia € o glicerol. A

‘composi¢o deste meio esta descrita na tabela 3.4. :

TABELA 3. 4- Composicio do meio GSB.

Apos dissolu¢do completa dos componentes do meio, ajustou-se o pH em 4,5 e
esterilizou-se a 121 °C por 15 minutos. Uma vez esteri‘l@’z‘ado e resfriado, :adicionou-se»
em -ca;Ia frasco 0 conteudo dos frascos da primeira fase do ih6cu1"o, colocando-se
novamente no shaker, sob as mesmas condigdes anteriores, por 18 + 2 horas. No final

desta etapa, um volume de 400 mL deste meio serviu como indculo para a proxima etapa.
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3.3.4 - Meio de Fermentacio

O meio utilizado nas fermentagdes foi 0 mesmo da segunda fase de indculo,
variando-se a concentraciio de seis sais ( KH,PO4, NH4Cl, Acido citrico mono hidratado,
MgCl,. 6 Hy0, NaSO4, ZnSO,s. 7 H;O) segundo planejamento fatorial saturado e
mantendo-se a concentragdo de glicerol e dos outros sais constantes, para todos os
ensaios. Cada ensaio teve, no minimo, uma repeti¢éo para confirmagéo dos resultados.

Na tabela 3.5 a composigdo dos meios de fermentagio pode ser observada. Estes
meios foram preparados dissolvendo-se todos os componentes, ajustando-se o pH em 4,5
¢ esterilizando-se o fermentador, em autoclave, a 121 °C por 15 minutos. O volume final
do meio mais o inoculo no fermentador foi de 4 L, ocupando dois ter¢os da sua
capacidade total.

A figura 3.2 apresenta um esquema da metodologia usada nos ensaios

fermentativos.



5- Composi¢do dos meios de fermentagio




Extrato de levedura
- Extrato de Malte
4-17°C Peptona
Glicose
Agar-Agar
Ciilturs Estogiie
Extrato de Levedura
200 mL Extrato de Malte
300 rpm Peptona
[ .. 30°C,24 h +2h Glicerol
Etapa 1
Glicerol
K,HPO,
, , KH,PO;
3 Frascos (150inL)  NHCL
300 rpm Acido Citrico
L 30 i'C, 18 h i 2h MgC127H20
Etapa 2 Na;S0;
ZnSO47H20
Biotinia
01 02 03
Glicerol (g) 40,00 40,00 40,00
K,HPO, (g) 1,96 1,96 1,96
KH,PO; (g) 6,96 6,96 6,96
NH,CL (g) 3,20 16,00 16,00
Acido Citrico (g) 0,17 0,17 0,84
MgCl,. 7TH;0 (8) 10,16 2,03 2,03
Na,SO, (g) 11,30 6,52 1,30
ZnS0;. TH,0O (inig) 28,00 5,60 28,00
Biotina (i) 16,00 16,00 16,00
. Agtia Destilada(L) 360 360 360
NEW BRUNSWICK
4 1L, 300 rpm, pH 4,5

FIGURA 3.2- Metodologia usada nos experimentos

04
40,00
1,96
1,39
16,00
0,84
10,16
1,30
5,60
16,00
3,60

05
40,00
1,96
6,96
3,20
0,84
io16
6,52
560
16,00
3,60

3,00 g/L
3,00 g/L
5,00 g/L
10,00 g/L
20,00 g/L

3,00 g/L
3,00 g/L
5,00 g/L
10,00 g/L

10,00 g/L
0,49 g/L
1,74 g/L
4,00 g/L
0,21 g/L
2,54 gL
1,63 g/L
7,00 rag/L
4,00 pg/L

06 07
40,00 40,00
1,96 1,96
1,39 1,39
16,00 3,20
0,17 0,84
10,16 2,03
6,52 6,52
28,00 28,00
16,00 16,00
3,60 3,60

08
40,00
1,96
1,39
3,20
0,17
2,03
1,30
5,60
16,00
3,60

38
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3.4 - SOLUCOES UTILIZADAS

3.4.1 - Solucéio de biotina

Para evitar a pesagem sucessiva da biotina e assim diminuir os erros do processo,
preparou-se duas solugdes de biotina (1 e 2 ), conforme descrito a seguir. As solugdes
foram conservadas sob refrigeracdo. Para a solugdo “1” pesou-se 4,00 mg de biotina,
colocou-se num baldo volumétrico de 100 mL e completou-se com 4gua destilada. Desta
solugdo colocou-se 10 mL em um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se

novamente com agua destilada tendo assim, a solugdo “2”.

3.4.2 - Solucio de anti-espumante

Utilizou-se uma solugdo de anti-espumante com a fungdo de controlar o nivel de
espuma durante a fermentagdo. A solugdo de anti-espumante foi utilizada na menor
quantidade possivel para ndo prejudicar a transferéncia de oxigénio. A solugdo de anti-
espumante era adicionada automaticamente através de uma bomba peristaltica acoplada

.ao fermentador, que era acionada através de um sensor de nivel de espuma.
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Para o preparo da solugdio dissolvia-se 5 g de anti-espumante a base de silicone
(silicoplast - Hoechst) em 100 mL de agua destilada. A seguir, filtrava-se cerca de 50 mL

da suspensio e autoclavava-se o filtrado a 121 °C por 15 minutos.

3.4.3 - Solucdio de hidréxido de sédio

Preparou-se solugdo IN de NaOH, com o objetivo de manter-se o valor do pH
constante durante a fermentagdo. Para o preparo desta solugdo, pesou-se 20,00 g de
NaOH e diluiu-se em .SO'Q mL de 4gua. Da mesma forma que a solugdo de anti-
espumante, a -solugﬁo de NaOH era adicionada automaticamente pela bomba peristaltica,

mantendo-se assim constante o valor do pH durante toda a fermentagdo.

3.5 - METODOS ANALITICOS

Neste item serdo descritos os métodos analiticos utilizados para determinagdo da
concentragio de biomassa € glicerol, bem como a amostragem utilizada durante a

fermentacdo.
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3.5.1 - Amostragem

Durante os ensaios de fermentagdo, eram retiradas aliquotas de aproximadamente
3 mL de amostra em intervalos de tempo de 2 horas na fase inicial do processo,
diminuindo-se, conforme o caso, o intervalo v-de tempo para 1 hora no final da
fermentac;ﬁo._

Ap6s a inoculagdo, as amostras eram retiradas esterilmente do fermentador,
através de um dispositivo acoplado ao fermentador, e devidamente preparadas para a

determinagdo da concentragdo de biomassa e de glicerol.

3.5.2 - Determinacio da concentracio celular

A concentragdo celular durante as fermentagdes foi determinada por dois métodos:
indiretamente por turbidimenié e diretamente por gravimetria.

A determinagiio gravimétrica da concentragdo celular expressa como massa de
material seco por unidade de volume, é uma das formas mais adequadas de se caracterizar
uma fermentagdo, ¢ foi utilizada para confirmar os resultados obtidos pela medida da

absorbancia.
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" As medidas de absorbancia foram realizadas & 660 nm em espectrofotometro
(modelo E225-D, marca CELM) e convertidas em concentra¢do celular, massa de matéria
seca por unidade de volume, através do uso de uma curva de calibrag@o.

| O procedimento para a construgdo desta curva foi o seguinte:
- 50 mL da cultura de Candida utilis foram coletados no final da fermentagéo, filtrados
em filtro Millipore com membrana de 0,45 pm e secos em estufa a 105°C até peso
constante.
- Outra porgio do fermentado foi retirada e realizadas diluigdes, lendo-se a absorbancia
em espectrofotometro.
- O peso da amostra obtido apds pesagem da membrana dividido pelo volume de filtrado
fornece a concentragdo celular.
- Fazendo-se o grifico da absorbéncia pela concentragio celular correspondente obtém-se
a curva de calibragio da biomassa (Figura 3.3).

075

=
Y
A

e
w

Massa seca (gfL)

015+

] RS 0:2 0.3 04 0.5 0.6
Ahbsorbancia

FIGURA 3.3- Curva de calibracio da biomassa
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A equagdo obtida por regressdo linear foi a seguinte:
Concentragio celular (g/L) =- 0,031 + 1,327 x absorbancia (3.4)

Deve-se considerar, para o calculo da concéntragﬁo celular, a diluigdo utilizada em

cada leitura, mantendo a absorbéncia sempre no limite de linearidade.

3.5.3 - Determinacdo da concentragio de glicerol

A concentragdo de glicerol foi determinada através do Kit “Triglicérides GPO
TRINDER” da Bio-diagnostica Industria Quimica Clinica Ltda. O principio do teste

enzimatico colorimétrico € o seguinte:

Triglicerideos—>=— glicerol + 4cidos graxos
Glicerol + ATP—&Z==oe _, olicerol-1-fosfato + ADP
Glicerol-1-fosfato + O, %°_ dihidroxiacetona fosfato + H,0,

H,O,+ 4 AAP + DHBS— "% _;quinoneimina + 2 H,O

A absorbancia medida é proporcional a concentragdo do glicerol total.



TABELA 3.6- Condicées de operacio utilizadas no processo

% .
FIGURA 3.5- Fotografia do fermentador utilizado
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Para o procedimento do método, prepara-s¢ um tubo de ensaio com 2 mL do
reagente triglicérides enzimatico colorimétrico e 20 pL de amostra diluida conforme o
caso, em outro tubo o branco, com 2 mL do reagente ¢, em outro tubo 2 mL do reagente e
20 pL do padrio. Homogeiniza-se suavemente 0S tubos e incuba-se em banho
termostatizado a 37 °C durante 10 minutos. A leifura ¢ feita em espectrofotometro a
520 nm.

O calculo para determinagdo da concentragdo do glicerol € o seguinte:

Absorbancia da amostra
Absorbancia do padrido

Concentragao de glicerol (g/L) = x 20,8 x diluigdo x 0,01 (3.5)

3.6 - ENSAIOS DE FERMENTACAO

Os ensaios fermentativos foram realizados em um fermentador BIOFLO III da
New Brunswick Scientific Co. Inc. com capacidade total de 6,0 litros.

Este fermentador é dotado de sondas automaticas para controle de pH, nivel de
espuma e sensor de temperatura. Possui também quatro bombas peristalticas que
permitem dosar e controlar com facilidade determinados parametros importantes do
processo, tais como pH, através de solucdes 4cidas e basicas, e nivel de espuma, através
da adigfio de solugfio anti-espumante. A agitagdo do processo é realizada por um motor

que contém duas turbinas colocadas em dois niveis, uma no centro do meio liqudo para
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agitar a solugdo e outra um pouco acima do liquido para quebrar a espuma formada
durante o processo, ¢ uma chicana para homogeneizar a solugdo evitando formagdo de
vortex que poderia afetar o transporte de oxigénio nas células. Para obteng&o da aeragdo
desejada, ar estéril foi introduzido no fundo do reator, proveniente de um compressor de
ar cuja vazio era controlada através de um rotimetro. A figura 3.4 apresenta um desenho
esquematico do fermentador, e a figura 3.5 apresenta uma fotografia do mesmo.

As condigdes utilizadas durante as fermentagdes sdo descritas na tabela 3.6.

l"Fermentador _I
'NEW BRUNSWICK |

i 4.1,300 rpm, pH 4.5

FIGURA 3.4- Desenho esquematico do fermentador
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3.7 - METODOLOGIAS UTILIZADAS NOS CALCULOS

3.7.1 - Fat.'or de conversio de substrato em células

O fator de conversdo de substrato em células foi calculado de duas maneiras.
Usando a defini¢do de AIBA et al. (1973), e através do gl'éﬁco { So - Si) por (Xi - Xo),
cujo coeficiente angular fornece o valor de Y, (g células/ g substrato). Estes graficos
para cada experimento, sdo apresentados no anexo B.

O fator de conversio de células ¢ definido por AIBA et al. (1973) como:

AX
Yx/s:—E (3.6)
ou seja,
Xf — Xo
Yx/s= So—Sf 3.7
onde,

Y = fator de conversdo de substrato em células, g/g
X¢= concentragdo celular no final da fermentagdo, g/L
Xo =concentra¢io celular no inicio da fermentacio, g/L

S¢= concentragdo de glicerol no final da fennent’ac;ﬁd, g/L
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S, = concentragdo de glicerol no inicio da fermentagdo, g/L

3.7.2 - Consumo especifico de substrato

E obtido através da seguinte expressdo:

Yx/s

Ys/x= 3.8)

onde,

Ys/x = consumo especifico de substrato, g/g

Yx/s = fator de conversdo de substrato em células, g/g

3.7.3 - Produtividade em células

A produtividade de um processo fermentativo descontinuo € definida por GADEN
(1959) apud LUEDEKING (1967) como a concentragdo final de produto dividida pelo
tempo decorrido desde a inoculagdo até o final da fermentagdo. Dimensionalmente, a

produtividade € expressa pela massa de produto por unidade de volume e por unidade de
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tempo, ¢ representa a velocidade média em que um determinado produto ¢ obtido
(LUEDEKING,1967). No caso da produgdio de biomassa, a concentragdo final de
produto é representada pél’a variagio da concentragdo celular e a produtividade ¢é

estimada através da seguinte expressdo:

_X - %o

P
i

3.9)

onde,

P = produtividade, g/L.h
X¢ = concentragdo celular no final da fermentagéo, g/
X, = concentragdo celular no inicio da fermentagéo, g/L

t¢ = tempo de fermentagdo, h

3.7.4 - Velocidade especifica miaxima de crescimento celular (pmax)

para fermentac¢io batelada

A velocidade especifica maxima de crescimento celular foi estimada de duas

maneiras. Foi usado o procedimento descrito no item 2.8, e 0 método proposto por LE

DUY e ZAJIC (1973).
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LE DUY e ZAJIC (1973), propuseram um método rapido para o cilculo da
derivada de um ponto experimental. O Método utiliza conceitos da geometria analitica
para determinar a circunferéncia que passa por trés pontos no espago ¢ na obtengéo da
tangente ao ponto intermediario dessa circunferéncia. Por meio de um programa
desenvolvido com base nestes conceitos, foi obtido esta derivada e a partir dai a

velocidade especifica de crescimento em cada ponto.

3.8 - CRITERIO DE FINAL DE FERMENTACAO

O trabalho concentrou-se no acompanhamento e estudo de duas variaveis: a
concentragio celular e a concentragdo de substrato (glicerol).

O principal critério adotado para indicar o tempo final dos processos fermentativos
foi a observagdio do crescimento celular em fungdo do tempo. Quando os valores da
concentracio celular em g/l permaneciam constantes depois de certo tempo de
fermentagdio, considerava-se entdo que o valor maximo da concentragdo celular
determinava o tempo final do processo.

- Além do acompanhamento da concentragio celular e do consumo de glicerol,
observou-se também o consumo de solugdo de NaOH utilizada para a manutengdo do pH
em seu valor desejado. O meio de cultura utilizado tinha em sua composi¢do sais que
formam um tampdo fosfato-citrato e, como fonfe de nitrogénio, o cloreto de amonio.

Porém & medida que o nitrogénio era assimilado, o meio comegava a ser acidificado, fato
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evidenciado pelo consumo da solugio de NaOH. A assimilagdo d‘ev nitrogénio € um
Processo 'diretamenté relacionado com o crescimento celular, o qual, por sua vez, €
diretamente relacionado com o consumo de glicerol (fonte de carbono).

Portanto, o consuﬁ:o da solugiio de NaOH apresenta-se como um critério de final
de fermentagdo, pois apresenta um valor constante apés um determinado tempo de
fermentacio.

Outro fendmeno também observado no final do processo foi a elevagdo do valor
do pH. Na figura 3.6 podemos ter uma idéia clara dos fatores considerados e adotados

como principais critérios para indicar o final do processo fermentativo.
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FIGURA 3.6- Parimetros considerados para determinacéio do tempo final do
processo fermentative: (a) crescimento celular, (b) consumo
de base para controle do pH, (¢) pH, (d) consumo do

substrato.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

| Reélizaram—se 16 experimentos iniciais (8 do planejamento fatorial saturado + 8
réplicas) baseados no planejamento fatorial saturado, com o objetivo de se obter o
conjunto inicial de dédos. Com os resultados destes primeiros experimentos, através de
um programa, foram estimados os pardmetros do modelo linear empirico, feita a
validag@o do modelo e entdo, feita a busca do 6timo.

Na primeira parte deste capitulo serfio apresentados os valores da produtividade
experimental para cada experimento, a produtividade média e a varidncia experimental
para cada condigdo experimental. Também sera apresentado a estimagdo dos pardmetros
do modelo linear empirico, a valida¢io do modelo ¢ a busca do ponto 6timo.

A seguir, os graficos das cinéticas de produgdo celular e de consﬁmo de substrato,
os graficos do logaritmo natural dos valores experimentais da concentragdo celular, bem
como a-evolugdo da vel‘opidade especifica de crescimento celular em fungdo do tempo,
para cada condigdo experimeﬁtal, serdo mostrados.

Finalmente um resumo dos principais resultados para cada condigdo experimental,

-sera apresentado.
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Com os resultados do conjunto inicial de dados apresentados na tabela 4.1, os
parametros do modelo, interpretados como efeito das variaveis, foram estimados de
acordo com a metodologia apresentada no item 3.1. A tabela 4.2 apresenta os valores

desses parametros sobre a produtividade.

TABELA 4.2- Parimetros do modelo linear empirico

I

Os valores das produtividades média experimentais obtidas e os valores das
produtividades calculados pelo modelo sdo mostrados na tabela 4.3. Nesta tabela sdo
também apresentados o desvio médio absoluto, o valor do x* e a confianga no teste x* do

modelo.
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TABELA 4.3- Produtividade experimental obtida e produtividade calculada

pelo modelo, para cada condi¢do experimental

‘Desvio médio absoluto = 9,21%
Confianga no teste x° do modelo = 70,2 %
x>=1,08

A partir da tabela 4.3 observa-se que a confianga do modelo estd dentro da
estipulada neste trabalho e, portanto, utilizou-se o modelo empirico em questdo para a
selegio do ponto 6timo, ou seja das concentragdes que maximizem a produtividade.
Desta maneira uma nova condi¢io experimental foi selecionada pelo modelo, e os valores
da produtividade experimental para esta nova condigdo e o erro experimental encontram-

se na tabela 4 .4.
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TABELA 4.4- Produtividade experimental para a condi¢io experimental
(P;), produtividade experimental para a réplica (P,),
produtividade média e variincia experimental do conjunto

inicial de dados e da nova condi¢io experimental selecionada

o
S

AR AT

De posse desta nova condigdo experimental os parametros do modelo sdo

reestimados, sendo que seus valores sdo mostrados na tabela 4.5

TABELA 4. 5- Parametros reestimados
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Os valores negativos dos parametros significam que aumentando-se a concentragdo
do sal de 20% para 100%, gera um efeito negativo na produtividade. Isto ndo significa
contudo, que esta mesma tendéncia ocorrera em niveis de concentragdes intermediarias,
pois a concentragdo deste sal pode estar inibindo o crescimento.

Quando o parametro tem valor positivo, 0 aumento na concentragdo do sal de 20
para 100%, gera um efeito positivo sobre a produtividade.

Na tabela 4.6 sdo apresentados os valores das produtividades médias
experimentais do conjunto inicial de dados e da nova condigdo experimental e as

respectivas produtividades calculadas pelo modelo, o desvio médio absoluto, o x° e a

confianga no teste x* do modelo.

TABELA 4.6- Produtividade média experimental obtida e produtividade
calculada pelo modelo, para cada condicdo experimental e

para a nova condicdo experimental

Desvio médio absoluto = 9.51% =132 Confianga no teste 3* do modelo = 48.37 %
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Novamente a confianga do modelo esta dentro da estipulada, e o modelo foi entdo
utilizado para a selegdo do novo ponto 6timo. O ponto selecionado foi idéntico ao
anterior e portanto esta condigdo experimental foi considerada a que forneceu a melhor

produtividade. A seguir, na tabela 4.7 sera apresentada a composi¢do do meio 6timo .

TABELA 4.7- Composi¢ido do meio de cultura otimizado

Na figura 4.1 apresenta-se com maior clareza os desvios observados entre o

modelo e os dados experimentais.
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Piodutividades experimentais e calculadas pelo modelo
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e
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o
04 . % Experimental | |
| e , AT o : |
g I Z 3: 4. 5 ) ¥ 3 9 10
Condighb experimental

FIGURA 4.1- Desvios entre as produtividades experimentais e as calculadas

pelo modelo

Embora, em alguns pontos o desvio que ocorre entre a produtividade experimental

e a calculada seja grande, o modelo representa bem os dados experimentais.

4.2 - COMPORTAMENTO CINETICO NAS DIFERENTES CONDICOES
EXPERIMENTAIS

A titulo de ilustragdo serdio apresentados a seguir, os dados cinéticos de 8

experimentos representando cada uma das condigdes experimentais.
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4.2.1 - Condig¢do experimental 01

A seguir, o grafico da concentragdo celular e concentragdo de glicerol em fungdo
do tempo, do logaritmo natural da concentragio celular em fungdo do tempo e da

velocidade especifica de crescimento celular em fungio do tempo s30 apresentad‘os.
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[
D_ . . . . - — - . G ‘D
1] 2. 4: 6: 8 10 12. 14 16 18-
Tempo- (horas).

FIGURA 4.2- Concentragio celular e concentragiio de glicerol em fungio do

tempo para o experimento 01
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FIGURA 4.3- Logaritmo da concentragio celular em funcio do tempo para o

Velocidade especifica de crescimento (1/h)

experimento 01
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FIGURA 4.4- Velocidade especifica de crescimento celular em funciio do

tempo para o experimento 01
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Para esta condi¢do experimental o valor da velocidade especifica vméxima de
crescimento celular (umax), calculado pelo método de LE DUY e ZAJIC (1973), foi
0,35 h" e pelo procedimento proposto por STANBURY e WHITAKER (1984) foi
032h".

O fator de conversdo | de substrato em células (Yx/s), éal'culad‘o pelas equagdes 3.6
e 3.7 foi 0,90 g/g, € o calculado graficamente foi 0,86 g/g.-A produtividade obtida para
este experimento foi 0,68 g/L.h e o consumo especifico de substrato, calculado segundo a

equacdo 3.8, foi 1,11 g/g.

4.2.2. - Condicao experimental 02

Nesta condigdo experimental obtivemos valores de fator de conversdo de substrato-
em células e de consumo especifico de glicerol similares para os dois experimentos. O
valor de s variou e consequentemente, a produtividade em células também.

Para o experimento representado pelas figuras 4.5, 4.6 € 4.7, o valor de Yy (AIBA
et al.) foi 0,86 g/g e o calculado graficamente foi 0,96 g/g, o consumo especifico de
substrato foi 1,16 g/g, a velocidade especifica maxima de crescimento calculada pelo
método de LE DUY e ZAJIC (1973), foi 0,37 h' e a calculada pelo método de
STANBURY e WHITAKER (1984) foi 0,33 h' e a produtividade em células foi

0,60 g/L h.
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FIGURA 4.7- Velocidade especifica de crescimento celular em funcdo do

tempo para o experimento 02

423 - Condig¢io experimental 03

A velocidade especifica max1ma de crescimento, calculada segundo LE DUY e
ZAJIC (1973), para este experimento foi 0,44 h™ e segundo STANBURY e WHITAKER
(1984) foi 0,35 h', a produtividade em células foi 0,72 g/L.h, o fator de conversdo de
substrato em células, segundo AIBA et al. (1973) foi de 0,86 g/g ¢ o calculado

 graficamente foi 0,89 g/g € o consumo especifico de glicerol foi 1,16 g/g.
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tempo para o experimento 03
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FIGURA 4.10- Velocidade especifica de crescimento celular em funcio do

tempo para o experimento 03

4.2.4 - Condigdo experimental 04

Neste experimento ocorreu um problema operacional onde a sonda de pH foi

 danificada e por algumas horas o controle de pH nio foi efetuado.
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Para este experimento, o fator de conversdo de substrato em células, para os dois
métodos de calculo empregados, apresentou o mesmo valor 0,77 g/g. O cohsumo
especifico de substrato foi 1,30 g/g e a produtividade em células foi 0,46 g/Lh. A
velocidade especifica maxima de crescimento, segundo LE DUY e ZAJIC (1973), foi

0,23 h" e segundo STANBURY ¢ WHITAKER (1984) foi 0,20 h".

4.2.5 - Condicdo experimental 05

Com a concentragdo de sais usada neste experimento, a velocidade especifica
maxima de crescimento celular foi bem superior quando comparada com a obs‘ervada nos
outros experimentos. O valor de png foi 0,50 h' (segundo LE DUY e ZAJIC) e
0,44 h''(segundo STANBURY e WHITAKER). O Y, foi 0,79 g/g (segundo AIBA et
al.) e 0,89 g/g (calculado graficamente). O consumo especifico de substrato foi 1,25 g/g e

a produtividade em células apresentada foi 0,65 g/L.h.



70

i0 - 10

o . % Glicerol " o
© #  Biomassa ® S .
S S
e - e H
g ¢ 6 é
e g
o L2
° =
[ B 2
E"" 4 = 4 u%
g E
(2] O
g g
O 2 2 O

# =
= = .
0t - - 0
0 2 4 6 g 10 12. 14 16
Tempo (horas)
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o experimento 03
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FIGURA 4.15- Velocidade especifica de crescimento celular em funcio do

tempo para o experimento 05

4.2.6 - Condigdo experimental 06

Os graficos 4.16, 4.17 e 4.18 apresentam oOs dados obtidos em um dos
experimentos da condigdo experimental 06. Nesta condi¢do experimental obteve-se a

menor varidncia experimental de todos os ensaios ( o’ = 0,0002).
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FIGURA 4.16- Concentraciio celular e concentragio de glicerol em funciio

do tempo para o experimento 06

2.5

0.5

Ln biomassa (/1)

-0.5¢

-1.5 :
0 3 6 - 12 15 18

Tempo (horas)

FIGURA 4.17- Logaritmo da concentracio celular em fun¢io do tempo para

o experimento 06



73

0.45

0.35

0.25

015t

005} "

Velocidade especifica de crescimento (1/h)

-0.05

0 3 6 9 12 15 i8
Tempo (horas)

FIGURA 4.18- Velocidade especifica de crescimento em fungio do tempo

para o experimento 06

O fator de conversio de substrato em células obtido pelo método de AIBA et al.
(1973) foi 0,95 g/g e o obtido graficamente foi 0,92 g/g, tendo-se um O6timo
aproveitamento do substrato pelas células. A produtividade em células para este
experimento foi de 0,68 g/L.h, a velocidade especifica maxima de crescimento foi
0,39 h! (segundo LE DUY e ZAJIC) ¢ 0,36 h' (segundo STANBURY ¢ WHITAKER) ¢

o consumo especifico de glicerol foi 1,04 g/g.
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4.2.7 - Condigiio experimental 07

A variincia experimental para esta condigfo experimental também foi pequena, o’
= 0,0004. A produtividade em células com esta concentragdo de sais (condigdo
experimental 07), foi 0,74 g/L.h, o consumo especifico de substrato foi 1,11 g/g,. O fator
de conversdo de substrato em células, calculado segundo AIBA et al., foi 0,90 g/g € o
calculado graficamente foi 0,92 g/g. A velocidade especifica maxima de crescimento foi
0,36 h' (calculada pelo método de LE DUY e ZAJIC (1973)) e a calculada pelo método

descrito por STANBURY e WHITAKER (1984) foi 0,31 h".
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FIGURA 4.19- Concentracio celular e concentracio de glicerol em fungio

do tempo para o experimento 07
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FIGURA 4.20- Logaritmo da concentragiio celular em funcido do tempo para
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FIGURA 4.21- Velocidade especifica de crescimento em funcio do tempo

para o experimento 07
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Como na condigio experimental 04, aqui também ocorreu um problema

operacional. A falta de energia elétrica por um periodo de aproximadamente 45 minutos

em um dos experimentos, provocou aumento na varidncia experimental, devido a

diferenca entre os valores das produtividades dos experimentos.

O fator de conversio de substrato em células (segundo AIBA et al.) para este

experimento foi 0,91 g/g e o valor calculado graficamente foi 0,84 g/g, o consumo

especifico de glicerol foi 1,10 g/g, a velocidade especifica maxima de crescimento foi

0,38 h"! (segundo LE DUY e ZAJIC) € 0,34 h”' (segundo STANBURY ¢ WHITAKER) e

a produtividade em células foi 0,87 g/L.h.
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FIGURA 4.22- Concentragio celular e concentragio de glicerol em fungio

do tempo para o experimento 08



Ln biomassa (g)"l)

25

15

2 4 (3) 8
Tempo (horas)

10

12

14

16

71

FIGURA 4.23- Logaritmo da concentracio celular em func¢io do tempo para
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para o experimento 08
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4.2.9 - Condic¢io experimental 09

Esta condicﬁo experimental foi a selecionada na busca da concentracio de sais,
dentro dos niveis estudados, para maximizar a produtividade em células.

Como era esperado, neste experimento foi obtido o maior valor de produtividade
em células de todo trabalho.

A seguir serdo apresentados os graficos da concentragdo celular e de glicerol em
fungéo do tempo (Figura 4.25), do logaritmo da concentragdo celular em fungdo do tempo
(Figura 4.26) e da velocidade especifica de crescimento em funcdo do tempo (Figura

4.27).

14 12
12 ®  Glicerol '
. * 10
# Biomassa -

S 10 - K
had § w
e _ = . e
@ @
2 8 g
S B
- ' # 6 g

ht=]
=3 .
B 6 R
Y Y
g . 4 8
g 4 s g
g * g
@] - (&)
2 % 2
. * - L
] - - - 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (horas)

FIGURA 4.25- Concentracio celular e concentracio de glicerol em funcio

do tempo para o experimento 09
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FIGURA 4.26 - Logaritmo da concentracio celular em funcio do tempo para
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FIGURA 4.27 - Velocidade especifica de crescimento em funcio do tempo

para o experimento 09
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Para esta condi¢do experimental, o valor da veloci‘d'ade especifica maxima de
crescimento celular foi 0,34 h' (segundo LE DUY e ZAJIC) e 0,33 h' (segundo
STANBURY e WHITAKER). O valor do fator de conversdo de substrato em células,
calculado segundo AIBA et al., foi 0,88 g/g e o calculado graficamente foi 0,84 g/g. O

consumo especifico de substrato foi 1,14 g/ge a produtividade em células foi 0,96 g/L.h.

4.2 - RESUMO DOS PRINCIPAIS PARAMETROS

A tabela 4.8 mostra um resumo geral da média dos resultados em cada uma das
condigdes experimentais.

Observando a tabela 4.8, nota-se que a concentragdo celular inicial variou muito
a variabilidade desse parimetro pode ser atribuida a dois fatos:
a) na técnica de preparo de indculo existe uma variabilidade inerente ao método de
cultivo em frascos agitados (SOLOMONS, 1969);
b) para a inoculagdo da pré-cultura foram utilizadas duas al¢adas (alga de platina) da
levedura em meio de conservagdo, ¢ desta maneira ndo se pode garantir que sempre a
mesma quantidade de levedura foi adicionada. Por isso, pode-se estimar , de antemdo,
incertezas da ordem de 10 a 20% nos valores das concentragdes celulares iniciais. O uso
de material seco (levedura seca) para a inoculagio da pré-cultura, provavelmente

conduziria a uma maior precisio na determinagdio da concentragio celular inicial.
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TABELA 4.8- Média dos principais parimetros das diferentes condicdes

experimentais

" 2- Fator de conversdo calculado graficamente
3- Velocidade especifica maxima de crescimento calculada segundo STANBURY ¢ WHITAKER (1984)

4- Velocidade especifica maxima de crescimento calculada segundo LE DUY e ZAJIC (1973)
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A pequena variagio nos tempos de fermentagdio para as diferentes condigdes
experimentais, evidencia que os critérios para determinagdo do tempo final de
fermentag&o foram eficientes.

Os valores finais da concentracio de glicerol sugerem que o mesmo ndo foi
utilizado completamente. Entretanto pode-se considerar que o glicerol tenha sido
convertido em subprodutos ndo metabolizaveis pelas leveduras, e por isso uma pesquisa
de subprodutos de fermentagdo precisaria ser feita. Outro ponto que pode ter
influenciado nos valores da concentragio de glicerol, é o método utilizado para sua
determinagdo. A variagio que ocorreu nos valores da concentragdo inicial de glicerol
pode ser atribuida a pesagem do mesmo, uma vez que este é bastante viscoso dificultando
0 manuseio.

Os valores de velocidade especifica méaxima de crescimento celular calculados
pelo método proposto por LE DUY e ZAJIC (1973) sio bem maiores que os calculados
pelo procedimento descrito por STANBURY e WHITAKER (1984). Nota-se que o
filtimo método apresenta valores reais para pmsx, pois o valor é uma média dos primeiros
valores de p calculados pelo método de LE DUY e ZAJIC. Também, observa-se que o
método proposto por LE DUY e ZAJIC fornece um ponto de maximo considerando a fase
exponencial pontual. Enquanto que pelo método proposto por STANBURY e
WHITAKER, a fase exponencial ¢ bem definida por uma reta com coeficiente de
correlagdo proximo de 1.

O fator de conversdo de substrato em células ¢ um pardmetro relacionado com o
rendimento do processo. Dessa forma, quanto maior o seu valor, methor o

aproveitamento de substrato. Neste trabatho, o fator de conversdo de substrato em células
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foi melhor que o esperado alcangando 0,96 g/g na condigdo experimental 06, sugerindo
desta forma, que se trabalhou com uma aeragdo perfeita e que pratiéamente todo o
substrato metabolizado foi convertido em células. Infeﬁzmente ndo foi encontrado
nenhum dado sobre o valor do fator de conversio de glicerol pela Candida utilis na
literatura, ndo havendo desta maneira forma de compara-lo.

Apesar de a tabela 4.8 apresentar valores iguais para a média da produtividade em
células em duas condigOes experimentais, observando a tabela 4.1 pode-se verificar que

estes valores sdo diferentes quando a variancia experimental ¢ levada em consideragdo.
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5 . CONCLUSOES E SUGESTOES

Com este trabalho foi possivel ressaltar a importincia do planejamento
experimental no desenvolvimento de processos fermentativos. A partir do conjunto de
ensaios realizados nas condigdes estabelecidas no capitulo 3 foi possivel chegar as

seguintes conclusdes principais:

a) com o uso do planejamento experimental saturado, o nimero de experimentos
diminuiu consideravelmente e consequentemente, o custo para desenvolver esta

pesquisa também.

b) utilizando a metodologia de planejamento sequencial, foi possivel encontrar as
concentragdes de sais que maximizaram a produtividade em células, dentro dos niveis

estudados.

¢) a confianga no teste x> do modelo ( 48,37%) esta dentro do limite de confianca

estabelecido.

d) as réplicas dos experimentos sio de fundamental importdncia para a avaliagdo dos

erros experimentais.
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€) 0s critérios adotados para a determinagdio do tempo final de fermentagéo se mostraram

eficientes.
f) os valores de conversio de substrato em células foram bem superiores aos esperados

(0,88 g/g), sugerindo que praticamente todo glicerol matabolizado foi convertido em

células e que trabalhou-se com um nivel de aeragdo 6timo.
Os resultados observados neste trabalho ndo esgotam aqui esta pesquisa, ao
contrario, indicam uma série de metas que deverdo complementar este estudo, como:
1) estudo da influéncia da concentragdo inicial de glicerol sobre a produtividade.

2) empregar esta metodologia de planejamento experimental, para o estudo de mais niveis

de concentragio salina.

3) investigar as interagdes que ocorrem entre as variaveis (concentragdes de sais).
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ANEXO A

As tabelas listadas neste anexo apresentam os resultados eXperiinentais obtidos

neste trabalho, utilizados na determinagio dos parametros cinéticos de crescimento.

TABELA A.1 - Dados experimentais do experimento 1A

Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) p(h™h)
0 0,496 9,770 - 0,701
2 0,835 7,930 - 0,180 0,397
4 1,901 6,960 0,642 0,277
6 2,941 6,750 1,079 0,170
8 3,897 6,410 1,360 ' 0,081
10 4,262 4,280 1,450 0,039
12 4,567 1,970 1,519 0,012
14 , 4,487 0,413 1,501 0,048
15 4,850 0,130 1,579 0,088
16 5,343 0,040 1,676 0,038
17 5,311 0,020 1,670 -0,018

18 5,152 0,000 1,639




TABELA A.2 - Dados experimentais do experimento 1 B
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Tempé (horas) Biomassa (g/L) Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) u( h'l)
0 0,463 9,202 -0,771
2 0,903 8,217 - 0,102 0,352

4 1,760 7,618 0,565 0,342

6 3,472 6,291 1,245 0,296
8 6,053 1,755 1,801 0,144
10 7,355 0,579 1,995 0,089
12 8,683 0,051 2,161 0,029
14 8,610 0,020 2,153

TABELA A. 3 - Dados experimentais do experimento 2 A

Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) p(hh
0 0,325 9,900 1,124
2 0,597 7,510 0,516 0312
4 1,073 5.830 0,070 0,337
6 2,091 5,580 0,738 0,366
8 4,762 4,570 1,560 0,296
10 7,745 3,480 2.047 0,113
12 8.966 0,248 2,193 0,022
14 8.759 0,078 2,170 - 0,008
16 8,687 0,007 2,162 -0,014
17 8,520 0,000 2,142




TABELA A.4 - Dados experimentais do experimento 2 B
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Tempo (horas) -~ Biomassa (g/L)  Glicerol (gﬂd) " Ln biomassa (g/L) u( h'l)
0 0,345 0180 T 1,066
2 0,693 5,649 - 0,366 0,295
4 1,163 5.350 0,151 0,343
6 2,389 4,066 0,871 ' 0,279
8 3,846 3,810 1,347 0,179
10 5,144 2,097 1,638 0,103
12 6,007 0,626 1,793 0,054
14 6,471 0,571 1,867 0,060
16 7,652 0,127 2,035 0,057
18 8,267 0,008 2,112 0,010
20 8,008 0,005 2,080

TABELA A.5 - Dados experimentais do experimento 3 A

Tempo (horas) Biomassa (g/L) - Glicerol (¢/L)  Ln biomassa (g/L) ;L (h)
0 0,436 10,190 - 0.830
2 0,733 8.600 0,310 0,322
4 1,394 7.800 0,332 0,437
6 3,902 5,280 1,361 0,291
8 5,988 3,480 1,790 0,198
10 8,767 0,382 2,171 0,0534
12 9,060 0,131 2.204 20,010
14 8,336 0,070 2,120




TABELA A.6 - Dados experimentais do experimento 3 B
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Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) p(hh
0 0.603 9.761 20,505
2 1,049 8,217 0,048 0,305
4 1,908 6,890 0,646 0,319
6 3,665 5,264 1,299 0,276
8 6,060 3,895 1,802 0,104
10 6,776 0275 1,913 0,095
12 9,391 0,007 2,240 0,049
14 9,683 0,006 2,270 0,003
16 9,523 0,000 2,254




TABELA A.7 - Dados experimentais do experimento 4 A
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Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) p(hh
0 0,585 10,060 20,537
2 0,943 8,340 - 0,057 0,356
4 2,002 6,920 0,694 0,143
6 2,190 5,950 0,784 0,116
8 3,079 5,660 1,125 0,011
10 2,384 5,280 0,869 -0,110
12 2,013 4,650 0,699 -0,024
14 2,185 4,650 0,782 0,051
16 2,464 4,320 0,902 - 0,020
18 1,973 4,280 0,679 0,096
20 4,136 3,900 1,420 0,145
22 4,839 2.470 1,577 0,100
24 6,126 0,808 1,813 0,079
26 6,844 1,923 0,028
28 6,928 0,138 1,935 0,020
30 7,421 0,086 2,004 0,005
32 7,103 0,073 1,960




TABELA A.8 - Dados experimentais do experimento 4 B

Tempo (horas) Biomassa (/L)  Glicerol (/L) Ln biomassa (¢/L) p(hh
0 0,565 9,630 -0,571
2 0,748 - 8,517 - 0,291 0,176
4 1,092 6,676 0,088 0,212
6 1,683 5,949 0,521 0,234
8 2,697 4,023 0,992 0,056
10 2,424 0,556 0,885 0,094
12 4,103 0,534 1,412 0,249
14 6,737 0,488 1,907 0,124
16 : 7,931 0,041 2,071 0,027
18 7.792 0,007 2,053

TABELA A.9 - Dados experimentais para o experimento 5 A

Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (¢/L) Ln biomassva g/L) u( h‘l)
0 0,550 9,690 - 0,607
2 0,786 7,090 - 0,240 0,304
4 1,535 6,250 0,428 0,305
6 2,692 5.240 0,990 0,297
8 5,096 4.490 1,628 0,230
10 7,389 4,110 2,000 0,051
12 7.486 1,970 2.013 0,007
14 7,592 0,347 2,027 - 0,004
16 7.374 0,262 1,998 0,024
18 8.468 0,021 2.136 0,017

20 8,130 0,005 2,096




TABELA A.10 - Dados experimentais do experimento 5 B
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Tempo (horas) Biomassa (g/L)

Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) u(hh
0 0,258 9.850 - 1354 '
2 0,543 6,420 - 0,609 0,497
4 1,376 4,323 0,319 0,471
6 3,525 3,895 1,260 0,341
8 6,275 1,156 1,836 0,164
10 7,935 0,565 2,071 0,044
12 8,064 0,291 2,087 - 0,008
14 7,666 0,030 2,037
TABELA A.11 - Dados experimentais do experimento 6 A

Tempo (horas) Biomassa (¢/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa /L) p(hh
0 0,250 9,860 - 1,385
2 0,486 7.380 20,720 0,327
4 0,887 6,460 -0,119 0,384
6 1,908 5.950 0,646 0,351
8 3,703 4,860 1,309 0,305
10 6,380 3,310 1,929 0,159
12 8,589 1,130 2,150 0,094
13 9,380 0,964 2,238 0,040
14 9.497 0,349 2,251 0,001
15 9,364 0,007 2.237 - 0,047
16 8,196 0,004 2,104




TABELA A.12 - Dados experimentais do experimento 6 B
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Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) w(h™)
0 ~ 0,340 9.972 - 1,077
2 0,672 6,034 -0,397 0,386
4 . 1,397 4,537 0,334 0,392
6 3,042 4,194 1,113 0,330
8 5,627 3,852 1,728 0,206
10 7,732 1,926 2,045 0,125
12 9,526 0,727 2,254 0,044
14 9,822 0,077 2,299 - 0,009
15 9,614 0,031 2,285 - 0,017
16 9,503 0,015 2,252

TABELA A.13 - Dados experimentais do experimento 7 A

Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) p(h™h)
0 0,242 11,127 - 1,419
2 0,530 7,960 - 0,634 0,412
4 1,126 6,848 0,119 0,416
6 2,527 6,077 0,927 0,361
8 5.118 5307 1,633 0,200
10 6,803 4,108 1,917 0,110
12 8,150 1,198 2.098 0,101
14 10,210 0,039 2,324 0,026
16 10,000 0,010 2,303




TABELA A.14 - Dados experimentais do experimento 7 B

Tempo (horas) Biomassa(g/L)  Glicerol (g/L) Ln biomassa (g/L) ub( h‘)
0 0,536 9,982 - 0,624
2 0,911 8,560 - 0,093 0,277
4 1,556 7,746 0,442 0,360
6 3,520 5,820 1,258 0,297
8 | 5.765 3,509 1,752 0,203
10 8,202 0,291 2,104 0,099
12 - 9,391 0,169 2,240 0,023
14 9,258 0,076 2,225

TABELA A.15 - Dados experimentais do experimento 8 A

Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) w(hh
0 0,157 9202 - 1,849 |
2 0,360 7,875 - 1,020 0,457
4 0,821 7,190 0197 0462
6 1,954 7,019 0,670 0,349
8 3,616 6,591 1,285 0,226
10 5,224 4,793 1,653 0,109
12 6,040 5,436 1,798 0,095
14 7,652 4,674 2,035 0,044
16 7,752 0,109 2,048 0,001

18 7,692 0,004 2,040




TABELA A.16 - Dados experimentais do experimento 8 B

Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) u(hh
0 0,417 9,860 20873
2 0,911 8,130 - 0,093 0,377
4 1,816 5,350 0,597 0,347
6 3,612 3,550 1,284 0,290
8 6,144 3,120 1,815 0,221
10 9,077 0,353 2206 0,037
12 9,026 0,032 2,200 -0,011
14 8,687 0,018 2,162

TABELA A.17 - Dados experimentais do experimento 9 A

Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) p(hh
0 0,397 10,360 20,922
2 0,760 10,190 20274 0,283
4 1,259 8,860 0,230 0,345
6 2,643 6,030 0,972 0328
8 4,919 4,280 1,593 0,246
10 7,513 0,483 2,017 0,153
12 9,584 0,113 2239 0,023

14 9,205 0,019 2,220




TABELA A.18 - Dados experimentais do experimento 9 B
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" Tempo (horas) Biomassa (g/L)  Glicerol (g/L)  Ln biomassa (g/L) u(hh
' 0 0,407 11,680 - 0,899
2 0,914 10,310 - 0,090 0,341
4 1,661 8,990 0,507 0,328
6 3,240 4,450 1,176 0,310
8 6,031 2,910 1,797 0,238
10 8,986 0,800 2,196 0,081
12 9,882 0,680 2,291 0,006
14 9,304 0,015 2,330
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ANEXO B

Neste anexo sdo apresentados os graficos para determinagdo do fator de conversdo

de substrato em células, para todos os experimentos.

Determinagéio de Yx/s para o experimento 1 A
y = 0.112+0.473*xteps

e
g, /../
2 .
= 2 /
- o
/ /
1 P /
e
00 2 4 6 3 10

So - Si (g/L)

FIGURA B.1 - Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 1 A
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Determinagio de ¥xis para o experimento 1B
v =-0.061+).855%c+eps

6}
L]
C
=] .,-/
%4
52 ) /
1| /
~
//.
D L A 1 2 1
0 2 4 6 8 10

So - Si (gfL)

FIGURA B.2- Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 1 B

Determinagio de Yx/s para o experimento 2 A
v =-1.142+) 96 xteps

10

Xi- Xo(gl)

So - Si gl

FIGURA B.3- Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 2 A
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Deterrainagiio de Yxfs para o experimento 2 B
y=-1.171+H1.843*x+eps

: ./ g

6 - |
P _,.-"’/ »
@ /
{=]
" 4 e
e /

2t ®

L
D -~ e 1 1 L L
1] 2 4 i} 3 10
S0 -5i(gL)

FIGURA B.4 - Determinacio do fator de conversao de substrato em células

para o experimento 2 B

Deterrinagéo de ¥xfs para o experimento 34
y=-0.719H 20T xteps

10 ¢ /

¥i- Xo (gl)

So - Si(glL)

FIGURA B.5 - Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 3A
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Determinagio de Yxis para o experimento 3 B
¥ =-0.688+0 923 xreps

10

Xi - Xo (g/L)
[ ]

0 2 4 ] g 10
So - Si (g/L)

FIGURA B.6 - Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 3 B

Determinagio de ¥xfs para o experimento 4 A
v =-069+) 677" xteps

Xi- Xo(gl)
iy

0 2 4 6 8 10
S0 - SifglL)

FIGURA B.7 - Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 4 A
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Determinagio de Yiis para o experimento 4B
v =-1035H).766*xteps

Xi- Xo(gl)
iy

0 2 4 6 3 10
So - Si(gfL)
FIGURA B.8 - Determinacio do fator de conversido de substrato em células

para o experimento 4 B

Determinagio de Yxfs para o experimento 5 A
¥ =-1.113+0 899"+ eps

Xi- Xo

0 2 4 B g 10
So - Si (giL)

FIGURA B.9 - Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 5 A
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Determinagio de ¥xfs para o experimento 5 B
v =-1.247+0 831 *xteps

0 2 4 6 3 10
So - Si(glL)

FIGURA B.10 - Determinacio do fator de conversio de substrato em

células para o experimento S B

Deterreinacio de ¥xis para o experimento 6 &
v =-1576+H) 92 xteps

10

Xi- o (gl)

D 2 4 6 3 10
So - Si(gl)

FIGURA B.11 - Determinacio do fator de conversio de substrato em

células para o experimento 6 A
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Determinagio de Yxis para o experimento 6 B
y = -1.36+0 91*xteps

10
. o/.
. /
.
® 6f
o
v
2 &)
™
2t
0 / i . . N "
1] 2 4 6 8 10
So - Si{gfL)

FIGURA B.12 - Determina¢do do fator de conversio de substrato em

células para o experimento 6 B

Determinacio de Yxis para o experimento 7 &
y = -1.908+) 92*xteps

10 ¢

Xi- Xo (gl)

So- Si(gll)

FIGURA B.13 - Determinac¢io do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 7A
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Determinaggio de Yxis para o experimerto 7 B
y = -0.656+) 91 7*xteps

10

¥i-Zo(gl)

6 8 10
So - Si (gl

FIGURA B.14 - Determinacio do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 7 B

Determinagio de ¥xis para o experimento 8 &
y= 0211+ 839*xteps

gt /
oy
6|
=) .
o
LI
i3 ®
21 [
0 £ : : : : .
0 2 4 (i} 2 10

So - i (glL)

FIGURA B.15 - Determinagio do fator de conversio de substrato em

células para o experimento 8 A
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Detenminagio de ¥xis para o experimento 8B
¥ = -1.022+0 956 x+eps

10

Xi- Xo (gl

D 2 4 6 8 10
So - Si(gll)

FIGURA B.16 - Determinac¢io do fator de conversio de substrato em células

para o experimento 8B

Determinagio de Yx/s para o experimento 94
¥ =-030740 836" xteps

Xi- Xo (glL)

So - Sifgll)

FIGURA B.17 - Determinacio do fator de conversio de substrato em

células para o experimento 9 A
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Determinagio de Yxis para o experimento 9 B
v =-0.561+H) 825" cteps

10}

¥i- o (gl)

0 2 4 6 8 10 12 14
So-Si{gl)

FIGURA B.18 - Determinacio do fator de conversio de substrato em

células para o experimento 9 B
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