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RESUMO

Neste trabalho verificou-se o efeito das varidveis concentragdo de glicose, acetato
de amonio, DL-metionina, foésforo, 4acido oléico e solucao de sais na velocidade especifica
maxima de crescimento (Umax), assim como sacarose ¢ DL-metionina na velocidade
especifica de producdo do antibidtico cefalosporina C (), pelo fungo Cephalosporium
acremonium ATCC 48272, usando como ferramenta estatistica a técnica de planejamento
experimental e a andlise por superficie de resposta. Na otimiza¢do destas varidveis, os
ensaios foram conduzidos de acordo com os planejamentos fatoriais, fracionario, completo
e composto central, em fermentagdes em incubador rotatorio, variando as concentragdes
iniciais dos nutrientes do meio, a 28 °C, pH 7,0+0,1, com agitagdo de 250 rpm. Para
ambos os casos, um modelo ajustado de 2* ordem foi o que melhor correlacionou as
variaveis. Os resultados da otimizacdo mostraram que uma velocidade maxima de
crescimento de 0,22 h™' pode ser atingida para uma concentragio de glicose e acetato de
amonio em torno de 4,20 e 2,5 g/L, respectivamente, ¢ uma velocidade especifica de
producgdo de cefalosporina C de 1,12 mgcpc/geel.h para uma concentragdo de sacarose de
10,5 g/l e DL-metionina 2,5 g/LL com uma massa celular média, para produgado, de 14,0
g/L. O planejamento estatistico mostrou-se uma ferramenta bastante eficiente para
avaliacdao do bioprocesso, pois com a realizagdo dos ensaios propostos, foi possivel obter
valores de Lmax € i, Superiores aos encontrados na literatura.

Desenvolveu-se um modelo baseado na técnica de redes neurais para a simula¢io
de todo o dominio das concentragdes de glicose, acetato de amonio, DL-metionina,
fosforo, acido oléico e solugao de sais na velocidade especifica maxima de crescimento. A
rede que melhor representou os valores experimentais foi uma do tipo "feedforward", com
trés camadas e 22 neurénios na camada oculta, treinada com o algoritmo de
retropropagagdo, por um conjunto de resultados obtidos através de ensaios do
planejamento estatistico. As superficies obtidas pela simulagdo em amplo dominio de
concentragdes de glicose e acetato de amoénio, mostraram que o crescimento do
microrganismo segue um modelo cinético de inibigdo por este dois nutrientes, prevendo
altos valores de pmax para concentragdes de glicose e acetato de amonio, comparaveis com

os obtidos pelo modelo estatistico.
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ABSTRACT

The scope of the current work was to investigate the effect of glucose, amonium
acetate, DL-methionine, phosphorus, oleic acid and salt solution on the maximum specific
growth rate (Umax), as well as the effect of sucrose and DL-methionine on the specific

cefalosporin C production rate (W), by Cephalosporium acremonium ATCC 48272, using
factorial design and response surface techniques. The initial medium of fermentation was
used according to factorial design and the experiments were carried out in shaker flasks at
controlled temperature at 28 °C, initial pH of 7,0+0,1 and agitation speed 250 rpm. For
both specific rate the variables involved were correlated by a fitted second order model.
The canonic and surface response analysis showed a maximum specific growth rate of 0.22
h' obtained when glucose and amonium acetate concentration, were 4.2 , 2.5 g/L,
respectively, and specific cefalosporin C production rate of 1.12 mgcpc/gee.h when sucrose
and DL-methionine concentration, were 10.5, 2.5 g/L, respectively, for a celular
concentration of 14.0 g/L. The experimental design showed to be very efficcient in
evaluating the bioprocess, as long as high values of pimax € L, Were obtained in comparison
with literature data.

The feedforward neural network (FNN) was employed for modelling and
simulation the effect of glucose, amonium acetate, DL-methionine, phosphorus, oleic acid
and salt solution on the maximum specific growth rate. The network topologies were used
with 6 neurons in the input layer, 22 hidden layer and 1 output layer. The data base for
training the FNN was obtained from results of the factorial designs processed with a
backpropagation learning algorithm. The surfaces response obtained by simulations for all
range of glucose and amonium acetate concentrations showed inhibitory effect for the two
substrates on the maximum specific growth rate. The results of the simulation are in good

agreement with the experimental and statistical model results.



1 INTRODUCAO

Antibidticos sdo metabodlitos secundarios sintetizados através de bioprocessos
envolvendo microrganismos. Foi na década de 50 que os antibidticos comegaram a ser
amplamente utilizados, passando entdo a apresentar uma significativa atividade comercial.
Produtos como as penicilinas, tetraciclinas, eritromicinas, cefalosporinas e, mais
recentemente, o acido clavulanico passaram a desempenhar um papel vital no tratamento
de infecgdes bacterianas na medicina moderna. Assim, a fermentagdo surge como uma
meta importante no desenvolvimento de tecnologias de base bioldgica, através de
pesquisas em melhoramento genético de microrganismos, uso de substratos alternativos,
otimizagdo do cultivo, novas concepgdes, automatizagdo da operacdo e do controle do
processo, tecnologia enzimadtica, recuperacao dos produtos por técnicas mais eficientes e
menos onerosas, entre outras.

A industria farmacéutica se desenvolveu ao longo destes anos, principalmente na
fabricacdo de antibioticos. Entre estes B-lactamicos, as penicilinas e as cefalosporinas sdao
os mais importantes clinicamente. As cefalosporinas industriais sdo derivadas
principalmente da cefalosporina C, que sdo produzidas por mutantes altamente produtivos
do fungo estritamente aerobio Cephalosporium acremonium. A cefalosporina C apresenta
baixa atividade antibidtica, mas se torna imprescindivel na fabricacdo de cefalosporinas
semi-sintéticas, que sdo de grande utilizagdo clinica (Bayer ef al., 1989).

Na industria, a cefalosporina C ¢ usada atualmente como matéria prima para a
producdo das chamadas cefalosporinas semi-sintéticas, as quais representam um mercado
mundial de 9 bilhdes de dolares. Os antibioticos [-lactdmicos representam
aproximadamente 60% dos 23 bilhdes de dolares do mercado mundial de antibioticos
(Demain e Elander, 1999). Segundo Palma et al. (2001), uma lista dos 20 produtos
farmacéuticos mais vendidos nos ultimos anos, mostra que o CECLOR, uma cefalosporina
produzida pela Ely Lilly, tem vendas anuais da ordem de US$ 837 milhdes e o
ROCEPHIN, outra cefalosporina, produzida pela Roche, possui vendas anuais da ordem de
USS$ 665 milhdes.

Desse modo, tornam-se relevantes os estudos que apontem para o desenvolvimento
de tecnologias nacionais de producdo de cefalosporina C, principalmente aqueles que
incluam avangos tecnologicos e reducdo de custos, bem como pesquisas que explorem e

otimizem os bioprocessos de producao desse antibiotico. A produgdo industrial de



cefalosporina C, assim como a de outros metabolitos secundarios sintetizados por fungos
filamentosos, normalmente ¢é realizada através de culturas submersas em reatores
convencionais de tanque agitado e aerado. Processos em batelada alimentada t€ém sido
amplamente utilizados com o objetivo de otimizar a producdo de metabolitos secundérios
minimizando os efeitos repressivos comumente encontrados nestes processos (Matsumura
et al., 1980; Silva et al., 1998).

A producdo de cefalosporina C ¢ um cultivo caro, em que a matéria prima,
especialmente a fonte de carbono, representa um componente de elevado custo no
processo. As principais fontes de carbono utilizados pelas células para a produgdo de
cefalosporina C sdo a glicose e a sacarose, ¢ quando ambas estdo presentes no meio
provocam o fendmeno de diauxia, que se caracteriza pelo consumo desses carboidratos em
duas etapas. Na primeira, a glicose ¢ metabolizada priorizando o crescimento celular. Na
segunda, apds exaustdo da glicose, a sacarose passa a ser consumida gerando como
produto principal do seu metabolismo o antibiodtico cefalosporina C (Calam, 1984).

Um meio de cultura otimamente balanceado ¢ necessario para se alcangar boas
produtividades de antibiotico, juntamente com valores 6timos de temperatura, pH, agitagdo
e aeracdo. Portanto faz se necessario correlacionar quantitativamente estes parametros,
nesse tipo de bioprocesso, onde varias das multiplas variaveis envolvidas sdo
interdependentes. Um recurso utilizado quando varios pardmetros estao envolvidos, ¢ fazer
um planejamento fatorial que permita tratar grande niimero de varidveis com um niimero
minimo de ensaios. A metodologia do planejamento fatorial associada a andlise de
superficie de resposta ¢ um ferramenta fundamentada na teoria estatistica, fornecendo
informagdes mais seguras do processo, minimizando o empirismo que envolvem técnicas
de tentativa e erro (Box et al., 1978).

Outra técnica que vem se tornando uma ferramenta importante na engenharia
quimica ¢ a computacao neural. A razdo para seu crescimento nesta area € a perspectiva de
que as redes neurais resolvam problemas dificeis de serem resolvidos com a tecnologia
disponivel da computagdo digital (Lau, 1990). A principal caracteristica de uma rede ¢ sua
capacidade de reproduzir com fidelidade o comportamento de sistemas ndo-lineares,
demandando tempos de processamento muito reduzidos. Além disso, dispensa a elaboracao
de modelos matematicos baseados em equacdes fundamentais e constitutivas as quais,

muitas vezes, pressupdem a adocao de grande nimero de hipdteses simplificadoras para se



tornarem trataveis, principalmente em se tratando de bioprocessos de producdo de um
metabolito secundario (Baughman e Liu, 1995).

Segundo Bulsari (1995), com as diversas estruturas neurais e algoritmos de
aprendizagem propostos pOr varios pesquisadores, redes neurais possuem certas
caracteristicas que beneficiam o seu uso em sistemas biologicos. Os atributos de uma rede
neural, tais como aprender através de exemplos, generalizagdes redundantes e tolerancia a
falhas, proporcionam fortes incentivos para a escolha de redes neurais como uma escolha
apropriada para aproximag¢ao na modelagem de sistemas bioldgicos.

Desde o ponto de vista de engenharia de bioprocessos um meio de cultura ideal
além de ser estequiometricamente balanceado para evitar desperdicios ou insuficiéncias de
substratos deve favorecer altas taxas de crescimento de células e de biossintese do produto.
Conseguir definir um meio de cultura com essas caracteristicas ¢ uma tarefa complexa ja
que a utilizagdo de um meio com composicdo estequiometricamente balanceada nado
implica na obtencdo de taxas de crescimento celular e/ou de biossintese de produto
otimizadas. A clucidagdo das caracteristicas cinéticas do crescimento e da formagao do
produto sdo essenciais para a defini¢do, tanto da composi¢do do meio, como da estratégia
de adicdao dos nutrientes ao biorreator durante o andamento do bioprocesso. Assim, neste
trabalho utilizou-se este conceito na otimizacdo da composi¢ao do meio de cultura para
producdo de cefalosporina C por Cephalosporium acremonium..

Os objetivos deste trabalho foram:

1 - Identificar os componentes do meio de cultivo mais importantes, concentracao
de glicose, acetato de amonio, DL-metionina, fosforo, 4cido oléico e solu¢ao de sais na
fase de crescimento celular, sacarose e DL-metionina na fase de produc¢do de cefalosporina
C pelo fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272, bem como correlacioné-los com
a velocidade especifica méaxima de crescimento (Umax) € a velocidade especifica de
produgdo de antibidtico (,), objetivando altos rendimentos na obten¢do de biomassa e
producado de antibiotico mediante o uso da ferrementa estatistica de planejamento fatorial e
a analise por superficie de resposta:

2 - Utililizar a técnica de redes neurais para correlacionar as concentragdes dos
componentes do meio de cultivo mais importantes para a fase de crescimento celular do
fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272 com a velocidade especifica mdxima de
crescimento (Lmax), Objetivando a obtencdo de um modelo cinético representativo com

capacidade preditiva para um amplo dominio de composi¢des do meio de cultura.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Cefalosporina: Historico, Estrutura Quimica e Biossintese

Alguns pesquisadores (Cooney, 1979; Swartz, 1985) adotam o ano de 1929, quando
Alexander Fleming relatou a descoberta da penicilina, como sendo o inicio de uma série de
eventos que desencadearam o desenvolvimento dos processos biotecnologicos.

O inicio da produgdo industrial das penicilinas foi em 1941, nos Estados Unidos,
empregando meio soélido onde crescia o fungo Penicillium notatum, atingindo uma
produgdo equivalente a 0,006-0,012 mg de benzil penicilina (Swartz, 1985). Em 1942,
Monod estabeleceu uma relagdo entre concentracdo de substrato limitante e pardmetros
cinéticos dos processos bioquimicos, utilizando um sistema envolvendo bactérias. Nos
anos 50 iniciou-se nos Estados Unidos os estudos empregando culturas submersas em meio
liquido e trabalho como o de Soltero e Johnson (1953) foi de grande importancia para que
no futuro as operagdes em batelada alimentada fossem amplamente utilizadas nos
processos onde ocorre inibicao pelo substrato.

A Cefalosporina foi descoberta em 1945 na Sardinia, quando Giuseppe Brotzu
examinando a flora microbiana da d4gua do mar préxima a um despejo de dguas residudrias
em Cagliari, isolou o fungo Cephalosporium acremonium. Brotzu observou que este
microrganismo semeado em meio s6lido com agar segregava um material que inibia uma
variedade de bactérias Gram' e Gram". O isolamento de uma linhagem resultou na
producdo significativa de material antibidtico quando cultivado em meio contendo glicose
e amido. Brotzu realizou uma série de estudos com o composto secretado pelo fungo,
salientando a importancia em prosseguir os estudos. Desta forma, uma cultura deste
microrganismo foi enviada a Oxford em 1948. Os primeiros estudos resultaram na
descoberta da cefalosporina P (1949), extraida dos fluidos da cultura por meio de solventes
organicos. Esse composto apresentava atividade somente contra bactérias Gram', ndo
sendo, portanto, o antibidtico descrito por Brotzu. No mesmo ano foi descoberto um
segundo antibidtico, a Cefalosporina, N que agia contra bactéria Gram' e Gram™ e que
permanecia na fase aquosa do fluido da cultura apds a extracdo da Cefalosporina P,
provavelmente os descritos pelas observagdes de Brotzu (Abraham e Loder, 1972).

A cefalosporina N foi renomeada penicilina N, ap6s a descoberta de que sua

molécula era composta de um anel [-lactimico fundido a um anel tiazolidina,



caracteristico das penicilinas. Durante o estudo da estrutura quimica da penicilina N,
Abraham e Newton (1954, apud Abraham e Loder, 1972), descobriram um segundo
antibidtico hidrofilico entre os metabdlitos produzidos pelo microrganismo enviado por
Brotzu. Esta substancia foi denominada cefalosporina C e era obtida na forma de cristais
de sal sodico apds sua separagao do caldo da cultura. Assim, em 1953 iniciava-se um novo
capitulo dos antibiodticos -lactamicos com a descoberta da cefalosporina C.

A Figura 2.1 ilustra a estrutura quimica da penicilina N, onde observa o sistema

biciclico de anéis caracteristicos da penicilina (grupo penam) (Abrahan e Loder, 1972).

penicilia N | B-lactamico :
HN_ d is. CHs
CH(CHz)a
HOOC” | :

__{%%D:___
=
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————  SIUPO pCnam ————3»

Figura 2.1: Estrutura quimica da penicilina N.

A estrutura quimica da molécula de cefalosporina C ¢ representada na Figura 2.2,
onde se observa que este composto difere da penicilina N pela presenca de um anel
dihidrotiazina no lugar do anel tiazolidina e pela presenca de um grupo acetoximetila
ligado ao C-3 do sistema de anéis da cefalosporinas. Este conjunto de anéis ¢ denominado

grupo cefem (Abrahan e Loder, 1972).
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Figura 2.2: Estrutura quimica da cefalosporina C.



O isolamento e caracterizagdo do nucleo da penicilina, o acido 6-
aminopenicilamico (6-APA), no final dos anos cinqiienta, abriu caminho para a producao
das chamadas penicilinas semi-sintéticas (Vandamme, 1984). Seguindo a mesma linha,
anos mais tarde produziu-se o acido cefalosporanico (7-ACA) a partir da cefalosporina,
sendo este, intermediario chave para a produg¢do das cefalosporinas semi-sintéticas

(Savidge, 1984). A Figura 2.3 apresenta a estrutura quimica do 6-APA e 7-ACA.

H,N s{‘h HN S
e i
N = N |
o’ COOH o? CHO0CCH;
COOH
6-APA o

Figura 2.3: Estrutura quimica dos intermediarios para a producao
das penicilinas e cefalosporinas semi-sintéticas, 6-APA e 7-ACA.

Um problema que tem sido enfrentado ¢ o do aumento da resisténcia das bactérias
aos antibioticos P-lactamicos. Pesquisas tém sido feitas no sentido de aumentar a
resisténcia das cefalosporinas semi-sintéticas as [-lactamases. As cefalosporinas semi-
sintéticas sao classificadas como de primeira, segunda e terceira geragao dependendo do
seu espectro de acdo e sua resisténcia a degradagdo enzimdtica. A quarta gerac¢do inclui
moléculas com um espectro similar a da terceira, mas com um notdvel aumento da
estabilidade a hidroélise por B-lactamases (Marzo e Bo, 1998; Demain e Elander, 1999).

A rota biossintética de producdo de cefalosporina C mostrada na Figura 2.4, esta
diretamente relacionada a biossintese de trés aminoacidos: acido a-aminoadipico (o-
AAA), valina e cisteina, e atualmente encontra-se bem caracterizada quimica e
cineticamente (Weil et al., 1995). Ela comega com a reagdo do acido L-a-aminoadipico, o
qual reage com L-cisteina para fazer o d-(L-o-aminoadipil)-L-cisteina que sdo catalisados
pela enzima aminoadipil-cisteinil-valina sintetase (ACV sintetase ou ACVS). ACVS
também catalisa a adi¢do de L-valina a 6-(L-a-aminoadipil)-L-cisteina para formar d-(L-a-
aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (LLD-ACV).

Sabe-se que este tripeptideo € o precursor obrigatorio da cefalosporina e penicilina
(Vining et al., 1990). O LLD-ACV sofre uma ciclizacdo oxidativa do anel pela enzima

isopenicilina N sintetase (IPNS), a ciclase, para formar isopenicilina N. Esta ultima ¢
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epemerizada a penicilina por meio da enzima isopenicilina epimerase. A enzima
desacetoxicefalosporina C sintetase (DAOCS), a expandase, converte penicilina N para
deacetoxicefalosporina C (DAOC) via uma expansdo oxidativa do anel. Esta mesma

enzima também realiza a hidroxilagdo de DAOC para deacetoxicefalosporina C (DAC) e

J4

esta atividade ¢ chamada deacetoxicefalosporina C hidroxilase (DAOCH). Finalmente
DAC reage com acetil-coezima A para formar cefalosporina C (CPC) por meio da enzima
deacetilcefalosporina C acetiltransferase. Outra enzima, uma acetilhidrolase, esta presente
no C. acremonium ¢ pode converter cefalosporina C de volta a DAC, um acontecimento
normalmente indesejado.

L-cisteina

L
H,N-CH-CH,SH

L . .. COOH S(L-a-aminoadipil)L-cisteina
acido L-a-aminoadipico
H)N L

H,N_
CH-(CHy);COOH /CH*(CH2)3*CONH*$H*CH2SH

HOOC HOOC

H,N_D H S
/CH(CHQ)_?,COI\I'/
HOOC o7 N__—

COOH
Cefalosporina C (Cephalosporium acremonium)
Figura 2.4: Rota biossintética da formacao de cefalosporina C (Smith, 1985;Weil et al.,

1995).
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Como ja mencionado, a cefalosporina C ¢ produzida principalmente por linhagens
mutantes de Cephalosporium acremonium com altas capacidades produtivas. As linhagens
da espécie Cephalosporium sp do género Acremonium reproduzem-se principalmente por
esporulacdo assexuada, através da qual sdo formados pequenos conidios. Estes conidios
sdo normalmente unicelulares, elipsoidais ou cilindricos com extremidades arredondadas,
ocasionalmente, curvos ou quase esféricos com dimensdes em torno de 3-7 pm de
comprimento por 1-2 um de largura e mantidos em grupos, na extremidade da célula
conidiogénica, adjacente ao seu septo basal. As células conidiogénicas sdo longas e
estreitas, normalmente nao septadas, variando de comprimento de acordo com a linhagem.
Assim como ocorre com outros fungos superiores, a estrutura vegetativa desta espécie
apresenta-se sob a forma micelial, compostas por longos e finos filamentos denominados
hifas (Moss, 1987).

O Cephalosporium acremonium cresce em uma ampla faixa de temperatura (20 -
35 °C) e pH (4,0 - 9,0). Contudo, uma significante esporulagdo ocorre dentro de uma faixa
de pH de 6,0 a 7,0 (Nash et al., 1985). A morfologia deste microrganismo, durante o
bioprocesso, depende das condigdes em que este ¢ conduzido e da linhagem do
microrganismo utilizado e varia entre as formas pelletizada e dispersa. A forma dispersa ¢é
a mais comum nas fermentacdes industriais de antibioticos e consiste de hifas ramificadas
ou nao (livremente dispersa) e agregadas (Tucker e Thomas.,1992).

O Cephalosporium acremonium ¢ heterotréfico e aerdbio. No bioprocesso de
produgdo de cefalosporina C por este fungo sdo usados meios sintéticos € complexos como
agua de maceragdo de milho, extrato de carne, sacarose, glicose e acetato de amonio. As
fermentagdes sdo conduzidas em pH 7,0, temperaturas de 25 a 28 °C e concentracdo de

oxigénio dissolvido em torno de 30% do valor da saturacdo (Calam, 1987).

2.2 Metabolismo Primario e Secundario

No processo de fermentagdo de cefalosporina existem duas fases distintas de
crescimento: a trofofase, quando altas taxas de crescimento resultam num rdpido
desenvolvimento de biomassa e a idiofase, em que aparece o produto no meio de cultura
com nenhum ou pouco aumento na quantidade de biomassa (Demain, 1971).

O processo de crescimento ¢ extremamente complexo. Ele envolve: a formagao de

proteina, carboidratos e outras substancias que compdem a célula; um mecanismo para a



extensdo de paredes e hifas por meio do qual esses componentes sao inseridos no lugar; o
estabelecimento de um sistema enzimatico ordenado dentro das células; o estabelecimento
de um mecanismo formador de energia para suprir as operagdes quimicas envolvidas com
esses processos; o desenvolvimento de organelas celulares tanto quanto ramificagdes e
producado de esporos e a formagao de metabolitos secundarios. A energia suprida na forma
de ATP ¢ requerida para o crescimento celular ¢ manutencdo, ¢ também usada para a
biossintese dos produtos metabolitos secundarios. Os principais responsaveis pela
biossintese sdo as proprias células, que contém todas as enzimas requeridas para esse
proposito. Entdo, para altos rendimentos, uma boa concentragdo de células trabalhando
eficientemente ¢ necessaria (Calam, 1984).

Podemos considerar como metabolitos secundérios, aqueles compostos cuja
formag¢do ndo estdo diretamente integradas aos processos biossintéticos basicos de
formagdo da biomassa. Aparentemente ndo tem importancia para o desenvolvimento na
fase proliferativa dos microrganismos. O papel do metabolismo secundario parece ser uma
parte essencial do metabolismo celular, freqlientemente junto com um mecanismo que
capacita a célula a resistir a uma auto-intoxicac¢ao (Cunha, 1975).

Apesar dos metabolitos secundarios diferirem dos primdrios tanto na estrutura
quanto na atividade metabodlica, seus processos biossintéticos ndo sao mutuamente
exclusivos, interagindo de maneira complexa através da competi¢do por intermedidrios
metabolicos chaves. Embora se tenha conhecimento de uma grande quantidade de
metabolitos secundarios, geralmente estes sdo sintetizados a partir de um pequeno niimero
de precursores chaves através de etapas que compreendem relativamente poucas reagdes
desviadas do metabolismo primario em um numero limitado de pontos da rota biossintética
(Demain et al., 1983).

A dissociacdo existente entre a fase de crescimento e a fase de produgdo ¢ devido
ao retardamento dos mecanismos de producdo de metabodlitos secundarios durante a
trofofase. Nos estdgios inicias, muitos organismos sao sensiveis ao seu proprio antibiotico,
no entanto, apds a fase de rapido crescimento, tornam-se fisiologicamente resistentes ao
antibiodtico externo (Drew e Demain, 1977). Os mesmos autores concluiram que o atraso na
formacdo do produto secundario ¢ um dos mais importantes mecanismos, através do qual
os microrganismos produtores de antibioticos protegem-se dos efeitos danosos do mesmo.

Demain et al. (1963), por meio de varios experimentos elaboraram um meio

sintético, do qual obteve-se um produgdo de aproximadamente de 500 pg de cefalosporina
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por mL de caldo. O meio de cultura continha 3,6% de sacarose e 2,7% de glicose como
fontes de carbono, DL-metionina como fonte de enxofre, sulfato de amoénio como fonte de
nitrogénio, além de outros componentes e sais. Esta relacdo entre os aguicares mostrou ser
muito eficiente na promogao da sintese de cefalosporina C.

Matsumura et al. (1978), registraram o comportamento caracteristico do consumo
dos acucares glicose e sacarose, pelo Cephalosporium acremonium M8650 em um
biorreator agitado de 30 L em batelada. Os resultados mostraram que primeiramente
ocorreu o rapido consumo da glicose a0 mesmo tempo em que o crescimento celular era
intenso. Apos exaustdo da glicose iniciou-se a utilizacdo da sacarose e a biossintese de
Cefalosporina C. Pequeno incremento na concentragdo celular foi observado durante a
producdo. Os autores ainda verificaram mudangas caracteristicas na morfologia do
microrganismo, observaram microscopicamente hifas finas na trofofase e hifas
entumecidas e altamente fragmentadas durante a idiofase que passavam a artrosporos ao
final da fermentagao.

Araujo (1996), estudou o processo de producdo de cefalosporina C na forma livre
em frascos agitados em mesa rotativa a 250 rpm, temperatura de 26 °C e pH inicial de 7,0
utilizando células de Cephalosporium acremonium ATCC 48272. A Figura 2.5 ilustra os
resultados experimentais do processo em meio contendo glicose e sacarose. Pode-se
observar o comportamento diduxico através do qual a glicose ¢ preferencialmente
consumida a sacarose, ¢ o bom rendimento celular no agucar mais facilmente
metabolizavel. O autor observou diferentes formas celulares no decorrer do processo; hifas
finas, fragmentos de hifas entumescidas e artrosporos para amostras recolhidas em 24, 96 e
144 horas de processo em meio de producido, respectivamente.

Silva (1998), realizou experimentos em biorreator no regime batelada convencional
por um periodo de 144 horas com 4,5 litros de meio de fermentacdo, tendo como fontes de
carbono a glicose 27 g/L e a sacarose 36 g/L. O fermentador foi inoculado com 300 mL de
inéculo e controlou-se o oxigénio dissolvido em 27% da saturacdo através da variagao
automatica da velocidade de agitacdo entre 250 e 500 rpm, temperatura de 26 °C e uma
vazdo de ar mantida em 3 L/min. A Figura 2.6 ilustra os resultados obtidos pelo autor,
evidenciando o fendmeno da diauxia, com o consumo de toda a glicose, com acelerada
formacdo de biomassa, até aproximadamente 47 horas e, em seguida, pela lenta
assimilacdo da sacarose e a formacdo do antibidtico, com manutengdo ou pequeno

incremento na biomassa. Na Figura 2.7 pode-se observar a grande demanda de oxigénio ¢ a
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crescente producdo de dioxido de carbono durante a fase de formacdo de biomassa e
consumo de glicose. No inicio da assimilacdo da sacarose ocorreu uma inversao,
caracterizada por queda na formagdo de CO; e no consumo de O,. A Figura 2.8 mostra a
varia¢ao do pH na qual observa-se uma diminui¢ao no valor deste durante a assimilagdo da
glicose para o crescimento celular, seguido de um aumento a partir do inicio do

metabolismo da sacarose e estabilizagdo da biomassa.
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Figura 2.5: Resultados experimentais de um ensaio do processo de producdo de
cefalosporina C com células livres de C. acremonium C-10, em mesa rotativa a 250 rpm,
temperatura de 26 °C (Araujo, 1996).
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Figura 2.6: Resultados experimentais de um ensaio do processo de producdo de
cefalosporina C com células livres de C. acremonium C-10, em fermentador no regime

batelada convencional a 250-500 rpm, temperatura de 26 °C (Silva, 1998).
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Figura 2.7: Resultados experimentais da porcentagem molar de CO;, e O, presentes nos
gases de saida de um fermentador operado no regime batelada convencional para produgao
de cefalosporina C com células livres de C. acremonium C-10 a 250-500 rpm, temperatura

de 26 °C (Silva, 1998).
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Figura 2.8: Resultados experimentais da variagdo do pH referentes a um ensaio do
processo de produgdo de cefalosporina C com células livres de C. acremonium C-10, em

fermentador no regime batelada convencional a 250-500 rpm, temperatura de 26 °C (Silva,
1998).

2.3 Regulacao do Metabolismo no Crescimento e na Producao de Antibidtico

A elucidacdo das rotas biossintéticas de producao das penicilinas e cefalosporinas,
mostrou que a producdo destes compostos envolvia complexos mecanismos de inducao,
regulacdo por retroalimentacdo e regulagdo catabolica (Drew e Demain, 1977; Vining et
al., 1990). A dificuldade em atuar diretamente nestes mecanismos de regulacao dificultava
0 avanco na area, pois sem o completo entendimento destes, era possivel somente
manipular o ambiente extracelular, esperando que este atuasse de modo positivo
otimizando o processo, através da agdo nos mecanismos intracelulares (Lim e Lee, 1991).

Segundo Drew e Demain (1977), a resposta a aditivos estimulatorios em certas
fermentagdes de metabdlitos secundarios assemelha-se ao fendmeno de inducao enzimatica
no metabolismo primario, embora nao se conhegam precisamente os mecanismos através
dos quais certos metabolitos primarios induzem as enzimas do metabolismo secundario.
Segundo os mesmos autores, num processo em batelada, normalmente a molécula
responsavel pela inducdo do metabolismo secundario deve ser adicionada antes da sintese

do produto, ou seja, durante a fase de crescimento celular. Ainda, o metabolito primario



14

indutor deve exercer um papel estimulatério independente de qualquer outra funcao tal
como a de um precursor do metabolito secundario em questao. Moléculas com estruturas
analogas a molécula indutora devem ser capazes de substitui-la na funcdo reguladora.
Finalmente, como todos os fenomenos regulatérios sdo dependentes da concentracdo, deve
ocorrer um aumento na concentragdo de indutor no interior da célula num breve periodo
antecessor ao aparecimento das enzimas responsaveis pela sintese do metabolito
secundario. Demaim et al. (1983), ressalva ainda que em muitos casos 0s precursores nao
apresentam nenhuma atividade quando suas velocidades de formacao ndo sao as limitantes
do processo e, desta forma, o processo de selecdo de aditivos revela efeitos extremos,
estimulatdrios e até inibitorios, das moléculas precursoras "nao-chave" sobre a producgdo de
metabolitos secundarios.

Alguns aspectos tém sido mais estudados em relag@o a sintese da cefalosporina: a
inducdo da producdo de cefalosporina pela metionina e a repressdo catabolica por agucares
de rapida assimilacao.

Demain et al. (1963), investigaram o papel estimulatéorio da metionina, um
aminoacido contendo enxofre, para producdo de cefalosporina C e verificaram que a
auséncia da DL-metionina no meio de fermentacdo provocava uma reducdo da produgdo de
cefalosporina. Esses autores verificaram também, que a D-metionina era mais ativa que a
forma L, mas que a acdo da DL-metionina era praticamente a soma dos efeitos individuais
dos isomeros D e L.

Caltrider e Niss (1966), constataram que a metionina ndo era essencial para o
crescimento celular, mas exercia um efeito positivo quando adicionada durante a trofofase.
Assim propuseram que o atomo de enxofre da molécula de cefalosporina era proveniente
da metionina, apesar de haverem outras fontes de enxofre no meio. Esses autores
concluiram também que a metionina € primeiramente, convertida em cisteina um dos
precursores da cefalosporina C, e entdo ¢ incorporado a rota biossintética. Drew ¢ Demain
(1977), mostraram que a metionina, no entanto, ndo atua apenas como doadora do atomo
de enxofre, uma vez que a norleucina, um composto semelhante & metionina sem o 4&tomo
de enxofre também tem um efeito estimulatorio na producdo de cefalosporina. Esses dois
compostos, tanto a metionina quanto a norleucina, agem através de mecanismos comuns a
ambas. Por isso, a metionina, ¢ nao s6 o doador preferencial de enxofre, mas também
estimula a producdo do antibidtico por outros mecanismos. Demain et al. (1983),

mostraram que as atividades das enzimas na cicliza¢do e expansido do anel sdo maiores em
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culturas contendo metionina, explicando assim, mais uma influéncia desta no mecanismo
regulatoério.

Kitano et al. (1977), realizaram estudos comparativos do efeito da metionina na
produgdo de cefalosporina C por varios fungos e foi verificado que a metionina estimula a
sintese do antibidtico em apenas algumas linhagens de C. acremonium. Em outras
linhagens, a metionina tem efeito nulo ou até, efeito inibitorio. Lewandowska e Paszewski
(1988), investigaram a relagdo entre a produtividade de cefalosporina, com o metabolismo
do enxofre de cada linhagem, examinaram os niveis de varias enzimas deste metabolismo
em algumas linhagens C. acremonium. Os resultados obtidos indicaram que as linhagens
estudadas apresentaram diferentes niveis de algumas enzimas que responderam
diferentemente as varias fontes de enxofre. A linhagem que apresentou maior
produtividade foi a que exibiu maiores niveis das enzimas que favorecem a sintese da
cisteina. Os autores concluiram que, era necessario adicionar tanto sulfato quanto
metionina para que se possa assegurar uma maior producao de cefalosporina.

Lemke e Nash (1972), observaram quatro tipos morfoldgicos distintos de C.
acremonium durante a fermentagdo em culturas submersas utilizando-se meio sintético:
hifas finas, fragmentos de hifas entumescidas (artrosporos), conidios e conidios em fase de
germinagdo. Os dados obtidos com varias linhagens de C. acremonium revelaram que a
maioria delas sdo capazes de se transformar em artrosporos, morfologia induzida pela
metionina, apresentando uma maior capacidade produtiva. Porém foi também verificada a
diferenciagdo morfoldégica em um mutante ndo produtor, eliminando-se portanto a
obrigatoriedade da relacao entre a morfogénese ¢ a sintese de antibidtico.

Matsumura et al. (1980), realizaram um estudo comparativo entre as linhagens de
C. acremonium M8650 ¢ CW19 em processo no modo batelada para a producdo de
cefalosporina C. Observaram que a linhagem mais produtiva CW19 apresentou uma maior
capacidade de acumular a metionina intracelularmente ap6s a exaustdo da glicose, ou seja,
ao final da fase de crescimento e um pouco antes da fase de sintese da cefalosporina C.
Ainda, estes autores verificaram que a maior atividade do complexo enzimatico
responsavel pela sintese da cefalosporina C coincidiu com a presenga, no meio de cultura,
de fragmentos de hifas entumescidas e altamente septadas que apresentavam uma grande
concentragdo enddgena de metionina.

Um outro tipo de regulagdo do metabolismo secundario, inclusive a cefalosporina

C, ¢ a regulagdo por retroalimentagdo ou por catabdlitos presentes no meio reacional cujos
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mecanismos basicos compreendem a repressao ou a inibigdo. A repressdao age em nivel
genético e controla a sintese de uma ou mais enzimas; a inibi¢do age em nivel molecular,
diminuindo a atividade dessas enzimas. A ocorréncia da regulacdo por retroalimentagdo,
tanto através do mecanismo de inibi¢do como de repressdo, normalmente depende da
concentragdo de um produto final do metabolismo primario. Uma forma deste tipo de
regulacdo comum a sintese de muitos antibidticos ¢ a repressdo ou inibigdo que estes
metabolitos exercem sobre uma ou mais sintetases responsaveis por sua propria formacao
(Demain, 1984).

Segundo Zanca e Martin (1983), a repressdo catabolica ¢ exercida por fontes de
carboidratos facilmente assimilaveis, como € o caso da glicose, principalmente, da frutose
e da maltose, o que nao acontece quando se utilizam agtcares de metabolismo mais lento
como a sacarose. A glicose ¢ uma excelente fonte de carbono e de energia para o
crescimento celular, mas quando estdo em altas concentragdes reprime a producdo da
maior parte dos antibidticos B-lactdmicos, inclusive de cefalosporina C. No processo de
producdo desse antibiotico, em altas concentragdes de glicose, ocorre a repressao das
enzimas responsaveis pelas etapas de ciclizagdo e expansdo do anel tiazolidina da
penicilina N.

Behmer e Demain (1983), utilizando extratos de células de Cephalosporium
acremonium, estudaram a regulagdo catabodlica pelo carbono na sintese de antibidticos [3-
lactamicos e verificaram que o maior efeito de altas concentragdes de glicose estd sobre a
formacdo de cefalosporina, enquanto que o efeito sobre a producdo de Penicilina N ¢
praticamente nulo, quando comparado com meio padrdao glicose-sacarose. Foi verificado
que a enzima de expansdo do anel, a expandase, foi reprimida pela glicose, mesmo a
concentragdes relativamente baixas. Por outro lado, a inibi¢do da producao da Penicilina N
requer concentracdo de glicose alta, concentracdo baixa (abaixo de 6%) teve pequeno ou
nenhum efeito inibitdrio sobre a produgao.

Heim et al. (1984), em fermentacgdes realizadas em frascos agitados confirmaram a
conclusdo de Behmer e Demain (1983) de que o efeito de repressio da sintese da
cefalosporina pela glicose ¢ resultado da repressdo da expandase. No meio padrio (2,7%
glicose e 3,6% sacarose), ciclase e expandase apareceram seqiiencialmente. O posterior
aparecimento da expandase coincide com a deplecdo de glicose do meio. Alimentando
mais glicose a 2,7% em 54 horas, resultou na auséncia da formagdo da expandase sem,

porém, afetar a ciclase.
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Durante a fase de producao de cefalosporina, deve-se evitar a0 maximo a repressao
catabolica, mantendo-se a concentragao de glicose abaixo de um valor critico. Por outro
lado, Bayer et al. (1989) verificaram que, se a concentracdo de glicose estiver muito baixa,
diminuird muito a produtividade. Assim, segundo esses autores, a concentracao de glicose
deve ser mantida em um valor 6timo de 50 a 100 mg/L, o que pode ser conseguido através
de anélise "on-line" da glicose e por operagdes semicontinuas como batelada alimentada.

Zanca e Martin (1983), em experimentos para avaliar a formacdo seqiiencial de
penicilina N (Pen N) e cefalosporina C (CPC), sugeriram a ocorréncia do sistema de
expansao do anel durante a reagdo de conversdo de Pen N em CPC. Quando os niveis de
substrato foram mantidos altos por repetidas adi¢des de glicose, ocorreu pouca produgao
de antibidtico. A desrepressao seria obtida pela alteragdo no nivel de certo ativador
intracelular, em resposta a um decréscimo da concentracdo de glicose a partir de um
determinado valor no caldo de cultura. Os pesquisadores cogitaram que a formagao
seqliencial dos sistemas Pen N sintetase seria resultado de uma desrepressao diferencial da
formag¢do de enzimas resultante dos efeitos de diferentes niveis de glicose no meio, abaixo
dos quais elas comecariam a fazer efeitos. Nestes experimentos observou-se que a sintese
de cefalosporina C foi fortemente reduzida pela glicose, enquanto houve acumulo de
penicilina N. O incremento de Pen N na presenca de glicose foi mais provavelmente o
resultado do decréscimo na conversdo de Pen N em CPC do que devido ao estimulo da
formagdo de Pen N de seus precursores. Desta forma, verificou-se que a repressao, mais
que a inibicdo, foi a regulacdo mais relevante exercida pela glicose na sintese de
cefalosporina C.

Kennel (1977, apud Drew e Demain, 1977), verificou que a presenca de acUcares
rapidamente assimildveis nos meios de cultura (glicose, maltose, frutose) resultaram numa
menor produ¢do de antibidticos B-lactdmicos do que aglicares de metabolismo mais lento
(sacarose, galactose). Este autor também observou que baixas concentracdes de glicose no
meio de cultura permitem a obtencdo de uma maior producgdo de B-lactamicos do que altas
concentragdes do agtcar e, apesar de ndo ter evidenciado a repressdo catabolica pela
glicose, detectou um tipo de inibicdo catabolica combinada da glicose e amonia sobre as

sintetases dos antibioticos.
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2.4 Processos de Producio

Em comparacdo com a industria quimica, a qual freqiientemente trabalha com altos
rendimentos nas suas reagdes, a industria bioquimica opera ainda a rendimentos muitos
baixos. Isto ¢ algo natural, uma vez que os processos empregando microrganismos
envolvem mecanismos regulatorios complexos, e muitas vezes, ainda ndo elucidados
completamente. Muitos progressos com relagdo ao melhoramento da produgdo sdo
resultados da compreensdo da fisiologia e interacdo deste microrganismo com 0 meio
ambiente em fermentadores, assim como da habilidade de manipular fluxos metabolicos
usando biologia molecular. O desenvolvimento de linhagens mutantes altamente
produtivas, a aplicacdo da tecnologia do DNA-recombinante, melhoramentos na
transferéncia de oxigénio, desenvolvimento de meios de fermentagdo e estratégias de
alimentagdo de nutrientes, tem proporcionado significativos aumentos de produtividade
(Skatrud et al., 1997).

Geralmente, a producdo de antibidticos € realizada convencionalmente através de
culturas submersas dos fungos em tanques providos de agitagdo mecanica e aeracdo. Numa
fermentagdo tipica, a maior parte da biomassa requerida para uma velocidade 6tima de
sintese de antibiotico ¢ obtida durante as primeiras 60 - 80 horas de fermentagdo. O
periodo total do processo ¢ de aproximadamente 160 horas e utiliza-se uma grande
variedade de meios para se obter uma produgdo 6tima. Além da otimizagdo dos meios de
cultura, uma maior producdo pode ser obtida aumentado-se a velocidade maxima de
transferéncia de oxigénio gas-liquido através de melhorias nos sistemas de agitacdo e
aeracdo. Isto resulta, porém, num aumento da massa celular e seus decorrentes problemas
(Calam, 1984; Elander, 1989).

Os processos em regime batelada alimentada com suplementagdo continua ou
intermitente de nutrientes tem sido empregadas para o desenvolvimento de estratégias que
possibilitem: o controle da quantidade de nutrientes no inicio da fermentac¢do para garantir
que a demanda de oxigénio durante a fase de crescimento ndo exceda a capacidade de
transferéncia de oxigénio do fermentador; evitar altas concentra¢des de alguns nutrientes
que sejam inibidores ou causem precipitacoes indesejaveis; regular o metabolismo do
microrganismo para aumentar a formagdo do produto. O regime em batelada alimentada ¢

empregado também em fermentacdes onde sdo distintos os nutrientes necessarios para as
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fases de crescimento e de formacao de produto (Bailey e Ollis, 1986; Schmidell et al.,
2001).

Os processos fermentativos semicontinuos se referem a cultivos que se iniciam em
batelada e passam a ser alimentados continuamente com o meio de cultura durante a fase
de producao. Esta metodologia ja vem sendo utilizada ha algum tempo, principalmente em
processos em que ocorre inibigdo do crescimento ou formagdo de produtos indesejaveis
pelo excesso de substrato. Atualmente, essa técnica vem sendo muito valorizada devido ao
desenvolvimento de processos em que se utilizam linhagens auxotréficas, para evitar os
fenomenos de inibi¢do e repressdo catabolica. O fermentador deve ser operado com uma
vazao de alimentacao de substrato, de forma a se controlar o crescimento celular através da
adicdo de substrato. A fermentacdo semicontinua, além de extensamente aplicada na
industria, ¢ de grande utilidade em estudos teéricos sempre que a fermentagao continua nao
for possivel, pois pode manter o cultivo em um estado que se aproxima do estacionario
(Hokka e Moraes, 1978).

Matsumura et al. (1981), simularam o processo de produgdo de cefalosporina C,
utilizando um modelo cinético com seus parametros derivados dos dados de um cultivo em
batelada realizada s6 com glicose, e aplicado a culturas em batelada alimentada. Os autores
observaram trés condi¢cdes que resultaram em aumento da produgdo do antibidtico:
sucessivas formacdes de fragmentos de hifas entumescidas, manutencdo de uma alta
concentragdo de metionina endégena e minimizagdo da repressdo catabolica pela glicose.
Na simulagdo do processo em batelada alimentada em baixas vazdes de meio, o
crescimento celular foi proporcional a quantidade de substrato suplementado, entretanto
em altas vazdes houve um decréscimo no crescimento celular e o acimulo de glicose
causando a repressdo da producdo de cefalosporina, levando a uma discrepancia em
relacdo aos dados experimentais. Para contornar este problema foi adicionado ao modelo
um termo de inibi¢ao da taxa de consumo de glicose e, ao realizar o calculo da producdo
em batelada alimentada, observou-se que em baixas taxas de alimentacdo a formagao do
antibidtico ¢ antecipada alcancando baixas concentragdes. Ainda para testar o modelo,
resultados experimentais de uma fermentagao realizada em regime batelada alimentada a
uma taxa de alimenta¢do de substrato de 1,02 g/L.hr contendo glicose, metionina e sulfato
de amoénia, mostrou que a taxa de producdo inicial foi um pouco menor do que a
fermentagdo em batelada. Apesar desta constatacdo, a produgdo prolongou-se por mais

tempo, proporcionando uma producdo 30% maior do que a cultura em batelada.
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Para analisar o efeito da glicose sobre a biossintese dos P-lactdmicos totais,
penicilina N e cefalosporina C, Zanca e Martin (1983), realizaram experimentos em
batelada, alterando as concentragdes de glicose no inicio da fermentagao (27,0; 35,0; 45,0;
55,0 g/L), e verificaram que sob altas concentracdes ocorreu a diminui¢do da produtividade
especifica de antibidtico. Experimentos em batelada com um pulso de glicose (25,0 g/L),
em 48 horas de fermentagdo resultaram em reduc¢do na producdo do antibidtico com
relagdo a batelada sem a adi¢do. Os resultados de diversos experimentos com adi¢do de
diferentes concentragdes de glicose no momento da inoculagdo indicaram que o
crescimento do Cephalosporium acremonium aumentou linearmente com a concentragao
do carboidrato, mas a producao especifica de -lactdmicos (Penicilina N e cefalosporina
(), foi maior para uma concentracdo de aproximadamente 20,0 g/L. Concentra¢des abaixo
desta, causou redugdo da biossintese do antibidtico devido ao baixo crescimento. Estes
resultados mostram que a producao de B-lactdmicos é maior com concentragdes de glicose
que limitam o crescimento celular, e € menor em concentragcdes deste carboidrato que
possibilitam um alto crescimento.

Vicik et al. (1990), realizaram experimentos cujos resultados indicaram que a
adicdo de metionina em batelada, sob concentragdes de 3,0 g/L, antes do inicio da
alimentacao com sacarose, interferiu no consumo do carboidrato, retardando o crescimento
e limitando a sintese de cefalosporina. A adi¢do simultdnea de metionina com sacarose
diminuiu este efeito inibitorio. Através da alimentacdo exponencial de metionina com
sacarose o crescimento foi limitado resultando em um aumento significativo na produgao,
se comparado ao cultivo em que a metionina foi adicionada na batelada inicial.

Gomes et al. (1996), utilizou o processo em batelada alimentada para a producao de
cefalosporina, utilizando Cephalosporium acremonium ATCC 48272. Os ensaios foram
conduzidos em um reator convencional, contendo no inicio glicose e ap6s sua exaustao,
suplementadas a vazdo constante com meio contendo sacarose como principal fonte de
carbono e mesmas concentragdes dos demais componentes no meio inicial. Quando
comparado com batelada convencional o processo em batelada alimentada nao apresentou
vantagens com relagdo a produtividade especifica, apresentando ainda pequeno acimulo de
sacarose ao longo da fermentagao.

Silva et al. (1998), investigaram o efeito da velocidade de alimentagcdo na producdo
de cefalosporina C em reator tipo tanque aerado e agitado usando sacarose hidrolisada no

meio suplementar. O uso da sacarose ¢ uma boa estratégia para obter altas concentragdes
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de antibidtico no processo em batelada convencional, porém, o seu uso em processos
operados no regime batelada alimentada ¢ limitado devido a tendéncia a se acumular no
meio de cultura. Uma alternativa viavel investigada pelos autores foi utiliza¢ao de sacarose
hidrolisada no meio suplementar para processo em batelada alimentada uma vez que o
custo deste agucar no mercado brasileiro ¢ menor do que o de glicose ou frutose. Os
autores realizaram cultivos em biorreator tipo tanque aerado e agitado no regime batelada
alimentada com trés diferentes vazdes de meio suplementar contendo sacarose invertida.
Os dados experimentais de producdo de cefalosporina C estdo mostrados nas Figuras 2.9 e
2.10.

No primeiro cultivo o meio suplementar contendo a sacarose invertida foi
adicionado ao meio de fermentagdo durante a fase de producao na vazao de 15,4 mL/h.
Nesta vazdo a sacarose hidrolisada era alimentada na mesma velocidade em que ocorria o
seu consumo no cultivo em regime batelada convencional e obteve-se uma produtividade
especifica de 1,2 mgcpc/geer.h. Os dois ensaios seguintes foram realizados com velocidades
de alimentagdo de sacarose invertida 30% maior ¢ 33% menor em relagdo ao primeiro
experimento em batelada alimentada. A manuten¢do das maiores velocidades de sintese de
antibidtico foi verificada com a menor vazdo de meio suplementar o que, segundo os
autores, foi provavelmente devido a redu¢do da repressdo catabodlica. Os autores
conseguiram desta forma aumentar a produgdo de cefalosporina C pela adi¢do de sacarose
invertida em uma velocidade de alimentagcdo adequada, mostrando ser esta uma estratégia

vantajosa frente ao processo batelada convencional com sacarose.
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Figura 2.9: Resultados experimentais de biomassa em ensaio com células livres de C.
acremonium C-10, em fermentador a 250-500 rpm e temperatura de 26 °C, operando no
regime batelada alimentada com trés diferentes vazdes de meio suplementar contendo

sacarose hidrolisada (Silva, 1998).
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Figura 2.10: Resultados experimentais do processo de pordugdo de cefalosporina C com
células livres de C. acremonium C-10, em fermentador a 250-500 rpm e temperatura de 26
°C, operando no regime batelada alimentada com trés diferentes vazdes de meio
suplementar contendo sacarose hidrolisada (Silva, 1998).
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Baseados nos dados obtidos por Silva (1998), Cruz et al. (1999), desenvolveram
um modelo matematico ndo estruturado para representar o processo de produgdo em
batelada alimentada e otimizar a producdo de cefalosporina C. O modelo estimou que a
reducdo da vazao massica de glicose de 0,92 g/h para 0,75 g/h permitiria uma produgdo
otima do antibidtico e representaria um aumento de aproximadamente 23% na produgdo de
cefalosporina C em 120 horas de processo.

Sandor ef al. (2001), em um estudo sobre a relacdo entre fragmentacao, crescimento
e producdo de cefalosporina C por Acremonium chrysogenum ATCC 46117 classificaram
as células em dispersadas ou peletizadas. A forma dispersa ¢ dividida em dois grupos
nomeados, forma dispersa livres e agregados de micélios. Este ultimo nao estd empacotado
forte o suficiente para serem considerados pellets. Andlises de células em cultura realizada
em regime batelada alimentada com glicose e sacarose e apds o consumo sequencial destes
acucares, adi¢do de glicose, mostraram que a presencga de fonte de carbono rapidamente
assimilada, a glicose e conseqiientemente altas velocidades de crescimento, coincidiu com
um aumento nos tamanhos das hifas e dos agregados e a repressdo da sintese de
cefalosporina C. Por outro lado a exaustdo da glicose e o crescimento em sacarose, um
aciicar mais lentamente assimilado, levou a altas velocidades de fragmentagdo e a
producdo de antibidtico. Essa elevacdo na fragmentagdo pode ter sido causada pelo
decréscimo na produgdo de biomassa ou pela exaustdo da fonte de carbono rapidamente
assimilado. Como ¢ impossivel discriminar estes efeitos em culturas em batelada
alimentada, foram realizadas culturas em processos semi continuos, onde a velocidade de
crescimento especifico foi ajustada a velocidade de diluicdo e a glicose residual foi
mantida perto de zero em todos os casos. As velocidades de produgdo de cefalosporina C
ndo foram afetadas por mudangas nas velocidades de crescimento especificas, porém,
niveis mais altos de fragmentacdo foram verificados em baixas velocidades de
crescimento, indicando que a exaustdo da glicose ndo seria um iniciador, mas talvez um
pré-requisito para a fragmentacao por meio do interrompimento do crescimento. Portanto a
velocidade de crescimento pareceu ter tido uma relagdo com a causa da fragmentacao.
Pelos dados em processos semi continuos, ndo encontrou uma relagdo entre cultura em
batelada alimentada uma vez que a producao de cefalosporina C e fragmentacdo parecem
estar relacionadas entre si pelas condigdes de alimentacdo, porque ambas dependem de

maneira idéntica da disponibilidade das fontes de carbono.
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Estudos de processos utilizando células imobilizadas de diversos tipos de
microrganismos tém evidenciado, conforme cada caso, vantagens como o aumento da
estabilidade bioldgica das células, a obtencdo de altas concentracdes celulares, melhoras
significativas na transferéncia de massa gas-liquido, efeitos de particdo que estabelecem
um micro ambiente favoravel as células, o aumento no rendimento e na estabilidade dos
produtos da fermentagdo, possibilidade de integragdo com as etapas de obtencdo do
produto final, interagdes favoraveis entre as células devido a proximidade entre elas,
aumento da seletividade de reagdo e versatilidade na selecao de reator (Devarkos e Webb,
1991).

Bayer et al. (1989), testaram um biorreator tipo torre para a producdao de
cefalosporina C. Os resultados, quando comparados com o reator de tanque agitado e
aerado mostraram que o coeficiente de rendimento especifico de produto, com relagao
concentragdo celular, foi o mesmo para os dois reatores, mas o coeficiente de rendimento
de produto com relagao ao consumo de substrato, obtido para o reator torre, foi o dobro do
obtido para o reator de tanque agitado e aerado.

Barbosa (1994), realizou experimentos em reator do tipo torre operando nos modos
batelada e batelada alimentada para a producdo de penicilina com bioparticulas naturais
(didmetros entre 0,3 e 4,0 mm) da linhagem de P. chrysogenum IFO 8644 .O autor
investigou a dependéncia do coeficiente volumétrico de transferéncia de massa com a
viscosidade aparente e a difusividade efetiva do oxigénio nos "pellets" foi estimada. O
autor investigou ainda que a transferéncia do oxigé€nio extraparticular liquido-sélido pdde
ser considerada desprezivel frente a relevancia das transferéncias de massa gas-liquido e
intraparticular gés-sélido.

Aratijo et al.(1996), estudaram o processo de producdo de cefalosporina C por
células de Cephalosporium acremonium ATCC 48272, imobilizadas em bioparticulas de
alginato de célcio contendo alumina em um biorreator tipo torre. O biorreator foi operado
no regime batelada convencional com concentracdes iniciais de glicose e sacarose de
27 g/L e 36 g/L, respectivamente. O meio reacional se apresentou menos viscoso que nos
ensaios realizados em fermentadores tipo tanque agitado e aerado utilizando-se células
livres. Para uma velocidade superficial de ar média de operagdo de 0,025 m/s, no reator
tipo torre, valores de kra obtidos foram cerca de quatro vezes maiores do oque no processo
convencional, na faixa de frequéncia de agitacdo de 250 a 440 rpm. Obtiveram no processo

ndo convencional uma concentragdo celular na fase estaciondria de ca. 10 geepis/L, menor
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que a obtida no processo com células livres (ca. 15 geennas/L), porém, a produtividade
especifica média no processo, com bioparticulas, foi de aproximadamente
0,7 mgcpc/geeuias-h, cerca de 1,3 vezes maior que a obtida no processo convencional
(O,SSmgCPC/gcélulas~h)~

Almeida (1999) e Cruz et al. (2001), utilizaram um biorreator tipo torre para a
producdo de cefalosporina C com células imobilizadas do fungo Cephalosporium
acremonium ATCC 48272 em gel alginato e alumina. Este processo mostrou-se mais lento
que o processo em biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado utilizando células
livres. No entanto, o cultivo de células imobilizadas em biorreator tipo torre tem outras
vantagens como menor gasto de energia por nao possuir agitacdo mecanica e facil
recuperagdo do produto.

Embora apresentando muitas vantagens, a técnica de imobilizagdo celular apresenta
dois problemas associados a imobilizagdo de microrganismos aerdbios que ainda sao
dificeis de superar. Sdo eles: a retencao das células no interior do suporte e os problemas
da resisténcia a transferéncia de massa pelo suporte. Com o aumento da concentragdo
celular, a resisténcia a transferéncia de massa também aumenta, influenciando na
distribuicdo das células através da bioparticula. Em culturas aerébias, a restricdo a
transferéncia do oxigénio no interior do suporte limitard o aumento na produtividade do

Pprocesso.

2.5 Meios de Cultura para Processos de Producio de Antibioticos

A escolha de um bom meio de cultura ¢ tdo essencial para o sucesso de um
processo fermentativo quanto a escolha do microrganismo. O meio deve fornecer os
nutrientes necessarios para o crescimento € a energia necessaria para a sintese de material
celular, além de fornecer o material exigido para a biossintese e acimulo de antibidtico que
se deseja produzir. Nem sempre o meio que permite o melhor desenvolvimento de
microrganismo favorece a formacdo do produto de interesse. O meio ideal ¢ aquele que
garante a melhor producdo, num minimo de tempo e sendo sobretudo, economico (Aiba et
al., 1973; Bailey e Ollis, 1986).

Segundo Cunha (1975), o meio deve ter capacidade adequada de tamponamento,
permitir o minimo de formacdo de espuma, contribuir para a estabilidade genética do

agente de fermentagdo, permitir agitagdo e aera¢ao vigorosa, facil recupera¢dao do produto,



26

ser passivel de esterilizacdo, conter precursores necessarios a formagdo do antibiotico e
ndo apresentar impurezas que poderdo dificultar a recuperagao do produto.

Os nutrientes presentes no meio fornecem carbono, nitrogénio, hidrogénio e
enxofre como os principais constituintes da célula, juntamente com substancias inorganicas
e precursores ou fatores de crescimento em quantidades pequenas (Posten e Cooney,
1981).

Quando um microrganismo ¢ inoculado em um meio nutritivo, comegara a crescer,
desde que as condigdes fisicas (agitacdo, temperatura e pH) sejam adequadas. Os principais
fatores que afetam o processo sdo: a disponibilidade das fontes de carbono tais como
agucares ou outros carboidratos e fontes organicas e inorganicas de nitrogénio, ions
inorginicos tais como fosfato, magnésio, ferro, cobre, manganés e zinco, que sao
necessarios para o crescimento; e a disponibilidade de oxigénio em quantidade suficiente
para o desenvolvimento da biomassa (Calam, 1984).

Os carboidratos sao a mais importante classe de nutrientes carbonidceos para
fermentagdes e, pode-se notar, que quase todo carboidrato ou composto relacionado ¢
consumido por algum microrganismo. Sob uma dada série de condi¢des, o fator que mais
afeta a velocidade do bioprocesso ¢ a natureza do carboidrato utilizado no meio (Bailey e
Ollis, 1986).

Depois do carbono, o nitrogénio ¢ o constituinte mais importante da célula,
correspondendo a aproximadamente 10% do peso da mesma sendo, portanto, um elemento
extremamente necessario na composi¢ao do meio de cultura (Cunha, 1975).

Quando sao requeridos produtos com um alto teor de nitrogénio, quanto maior a
quantidade de nitrogénio que pode ser assimilada pelo organismo, tanto maior a
oportunidade de se obter um alto rendimento de produto, desde que o organismo tenha o
potencial genético para formar o mesmo. O nitrogénio pode ser suprido industrialmente a
maioria dos microrganismos, por meio de amdnia ou de sais, embora o crescimento possa
ser mais rapido quando se utiliza nitrogénio organico (Aiba et al., 1973; Bailey e Ollis,
1986).

Matsumura et al. (1978), estudaram o efeito da velocidade de consumo de actcares
sobre a producao de cefalosporina C pelo fungo Cephalosporium acremonium M 8650,
com experimentos realizados em mesa rotativa e observaram que fontes de carbono
rapidamente metabolizaveis como a glicose e frutose reprimiram a produgdo do antibiotico,

enquanto o uso de agucares lentamente assimildveis (sacarose, lactose) resultou em
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maiores produgdes. Os resultados de experimentos realizados com adicao de glicose,
mostraram ainda que a redu¢do da taxa de adicdo causou um aumento da producdo
atingindo aproximadamente a producdo obtida no ensaio em que sacarose foi totalmente
adicionada de uma s6 vez. A producdo de cefalosporina realizada em regime continuo com
Cephalosporium acremonium M 8650, utilizando glicose como Unico substrato limitante
apresentou uma elevacao da producao do antibiotico e queda na concentragdo celular ao
ser diminuida a taxa de diluicdo. As mudancas observadas na morfologia com a alteragao
da taxa de dilui¢do foram: hifas fragmentadas em altas taxas de dilui¢do, formagdo de
fragmentos entumecidos e/ou artrosporos quando a taxa de dilui¢ao era diminuida.

Os mesmos autores investigaram se a adi¢ao extra de DL-metionina apos a fase de
crescimento incentivaria a sintese do antibidtico. Foram estudadas as formas de
alimentag@o ap6s 36 horas de cultivo: adi¢do simples de alta concentragdo (5 g/L em 36, 48
e 60 horas), e adicao intermitente de baixa concentragdo (1,0, 0,5 ¢ 0,25 g/L/12 hrs). Os
cultivos eram iniciados com 0,5% (p/v) de DL-metionina e nas duas condi¢des de
alimentacao estudadas nao foi verificado nenhum estimulo a sintese do antibiodtico.

Araujo et al. (1994), estudaram a influéncia de vérias fontes de carbono na
producgdo de cefalosporina C em frascos agitados por linhagens de C. acremonium ATCC
48272. Os autores constataram o consumo preferencial, em ordem decrescente, pela
glicose, frutose e sacarose. Nas condi¢des em que a sacarose constituiu a unica fonte de
carbono e energia verificou-se um baixo crescimento celular que foi, segundo o autor,
devido a baixa velocidade de hidrdlise da sacarose levando a um lento consumo do
substrato. Nas condigdes em que utilizou os agucares glicose e frutose o crescimento
celular foi satisfatorio, conforme mostra a Tabela 2.1. Os ensaios com glicose e/ou frutose
apresentaram produtividades especificas semelhantes, com ligeiras diferengas favoraveis a
frutose. Nos ensaios em que a sacarose era a unica fonte de carbono e energia a
produtividade especifica foi superior aos demais, exceto nos experimentos em que foi
utilizada a proporcao padrao 2,7%/3,6% em glicose e sacarose proposta por Demain et al.

(1963), que resultou em produtividades especificas superiores a todas as outras condigdes.
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Tabela 2.1: Resultados dos ensaios realizados com diversas combinagdes de glicose (G),
frutose (F) e sacarose (S) na producdo de cefalosporina C (CPC) em frascos agitados por
linhagens de C. acremonium ATCC48272, apds 72 horas de processo (Araujo et al., 1994).

Condi¢dao |pH| Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. |Produtividade
(*) Celular | Glicose | Frutose | Sacarose | CPC Especifica

(g/L) (gL | (L) | (L) | (mg/l) |(mgcrc/gea.h)
G—->G 6,0 29,5 7,1 - - 133 0,064
G-—>S 6,5 22,1 1,1 2,4 19,3 124 0,081
G—>G+F |58 28,3 3,4 3.4 - 130 0,066
G—>G+S |58 24,2 1,0 - 14,3 304 0,180
G->F 6,2 29,7 - 10,2 - 145 0,070
S—>G 6,1 27,6 12,2 - 1,1 66 0,034
S—>S 7,7 10,7 0,6 1,7 46,9 32 0,043
S—>G+F |62 25,3 0,3 14,9 0,2 64 0,036
S—>G+S |63 23,0 1,1 - 9,5 111 0,068
S—>F 6,4 26,2 - 12,9 0,8 140 0,076
G+F->G |58 30,3 5,4 1,9 - 129 0,060
G+F—>S |62 19,5 0,2 0,5 28,5 148 0,110
G+F—>G+F | 5,8 27,1 - 2,8 - 132 0,070
G+F—>G+S | 5,8 21,4 0,6 - 19,9 264 0,137
G+F—>F |60 28,0 - 9,5 - 193 0,099

(*) Agucar do ino6culo — agucar do meio de produg@o.

Shen et al. (1984), analisaram a influéncia do cloreto de amonia, uréia, sulfato de
amoénia ¢ nitrato de potassio, na producdo de antibidticos P-lactdmicos com
Cephalosporium acremonium, obtendo um pior resultado utilizando o KNOs;. Verificaram
a influéncia de L-asparagina e L-arginina, que sdo fontes organicas, e obtiveram uma
producdo trés vezes maior que a obtida com KNO;. A comparagdo dos efeitos dos
aminoacidos e do (NH4),SO4 sobre a formacao da ciclase e expandase, revelou que a
utilizacdo dos primeiros promoveu o dobro da atividade especifica da expandase, e
pequeno decréscimo na atividade da ciclase. Os autores compararam fermentagdes com
0,75% de (NH4):SO4 e com 1,2% de L-asparagina, e verificaram que ocorreu maior

repressao da expandase pelo (NH4),SO4, tanto em fermentagdes cuja concentracdo de
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sacarose no meio era de 6,3%, como em meios com a combinacdo padrao de 2,7% de
glicose e 3,6% sacarose. Alterando a concentracdo de (NH4),SO4 de 0,75% para 3%
ocorreu maior crescimento celular e inibi¢do da producdo do antibidtico pela alta produgao
de NH,". Nao se verificou a formagdo de antibidtico até a total exaustdo da glicose e fim
do crescimento celular. Os resultados mostraram que a expandase sofreu maior repressao
pelo NH," do que a ciclase, causando a diminui¢do da producio de cefalosporina, mas ndo
a de penicilina N, indicando desta forma, que a expandase ¢ extremamente suscetivel a
repressao por fontes de carbono e nitrogénio.

Jarvis e Johnson (1947), citado por Pulitano (1998), observaram que o ion amdnio ¢
mais facilmente utilizado pelo microrganismo Penicillium chrysogenum como fonte de
nitrogénio do que o ion nitrato. A velocidade de utilizagdo do ion amoénio varia diretamente
com a utilizagdo de carboidratos presentes no meio. Desse modo, ¢ rapida quando se usa
glicose ou sacarose e muito lenta com lactose. Em meios do tipo lactose-glicose, os
resultados indicaram um rdpido consumo do ion amoénio durante a fase de crescimento,
seguido por uma lenta utilizacdo durante a producdo de penicilina.

Compostos inorganicos de fosforo também interferem no metabolismo secundario,
porém, de maneiras mais complexas, onde verificam varios tipos de regulacdo. Estudos de
formulacao de meios de cultivo objetivando o aumento da produgdo de varios antibidticos
revelaram que altas concentracdes de fosfato inorganico estimulam o crescimento celular,
mas inibem a formag¢do do produto. Muitas fermentac¢des t€ém que ser realizadas em meios
de cultura contendo quantidades sub 6timas de fosfatos inorganicos para o crescimento
celular. O fosforo inorganico pode agir inibindo ou mesmo reprimindo as fosfatases que
participam da sintese de compostos fosforilados intermediarios da rota biossintética da
producdo de alguns antibidticos ou podem inibir alguma etapa que envolve a regulagdo
pelo ATP. Nestes processos a concentragdo de ATP aumenta durante o crescimento celular
e depois declina rapidamente mantendo-se a concentragdes bem baixas durante a fase de
producao (Martin, 1977).

Zhang et al. (1988), investigaram os efeitos repressivos e inibitorios do fosfato
sobre as sintetases das P-lactamas da linhagem C10 de C. acremonium. Observaram que
altas concentragdes de fosfato (100 - 215 mM) reduziram a produ¢do dos antibidticos [3-
lactamicos e que a concentra¢do Otima de fosfato foi de 25 mM. As trés sintetases

examinadas, (ACV sintetase, ciclase e expandase), foram afetadas, tanto pela repressao
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como inibi¢ao pelo fosfato, porém a expandase foi a enzima mais susceptivel a ambos os
tipos de regulagao.

Embora a necessidade de controlar o fosfato durante o periodo de fermentagado seja
reconhecida como crucial em muitos processos de producdo de antibiotico, as tentativas ou
esforgos para usar a regulacdo de fosfato como um instrumento para o controle do
processo, sao muito raras na literatura. Em muitos processos de fermentacao para produgao
de antibiotico, foi registrado que a presenca de fosfato no meio de cultura afeta fortemente
tanto o crescimento celular, quanto a sintese de produto (Oh et al., 1988).

Além de carbono, nitrogénio e fosforo os microrganismos exigem uma série de
outros elementos, sob a forma de compostos inorganicos. Entre eles destacam-se: enxofre
que ¢ necessario como componente dos aminodcidos cisteina e metionina e de algumas
vitaminas; potassio, como ativador de enzimas (co-fator), regulador da pressdo osmotica
celular e componente central em muitos processos de transporte; calcio, componente de
varias estruturas celulares, estabilizador de certas enzimas extracelulares e fator importante
na esporulacdo; magnésio um co-fator essencial (ativador) de varias enzimas e ¢
importante para transferir grupos fosfatos (Posten e Cooney, 1981).

Podemos ainda citar como importante o ferro, cobre, manganés, cobalto e zinco.
Alguns destes macronutrientes sao encontrados em quantidades significativas nas células e
devem ser supridas ao meio de cultura. Ja os elementos-trago cobalto, zinco e cobre, sao
essenciais, mas estdo geralmente presentes como impurezas nos demais ingredientes do
meio de cultura (Bailey e Ollis, 1986; Lima et al., 1975).

Calam (1987) afirmou que as células contém aproximadamente 10% de residuo
mineral, principalmente sodio, potassio, fosforo e magnésio e que o crescimento poderia

ser limitado por qualquer um desses componentes, incluindo as matérias inorganicas.

2.6 Fatores que Afetam a Producido de Cefalosporina C

Tao importante quanto o meio de cultura, tem-se os fatores ambientais. Tanto o pH
quanto temperatura, apresentam um valor 6timo para a fase de crescimento e para a fase de
biossintese. A literatura disponivel revela que as faixas de pH e temperatura, que
propiciam um 6timo crescimento do fungo Cephalosporium acremonium e producdo de

cefalosporina C sdo amplos, variam de 6,8 - 8,0, e 22,8 - 30° C, respectivamente.
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Chu e Constantinides (1988), estudaram a otimizagao da produgdo de cefalosporina
C pelo C. acremonium CW-19 em um processo em batelada pelo controle de pH e
temperatura. Com valores de pH e temperatura constantes nas faixas de 6,2 a 7,4 ¢ 24 a
32 °C, respectivamente, obtiveram uma funcao de correlagdo e estimaram o perfil de pH e
temperatura 6timos para culturas com 90, 96 e 100 horas de fermentagdo. Para os trés
casos os perfis de pH e temperatura 6timos tiveram basicamente o mesmo padrao entre 5 e
80 horas. Para a cultura de 100 horas, o perfil de pH e temperatura 6timos foi de 7 e 24 °C,
respectivamente, para as primeiras 48 horas de fermentacdo, compreendendo a fase de
crescimento. Em seguida foram elevados para um pH de 7,16 e uma temperatura de
28,3 °C até o fim da fermentagdo, compreendendo a fase de produgao, exceto em cerca de
84 horas quando ocorreu uma breve elevacao para um pH de 7,4 e a temperatura de 24 °C.
A aplicacao dos perfis de pH e temperatura 6timos para uma cultura de 100 horas resultou
em uma concentracao final de cefalosporina C de 550 pg/mL. Em um pH constante de 6,2
e uma temperatura constante de 24 °C, os autores obtiveram uma concentracdo de
cefalosporina C de 480 pg/mL em 180 horas de fermentagdo. Ainda, em um pH constante
de 7,0 e uma temperatura constante de 28 °C, os autores obtiveram uma concentragdo de
cefalosporina de 446 pg/mL em 116 horas de fermentagao.

Quando se trabalha com um processo fermentativo aerdbico, como a produgdo de
Cefalosporina, existe a necessidade de se ter um eficiente sistema de agitagdo e aeracao,
cuja fungdo principal € suprir o microrganismo com uma quantidade suficiente de oxigénio
para a realizagdo de suas atividades metabolicas. Uma outra funcdo ¢ manter o
microrganismo em suspensdo, propiciando uma uniformidade do caldo fermentativo e
garantindo o acesso ao substrato e nutrientes, além de auxiliar na transferéncia de massa e
calor dentro do fermentador (Wang et al., 1979).

O oxigénio deve ser considerado como um reagente indispensavel semelhante a
outros presentes no meio reacional. A diferenca entre o oxigénio e os demais nutrientes
como agucares ¢ sua baixa solubilidade, menos de 10 mg/L em &4gua a 25° C, em
comparagdo com 0s outros que estdo na ordem de grandeza de gramas/litro (Bailey e Ollis,
1986).

A utilizacdo de fungos filamentosos e estritamente aerdbios em culturas submersas
para a obten¢do dos antibidticos B-lactdmicos (entre eles a cefalosporina C) apresenta

como principais problemas, limitacdes na transferéncia de oxigénio, alta viscosidade
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devido ao crescimento do microrganismo e baixa solubilidade do oxigénio no caldo. Dessa
forma torna-se necessario a utilizacdo de aspersores para o suprimento de oxigénio e de
agitadores mecanicos promovendo a agitacdo do meio de cultivo para que a concentragao
de oxigénio ndo alcance niveis criticos que prejudiquem o processo. Para manter essa
exigéncia, altos gastos de energia sdo necessarios (1 a 5 Watts/L), embora elevados valores
de velocidade de agitagdao nao possam ser utilizados por causarem danos ao microrganismo
(Smith, 1985).

Zhou et al. (1992), determinaram, cultivando uma linhagem altamente produtiva de
C. acremonium W53.2.53, em um biorreator tipo tanque agitado e aerado no regime
batelada alimentada, que um nivel de oxigénio dissolvido de 20% do seu valor de
saturagdo seria um limite critico e que abaixo deste valor resultaria no actimulo de
penicilina N devido & repressio da etapa em que ela ¢ convertida em
deacetoxicefalosporina C, levando a queda na producdo de cefalosporina C. Isto foi
observado em ensaios com 10% e 5% de oxigénio dissolvido embora nesta faixa de
concentragdo o fungo ainda ndo tenha parado de crescer. Por outro lado maiores
concentragdes de oxigénio dissolvido proporcionaram maiores rendimentos de antibidtico.

Sendo o fungo Cephalosporium acremonium estritamente aerobio, torna-se
necessario o suprimento ininterrupto de oxigénio que, aliado ao fato dos meios de cultura
utilizado, conterem normalmente substancias como proteinas e sais, promovem a formacao
indesejavel de espuma, que deve ser controlada, pois ha risco de contaminagdo da cultura.
Também poderd interferir na eficiéncia da fermentacdo, impedindo a transferéncia de
massa gasosa dentro do liquido e conseqiiente acesso ao oxigénio pelo microrganismo.
Decorrente disto héd a necessidade do uso de agentes antiespumante impedindo a formacao
da espuma (Calam, 1987).

Konig et al. (1981), estudaram o efeito da velocidade de agitagdo sobre o
crescimento de Penicillium chrysogenium para a producao de penicilina e concluiram que:
misturar as culturas de microrganismos favorece o transporte de nutrientes e oxigénio para
0 microrganismo e o transporte dos produtos metabolicos para fora dele. Por outro lado, a
agitacdo pode resultar em danos para o microrganismo em velocidades de misturas muito
altas. Ambos os efeitos sobrepdem-se no sistema; os mecanismos que influenciam a
formag¢do do produto pela agitacdo, podem ser diferentes daqueles que afetam o

crescimento da biomassa microbiana; As condigdes Otimas tanto para o rendimento de um
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produto desejado, quanto para o crescimento do microrganismo, variam para organismos
diferentes e mesmo para linhagens diferentes de uma mesma espécie.

Forgas hidromecanicas influenciam a morfologia dos microrganismos. A forma do
micélio do fungo pode ser classificada em duas categorias: a filamentosa e a forma de
pellet. Segundo Van Suijdam et al. (1982), hifas mais longas sdo observadas quando o
micélio € cultivado em frascos agitados ou em meio s6lido. Em reatores agitados, as hifas
tornam-se mais curtas quando a velocidade de agitacdo ¢ aumentada.

A produgdo industrial de cefalosporina C ainda ¢ realizada em culturas submersas
em reatores convencionais tipo tanque agitado, mas a poténcia necessaria para a agitagao ¢
alta, em torno de 5 KW/m’, por causa da suspensdo altamente viscosa produzida por
fungos. Esta elevada agitacdo necessaria para garantir boa transferéncia de oxigénio para o
caldo de fermentagdo resulta no surgimento de altas tensdes de cisalhamento, o que pode
exercer indesejaveis efeitos sobre a morfologia dos micélios, causando a destruicdo do
microrganismo, geracdo de calor e o prejuizo na formag¢ao de produtos (Srivastava e

Kundu, 1999).

2.7 Modelagem e Simulacio de Bioprocessos para a Producio de B-Lactamicos

A historia dos modelos matematicos de bioprocessos teve inicio com as famosas
equagdes propostas por Monod (1942) e Teissier (1942). Muitos modelos ja foram
propostos na literatura para uma ampla faixa de fermentagdes empregando diferentes
microrganismos. A maioria deles ainda contém expressdes cinéticas, do tipo de Monod.

De um modo geral, a escolha do modelo cinético do processo depende do nivel de
complexidade com que se deseja caracterizar a populacdo de células do sistema. As
representacdes celulares multicomponentes sdo denominadas estruturadas e aquelas
contendo um Unico componente, ndo estruturada. Quando as células de uma populacdo sdo
consideradas heterogéneas e singulares, tem-se um sistema segregado e se, ao contrario, a
populagdo celular € representada por suas propriedades médias, tem-se o sistema nao
segregado ou distributivo (Bailey e Ollis, 1986).

A cinética global de uma cultura microbiana é a representagdo da influéncia de
muitas reagdes intracelulares de uma grande populagcdo de células individuais, e um
modelo cinético nunca deveria ser interpretado como uma descrigdo mecanistica do

sistema. No entanto, por razdes praticas muitas reacdes podem ser agrupadas, e
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freqiientemente a populacao celular pode ser assumida homogénea. Assim um modelo
cinético razoavelmente simples € obtido para a interpretacdo da influéncia de variaveis-
chave do processo (Nielsen e Villadsen, 1993).

Dessa forma grandes simplificagdes precisam ser feitos para se obter um modelo
representativo, embora as principais caracteristicas das cinéticas de crescimento e
formacdo do produto da fermentacdo, precisam ser mantidas no modelo. O grau de
complexidade e as varidveis escolhidas para o modelo também dependem diretamente da
inten¢do de uso. Uma boa pratica na modelagem de processos biotecnologicos ¢ manter o
modelo celular o mais simples possivel. Naturalmente, um modelo mais complexo contém
mais variaveis e parametros, e conseqiientemente ele podera se ajustar melhor aos dados
experimentais. Mais isto ndo significa que modelos complexos sejam necessariamente
mais precisos. A verificacdo experimental e a identificagdo dos pardmetros para os
modelos complexos sdo mais dificeis e duvidosas, e se os resultados ndo forem avaliados
com muito cuidado, o modelo provavelmente ajustard os erros das medidas experimentais.
Modelos mais simples fornecem a base para os modelos mais complexos, os quais tem de
ser construidos para responder a problemas mais complicados (Aris, 1993).

A complexidade do modelo deve ser escolhida em fun¢do da sua aplicagdo. Assim,
se objetivo ¢ obter um modelo que possa simular experimentos de crescimento transiente,
freqlientemente ¢ possivel aplicar um modelo estruturado simples, enquanto se o objetivo ¢
estudar a influéncia da producdo de uma proteina no comportamento celular, um modelo
mais detalhado ¢ necessario. Se o objetivo ¢ estudar a influéncia da distribui¢do de
propriedades diferenciadas das células na cinética global da populacdo, um modelo
estruturado tem de ser aplicado (Nielsen e Villadesen, 1993).

Sob o ponto vista global, o complexo fendmeno do crescimento microbiano pode
ser simplificado a uma tnica reagdo quimica representada por uma expressao matematica.
A expressdao mais comumente usada para descrever essa dependéncia € a relacdo de Monod
(1942). O modelo relaciona a concentragdo de um substrato limitante a velocidade de
crescimento do microrganismo, descrita por duas constantes: A velocidade méaxima de
crescimento (lmax) € a constante de saturacao, K (Bailey e Ollis, 1996).

Freqiientemente a velocidade de crescimento € inibida pelo substrato, pelo produto
ou até pelas células. Expressoes classicas, derivadas do modelo de Monod utilizadas para
avaliar a dependéncia da velocidade especifica de crescimento com o substrato limitante e

a concentracdo celular, considerando ou nao efeitos de inibi¢do por constituintes do meio,
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sdao citados na literatura (Bailey e Ollis, 1986; Han e Levenspiel, 1988). Quando as
condi¢des de meio sdo favoraveis, ou seja, a concentracdo do substrato limitante ¢ bem
maior que o valor da constante de saturacdo, a velocidade especifica de crescimento de
Monod assume seu valor maximo.

Quando a velocidade de crescimento microbiano ¢ expressa em termos da
dependéncia de um substrato limitante, a analise de interacdo entre as condicdes de
operacao de reator e os parametros estequiométricos das reacdes cinéticas de determinado
processo resulta em fatores de rendimento que correlacionam o consumo do substrato com
a variagdo da concentragdo celular e de produto, tais como Yy € Ypss. Estes fatores pseudo-
estequiométricos sao incorporados as equacdes de velocidade de crescimento para definir
as velocidades de consumo de substrato em fungdo da velocidade de crescimento. Quanto a
cinética de formagao de produto, os modelos ndo estruturados mais simples referem-se a
processos cujos balangos estequiométricos entre as reagdes permitam a obtencgao de fatores
de rendimento que relacionem a velocidade de produg¢do com as velocidades de consumo
de substrato ou de crescimento celular. Os modelos discutidos acima se referem a
processos nos quais a producdo ¢ associada ao crescimento, como a produgdo de
metabolitos primarios. No caso de metabolitos secundarios, cuja produgdo normalmente ¢
dita ndo associada ao crescimento, um balango estequiométrico simples resulta em
expressoes de velocidade de produgdo relacionadas a concentracao celular ao invés da
velocidade de crescimento (Schmidell ez al., 2001).

Em geral, a producdo de metabdlitos secundéarios como os antibioticos ndo sdo
associados ao crescimento celular. Para explicar este fenomeno, Shu (apud Matsumura et
al., 1981) introduziu o conceito de distribuicdo de idade em seu modelo. Na pratica, alguns
microrganismos possuem uma diferenciag@o celular durante o cultivo, e diversos modelos
cinéticos levando em conta a diferenciagdo de idade foram relatados. Contudo ndo ¢
racional discutir o metabolismo secundério somente do ponto de vista de idade, uma vez
que as atividades do microrganismo, incluindo a diferenciagdo celular, podem ser
modificadas radicalmente pelo ambiente extracelular. Dessa forma, uma combinagdo da
distribuicdo da idade, representando as capacidades inerentes do microrganismo, € o
mecanismo biossintético global, que ¢ regulado pelo ambiente exterior, levaria a uma
melhor modelagem do processo.

Com relagdo ao processo de producdo de cefalosporina C existem varios modelos

descritos na literatura. Matsumura et al. (1981) desenvolveram um modelo cinético
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considerando diferenciacdo morfologica do microrganismo Cephalosporium acremonium
M8650, induc¢ao da producdo de cefalosporina C pela metionina endogena, e repressao
catabodlica pela glicose. A diferenciacdo morfoldgica foi considerada, por estar relacionada
com a producdo do antibidtico. Com relagdo a metionina e a glicose, estes sdo compostos
importantes, pois regulam enzimas relacionadas com a biossintese da cefalosporina C,
além de serem substratos limitantes no processo. Segundo os autores a assimilagao da
glicose e da metionina aumenta a diferenciacdo da hifa para os fragmentos de hifas
entumescidas, enquanto a exaustdo da glicose do meio acelera a formag@o dos artrosporos
a partir das hifas entumescidas.

Os mesmos autores utilizaram o modelo cinético desenvolvido para realizar a
simulagdo de um cultivo em batelada alimentada, com o objetivo de investigar a
possibilidade de aumentar a produtividade atuando sobre a velocidade de adicdo de
substrato. As simulag¢des indicaram que a producdo poderia ser melhorada, desde que trés
condigdes fossem satisfeitas: manter a formagao de fragmentos de hifas entumescidas e a
uma alta concentragdo de metionina endogena, enquanto se minimiza a repressao
catabolica pela glicose. Os autores verificaram que durante a alimentagdo as células
cresceram pouco ¢ a concentragdo de glicose permaneceu proxima de zero. A velocidade
de producao inicial de cefalosporina C foi ligeiramente menor que a verificada na fase
batelada. A producdo do antibidtico se prolongou por um maior periodo. Como
conseqliéncia, a quantidade final de produto obtida no cultivo em batelada alimentada foi
cerca de 30% maior que em batelada.

Chu e Constantinides (1988), realizaram experimentos com o0 microrganismo
Cephalosporium acremonium CW-19 (ATCC 36225) em reator tipo tanque agitado e
aerado. Propuseram um modelo cinético para o processo de producdo de cefalosporina C
considerando o crescimento do microrganismo, o consumo de substratos (glicose e
sacarose), a formacao de enzimas e de produto. O modelo também considerava a influéncia
do pH e da temperatura, incorporada a pardmetros que foram estimados
experimentalmente. A diferenciagdo morfolégica do microrganismo e a repressao
catabdlica pela glicose foram consideradas no modelo. O modelo foi utilizado para simular
o processo na faixa de valores de pH e temperatura estudados. Em seguida, os autores
utilizando o modelo cinético proposto juntamente com o principio de Pontryagin (técnica
de otimizacdo) estabeleceram os perfis 6timos de pH e temperatura que maximizariam a

formagdo de cefalosporina C. O modelo foi simulado para um ensaio onde foram impostos
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os perfis 6timos de pH e temperatura. De acordo com os autores, os resultados obtidos
comparam-se muito bem com os resultados experimentais de ensaios realizados a pH e
temperatura constantes. Em ensaios realizados, seguindo os perfis 6timos de pH e
temperatura, obteve-se uma producdo de cefalosporina C 17% maior em um tempo 44%
menor.

Basak et al. (1995), estenderam o modelo previamente descrito por Chu e
Constantinides (1988), considerando o efeito diduxico do microrganismo Cephalosporium
acremonium na presenga de glicose e sacarose, para um sistema operado em batelada
alimentada. As condigdes iniciais utlizadas nas simulag¢des foram as mesmas do ensaio em
batelada realizado por Chu e Constantinides (1988). Assumiu-se que as concentragdes de
nitrogénio e enxofre no meio de cultivo eram suficientes para o crescimento do
microrganismo e que a agitagdo e a aeracdo ndo eram fatores limitantes. Nos resultados
simulados obtidos por estes autores empregando glicose no meio de suplementagdo, a uma
taxa de 0,27 g/L/h, atingiu-se uma produgdo de 600 pg/mL. De acordo com os autores,
uma pequena diminui¢ao na concentragao de cefalosporina C em 105 horas ocorreu devido
ao efeito de repressdo pela glicose, pois neste momento inicia-se o fornecimento de glicose
ao sistema durante 5 horas.

Araujo et al. (1996), propuseram um modelo matematico ndo estruturado para o
processo de produgdo de cefalosporina C envolvendo o crescimento celular, consumo de
agucares (glicose e sacarose) e oxigénio, ¢ a formagdo de produto. Na formulagdo do
modelo considerou-se o comportamento diduxico do microrganismo, verificado
experimentalmente por varios autores e a hipdtese de que o processo ¢ limitado pela
concentragdo de oxigénio dissolvido. Os experimentos foram realizados em frascos
agitados em meio sintético contendo glicose e sacarose como principais fontes de carbono
e energia. O microrganismo utilizado foi o Cephalosporium acremonium ATCC 48272.
Com base na literatura e nestes ensaios, os autores propuseram um conjunto de equagdes
estequiométricas simplificadas para representar as principais reagdes que ocorrem durante
o processo. O modelo foi formulado assumindo-se que durante a fase de rapido
crescimento na fonte de carbono de facil assimilacdo, a glicose, as células estdo submetidas
ao efeito de repressdo catabolica, e produzem essencialmente enzimas associadas a
formagao de biomassa, para rapido crescimento. Nesta fase ndo ha significativa formagao
de cefalosporina C. A partir do momento em que a concentragdo de glicose atinge um valor

abaixo do qual o efeito de repressao ndo prevalega, as células do tipo 1 transformam-se em
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células do tipo 2, as quais sdo ditas desreprimidas e capazes de consumir agiicares mais
lentamente assimilaveis, tais como a sacarose. Durante esta fase ocorre a sintese de
enzimas intracelulares responsaveis pela formacdo do antibidtico. O modelo assim
elaborado constitui-se de 6 equacdes diferenciais contendo 17 pardmetros. Valores
experimentais de um conjunto de 14 ensaios em frascos agitados foram utilizados para a
obtenc¢ao de todos os dados e parametros para o modelo. Os autores, adaptaram o modelo
proposto com células livres para o processo empregando células imobilizadas de
Cephalosporium acremonium em bioparticulas esféricas de gel de alginato de cdlcio e
alumina. Termos relativos a difusdo intraparticular foram incorporados ao sistema de
equagdes diferenciais relativas aos balancos de massa dos componentes do sistema
trifasico. Foram realizados experimentos em frascos agitados e em um biorreator tipo torre.

A Figura 2.11 ilustra os resultados experimentais e simulados obtidos.
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Figura 2.11: Ajuste do modelo cinético proposto aos dados experimentais do processo de
producdo de cefalosporina C em frascos agitados no modo batelada com células
imobilizadas de C. acremonium ATCC 48272, em suporte gel e alumina a 26 °C (Araujo,
1996).

2.8 Técnicas Alternativas para a Modelagem e Otimizaciao de Bioprocessos

2.8.1 Planejamento Estatistico de Experimentos

A necessidade crescente da otimizagdo de processos, minimizando custos e tempo,
maximizando rendimento, produtividade, pureza e melhor qualidade de produtos levam os
engenheiros de processos, e particularmente os bioquimicos a buscarem técnicas

sistematicas de planejamento de experimentos.
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A utilizagdao de experimentos planejados estatisticamente, associada as técnicas de
superficie de resposta, tem sido utilizada para a otimizagdo do meio de fermentagao e
otimizagdo de processos microbianos. O planejamento de experimentos ¢ uma técnica cuja
aplicacdo em processos quimicos industriais vem crescendo continuamente, principalmente
a partir da década de 80 com a evolugdo dos microcomputadores e a disponibilidade de
"softwares" estatisticos que facilitaram os calculos e a anélise de dados.

O mais importante beneficio do planejamento estatistico de experimentos ¢ que ele
pode dar mais informagdes por experimento do que ensaios ndo planejados, além de
reduzir o tempo gasto e melhorar a eficiéncia das investigacdes, particularmente quando
muitas variaveis sdo potencialmente importantes. Um segundo beneficio ¢ um ensaio
organizado através da cole¢do e andlise de informagdo. Freqlientemente as conclusdes de
um experimento planejado sdo evidentes, sem andlises estatisticas extensivas. Outra
vantagem ¢ a certeza de confiabilidade da informac¢do a luz de variagdo experimental e
analitica. Essa analise criteriosa dos resultados, quando apresentados em um trabalho, traz
mais credibilidade as conclusdes do pesquisador (Staeheli, 1987).

O planejamento dos experimentos, isto ¢, a especificacdo detalhada das operacdes
experimentais que devem ser realizadas, dependerd do objetivo particular que ele queira
atingir. Cada objetivo ird requerer um planejamento diferente, para que possa ser alcangado
de forma eficaz. Um planejamento de experimentos bastante utilizado ¢ o planejamento
fatorial de dois niveis, de grande utilidade em investiga¢des preliminares, quando se deseja
saber se determinadas varidveis tém ou ndo influéncia sobre a resposta, e ndo se esta
preocupado ainda com uma descri¢ao muito rigorosa dessa influéncia. Sao planejamentos
muito simples de executarem e podem ser ampliados para formarem um planejamento mais
sofisticado, que € necessario quando se quer conhecer melhor a relagdo funcional existente
entre as respostas e as variaveis. Por outro lado, quando se deseja fazer apenas uma
triagem inicial das varidveis, ¢ vantajoso comegar pela execugcdo de um planejamento
fatorial incompleto, o chamado fatorial fracionario (Box et al., 1978).

Através destas técnicas sistematicas de condugdo de experimentos ¢ possivel avaliar
o efeito principal de cada varidvel na resposta desejada, bem com as interacdes entre elas.
A partir da anélise de varidncia pode-se propor um modelo probabilistico adequado que
correlacione as respostas em func¢do das variaveis estudadas, construindo-se a superficie de
resposta para determinar as faixas 6timas de operacdo. Nem sempre o objetivo do trabalho

em estudo é a otimizacdo do processo, mas sim um melhor conhecimento sobre as
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respostas do sistema frente a variagdes ou perturbacdes que podem ocorrer dentro das
faixas de operagdes estabelecidas. Assim, outra informacao muito importante que pode ser
obtida através do planejamento fatorial ¢ a variacdo das varidveis que apresentam nenhuma
ou pouca influéncia nas respostas, fornecendo subsidios fundamentais quanto a
flexibilidade e robustez do sistema e conseqiientemente na definicdo da melhor estratégia
de controle operacional (Rodrigues et al., 1998).

Quando o ntimero de variaveis aumenta, crescem as chances de que uma ou mais
varidveis ndo afetem significativamente a resposta, seja por meio de efeitos principais, seja
por meio de efeitos de interagdo. Entdo as opgdes, sdo os planejamentos fatoriais
fracionados, que sdo Uteis nas etapas prévias de desenvolvimento de processos. Assim, este
procedimento € muito interessante em termos qualitativos, mas ndo se deve a partir de um
planejamento fracionado otimizar o processo, pois os efeitos principais estdo confundidos
com interagdes de 2* e 3% ordem ou superiores, conforme o tipo de resolugio do fracional
(Box et al., 1987, Myers et al., 1976).

Os processos fermentativos, principalmente os aerdbios, como € o caso da producao
de cefalosporina C, sdo muito complexos, envolvem muitas varidveis, tanto na fase de
crescimento do microrganismo quanto na fase de obtencdo do produto. Segundo Box et al.
(1978), quando o numero de variaveis envolvidas no processo ¢ grande, torna-se
praticamente impossivel realizar todos os experimentos necessarios para estudar a
influéncia dessas varidveis através de métodos tradicionais. Todavia, escolhendo um
método de planejamento adequado, torna-se possivel programar os experimentos com a
finalidade de se estudar um grande numero de variaveis de maneira compacta e, entao,
selecionar aquelas que realmente sao importantes para estudos mais minuciosos.

Apesar de constituir a classe mais simples de planejamentos fatoriais ortogonais,
usando um numero reduzido de experimentos por fator, os fatoriais 2* com pontos centrais
indicam tendéncias e dire¢des da pesquisa, € sdo extremamente uteis quando a situacao
experimental é representada adequadamente por um modelo de 1* ordem, e possibilitam
aumentar estes experimentos para formar planejamentos compostos ou trabalhar com
fragdes destes planejamentos, além de utilizarem operagdes matematicas simples. Se o
modelo de 1* ordem proposto ndo estiver bem correlacionado com os dados experimentais
ou se outras condi¢cdes experimentais ndo previstas pelo planejamento fatorial quiserem ser
exploradas, faz-se necessario recorrer a um modelo de 2* ordem (Box et al., 1978, Myers et

al., 1976).
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A metodologia de superficie de resposta ¢ uma técnica de otimizagdo baseada no
emprego de planejamentos fatoriais, introduzida pr G. E. P. Box na década de 50, e que
desde entdo tem sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos processos
industriais (Box et al., 1987).

Nos ultimos 10 anos, a aplicagdo bem sucedida de planejamentos experimentais,
metodologia por superficie de resposta para o desenvolvimento de meios ou melhoramento
do bioprocesso, foram registrados por alguns pesquisadores.

MacDaniel et al. (1976), aplicaram técnicas de superficie de resposta para a
otimizagdo do meio em processos de fermentacdo de diferentes antibioticos (eritromicina e
candicidina, entre outros), usando entre duas e cinco varidveis. Uma otimizacgdo foi feita
com cinco variaveis independentes, trés nutrientes, a porcentagem de indculo e o tempo de
fermentacdo. O objetivo principal foi otimizar as concentracdes de nutrientes em frascos
agitados para subsequente produgdo em planta piloto ou trabalho experimental, com um
nimero minimo de experimentos em um curto espago de tempo.

Araujo et al. (1993), imobilizou esporos da linhagem IFO 8644 de P. chrysogenum
em particulas de diatomito e investigou fatores que influenciam no tamanho das
bioparticulas durante sua formacdo em frascos agitados através de um planejamento
experimental. Com os resultados obtidos experimentalmente, correlacionaram a
concentragdo de esporos na suspensdo inicial, a concentragao de fosfato e a velocidade de
agitacdo com o didmetro das particulas através da andlise de superficie de resposta.
Verificaram neste estudo que a concentragdo de fosfato ¢ a velocidade de agitacdo
influenciaram mais acentuadamente o didmetro das bioparticulas a baixas concentracoes de
esporos ¢ que o fator de maior influéncia no diametro das bioparticulas, em todos os
ensaios, foi a concentragdo de esporos.

Ratusznei (1993) realizou experimentos em "shaker" a 26°C e pH 7,0 durante 60
horas, com o fungo P. chrysogenum seguindo um planejamento experimental com o
objetivo de identificar e quantificar as varidveis importantes na indugdo do crescimento do
fungo para a forma de pellets em meio complexo. Foram testadas como variaveis
independentes, a velocidade de agitagdo, a diluicdo do meio e a concentragcdo de esporos.
As varidveis dependentes foram concentragdo celular e didmetro das bioparticulas. Os
resultados possibilitaram identificar como variaveis independentes mais importantes, a
velocidade de agitacao (entre 210 e 340 rpm) e a concentracao de esporos no indculo (entre

10% e 2x10° esporos/mL), enquanto a variavel diluigio do meio mostrou pouca influéncia
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na formacgdo de pellets. Uma superficie de resposta representada por um modelo de
segundo grau foi a que melhor correlacionou as varidveis estudadas.

Sarra et al.(1993) estudaram a composicdo do meio liquido empregado para
obtencdo de antibidtico hibrido por linhagens recombinantes de Streptomyces lividans
TK21. O crescimento celular e a produgdo de antibidticos foram avaliados em culturas
batelada usando frascos erlenmeyer, mantidos em mesa rotativa (100 rpm) a 30°C durante
7 dias. Cinco compostos diferentes foram testados como fontes de carbono para o
crescimento e a produgdo de antibidtico: glicose, lactose, sacarose, glicerol e amido. O
amido foi a melhor fonte de carbono para o crescimento celular e a producdo de
antibidtico, na forma compacta de pellet. Trés diferentes fontes de nitrogénio foram
estudadas: NaNOs, NH4Cl e &cido glutamico, em uma série de experimentos usando meio
liquido com 2,5 mM de fosfato e 30 g/ de amido como fonte de carbono. Méaximas
quantidades de células e antibidtico foram obtidas com 4cido glutdmico como fonte de
nitrogénio. Desta forma, o acido glutdmico e amido foram selecionados como fontes de
nitrogénio e carbono. Em alguns ensaios os autores observaram que a producgdo de
antibidtico ndo foi suprimida pelo excesso de amido, mas que os niveis iniciais de acido
glutamico e fosfato influenciaram acentuadamente o processo fermentativo. Ensaios
preliminares permitiram restringir o intervalo de concentragio para estes compostos, a ser
estudado na fase de otimizacao: 0,4 a 15 mM para o fosfato e 10 a 80 mM para o acido
glutamico. Um planejamento experimental composto central foi usado para se obter a
influéncia desses dois nutrientes sobre a biomassa final ¢ a concentra¢ao de antibiotico em
culturas em batelada, obtendo uma superficie de 2* ordem. Com esta equagdo os autores
obtiveram as concentragdes 6timas que maximizavam a producdo final de antibidticos: 10
mM de fosfato e 52,8 mM de acido glutamico.

Oprime e Suazo (1997) realizaram experimentos em "shaker" a 250 rpm, durante 24
horas, usando meio complexo, visando identificar e quantificar algumas varidveis
importantes na etapa de crescimento do fungo P. chrysogenum para a otimizagdo de
producdo de biomassa associada ao consumo de substrato. As variaveis independentes
testadas foram: temperatura, concentragdo de dgua de maceracdo de milho, concentracao
de sulfato de amonio, concentracdo de sacarose e concentracao de 6leo de soja, tendo como
variavel dependente o coeficiente de rendimento celular Yy. Os resultados obtidos foram
analisados através da metodologia estatistica de andlise por superficie de resposta e

mostraram que, dentro da regido de experimentacdo definida, as varidveis mais importantes
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foram: concentracdo da agua de macerag¢ao de milho (fonte de nitrogénio) e concentracao
de sacarose (fonte de carbono). Uma superficie de segunda ordem foi a que melhor
correlacionou as varidveis estudadas e um alto valor do coeficiente de rendimento celular
(Yy;s) foi obtido ao se trabalhar com concentragdes baixas de sacarose (4 g/L) e altas
concentragdes de agua de maceragdo de milho (57,4 g/L).

Pulitano (1998) estudou o efeito da agitacdo, temperatura, nitrogénio, agucar e
fosforo sobre o crescimento do fungo P. chrysogenum IFO-8644 e o efeito da temperatura,
precursor e sacarose sobre a produgdo de penicilina pelo mesmo fungo, usando-se meio
sintético e realizando-se ensaios em mesa rotativa com controle de temperatura e agitagao.
Primeiramente a autora realizou um planejamento fatorial 2° ¢ concluiu que o fosfato nio
era significativo para a produgcdo de biomassa, na faixa estudada. Um segundo
planejamento foi executado e verificou-se que o fator agitacdo ndo era significativo, dentro
da faixa estudada, na obtencdo da resposta velocidade especifica maxima de crescimento
(Umax). Um modelo ajustado de 2* ordem correlacionou as varidveis significativas
envolvidas. A analise candnica do modelo ajustado indicou duas possibilidades de obterem
altos valores de pma, trabalhando-se com temperaturas entre 25,5 ¢ 28,5°C: associando-se
uma alta concentracdo de glicose com uma baixa concentragdo de sulfato de amonio ou
uma baixa concentracdo de glicose com uma alta concentracao de sulfato de amonio. Um
planejamento composto central 2° completo, mostrou que trés variaveis, dentro da faixa
estudada, eram significativas para a obten¢do da velocidade especifica de produgdo média
de penicilina (p,), medida no inicio da fase produtiva do microrganismo. Um modelo de 2*
ordem correlacionou as variaveis envolvidas. Através de analise das superficies de
resposta, chegou-se a uma faixa 6tima de concentragao de precursor: entre 0,4 ¢ 0,8 g/L
para uma massa celular inicial em torno de 1 g/L e observou-se que um grande aumento no
valor de p, pode ser alcangado ao se trabalhar com uma baixa concentra¢do de sacarose
associada a temperatura entre 22 e 25,5°C. A autora ressalva que as faixas oOtimas de
temperatura obtidas para as etapas de crescimento celular e de produgdo de antibidtico
foram diferentes e o planejamento estatistico de experimentos mostrou-se bastante
eficiente para a avaliagdo do bioprocesso, pois permitiu atingir valores de fimay até 0,23 h™!

e de p, até 0,22 mgpen/geel.h.
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2.8.2 Redes Neurais em Bioprocessos

Na década de 40 iniciaram-se os primeiros estudos na tentativa de modelar
neurdénios empregando fungdes logicas. McCullogh e Pitts foram os pesquisadores
pioneiros, mostrando que um neurdnio podia ser modelado por uma simples fun¢ao degrau
para realizar uma func¢do légica. Ao mesmo tempo, Wiener relacionava principios de
engenharia, realimentacdo e funcdes cerebrais; ¢ o que por ele foi exposto como os
Principios da Cibernética, em seu livro "Cybernetics: Control and Comunication in the
Animal and the Machine", citado por Lau (1990). Alguns autores chegam a dividir o
desenvolvimento dos estudos no campo em trés fases. A primeira, de 1949 a 1969, teve o
inicio com o surgimento de varios modelos como o “Perceptron” de Rosemblat, “Adaline”
de Widrow e Hoff e a “Matriz de Aprendizado” de Steinbuch. O modelo “Perceptron” teve
vida curta, quando dois pesquisadores, Misky e Papert, provaram matematicamente que
esse modelo nao poderia ser usado para representar funcdes logicas complexas (Lau,
1990). Iniciava-se a segunda fase, com a técnica caindo praticamente no esquecimento. A
terceira e atual fase teve seu inicio marcado no ano de 1986 com o langamento de um livro
por David E. Rumelhart ef al. (1986), (‘“Parallel Distributed Processing: Explorations in the
Microstructure of Cognition”). Neste livro encontra-se descrito o algoritmo de aprendizado
denominado retropropagacdo, revolucionando o uso da técnica e promovendo um forte
impulso nas pesquisas de campo.

As redes neurais artificiais vém se tornando uma importante ferramenta empregada
na simulagdo e controle de processos. Esse fato ¢ atribuido principalmente a sua
caracteristica de reproduzir com fidelidade o comportamento de sistemas nao lineares,
aliada ainda ao reduzido tempo de processamento necessario. Além disso, seu uso dispensa
a elaboracdo de modelos matematicos complexos baseados em equacdes fundamentais e
constitutivas, que muitas vezes ainda pressupdem a adocdo de véarias hipoteses
simplificadoras durante a etapa de elaboragdo (Baughman e Liu, 1995).

De acordo com Bhat e McAvoy (1990), as redes neurais sdo uma das areas que
mais tem crescido no campo da inteligéncia artificial e também uma das mais promissoras
devido a sua capacidade de representar relagdes ndo lineares. As redes neurais t€m sido
usadas largamente em um grande numero de aplicagdes de engenharia quimica como:
simulagdo de processos quimicos, andlise de dados de sensores e deteccdo de falhas e

identificagdo de processos ndo lineares.
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De acordo com Van Can ef al. (1997), dependendo da quantidade de conhecimento
que ¢ utilizado para desenvolver o modelo, as estratégias de modelagem podem ser
classificadas em: caixa branca, caixa preta e caixa cinza. Na abordagem caixa branca, o
desenvolvimento do modelo ¢ realizado a partir dos primeiros principios (balangos
macroscopicos, relagdes termodindmicas e assim por diante).

Nos processos bioquimicos, as redes neurais artificiais sdo usadas normalmente
como caixa preta, em aplicacdes de modelagem de biorreatores. Na estratégia de
modelagem caixa preta, o modelo ¢ desenvolvido a partir da observagdo do
comportamento de suas entradas e saidas. E o Ginico método possivel de se utilizar quando
nenhum conhecimento do processo esta disponivel. A maior vantagem desta técnica de
modelagem ¢ que, dentro de um tempo razoavel, pode-se obter um modelo matematico
preciso do sistema sem um conhecimento detalhado dos fendmenos que ocorrem durante o
processo. Mas a grande desvantagem desta abordagem ¢ a sua incapacidade para realizar
extrapolagdes (Thibault ez al., 1998; Di Massimo et al. 1992).

Uma outra alternativa ¢ a estratégia de modelagem denominada "caixa cinza", que
também ¢ denominada de modelagem hibrida. Esta técnica combina principios primarios
simples do modelo, os quais incorporam o conhecimento disponivel "a priori" do processo
que esta sendo modelado, com a técnica das redes neurais que serve como um estimador de
pardmetros desconhecidos do modelo fenomenologico do processo. As redes neurais
podem ser treinadas para prever aqueles pardmetros do modelo fenomenolégico ou
substituir equacgdes constitutivas complexas (Van Can et al. 1997).

Na engenharia quimica, a técnica de redes neurais comegou a ser utilizada mais
recentemente, com trabalhos em varias areas (Hoskins e Himmelblau, 1988; Bhat e
McAvoy, 1990; Kennedy et al., 1992).

Thibault e Van (1990), introduziram a técnica na modelagem dinamica de
bioprocessos. A rede neural dinamica foi empregada para prever as variaveis chaves do
bioprocesso. Este novo método foi comparado com uma técnica de predicdo mais
tradicional, o filtro de Kalman extendido, para avaliar seu desempenho. O caso em estudo
foi um fermentador continuo perfeitamente agitado. Os estudos mostraram que a rede
neural foi capaz de generalizar o comportamento dindmico do processo com alto grau de
precisao.

Pollard et al. (1992), descreveram uma série de testes em que uma rede neural

"feedforward" (treinada com o algoritmo da retropropagacdo) foi empregada para
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identificacdo de processo. Os autores propuseram uma modificagdo na fungdo objetivo,
empregada durante o treinamento ¢ o uso da validacdo cruzada, para melhorar este
processo de treinamento. Demonstracdes sdo feitas empregando dados simulados e reais.
Os autores discutem vantagens e desvantagens desta técnica em comparacdo com técnicas
classicas de identificagdo de processos.

O primeiro trabalho, a descrever o uso da técnica das redes neurais em bioprocesso
envolvendo a producdo de metabolitos secundérios foi de Willis et al. (1991). Neste
trabalho os autores empregaram uma rede neural do tipo "feedforward" tendo como
variaveis de entrada a demanda de oxigénio ¢ a idade do processo (tempo de cultivo), e
como variavel de saida, a biomassa. A rede especificada apresentava uma camada oculta,
foram utilizados durante a fase de treinamento dados experimentais de duas bateladas e o
desempenho da rede foi avaliado empregando dados de uma terceira batelada. A rede foi
treinada com o auxilio do algoritmo "chemotaxis" (procedimento de busca aleatoria dos
pesos). Segundo os autores as estimativas obtidas para a concentracdo celular pela rede
neural foram tdo boas quanto aquelas obtidas para os conjuntos utilizados durante a fase de
treinamento.

Di Massimo et al. (1992), utilizaram dados industriais do processo de producao de
penicilina G por P. chrysogenum. Foram utilizadas duas redes neurais do tipo
"feedforward", contendo duas camadas ocultas. A primeira rede empregava como variaveis
de entrada dados obtidos em linha: velocidade de evolucao de didxido de carbono, idade
do caldo e concentragdes de dois substratos empregados no meio suplementar durante a
batelada alimentada. Como varidvel de saida era inferida a concentragdo celular. A
segunda rede utilizava como entradas a velocidade de crescimento do microrganismo, a
biomassa e a idade do caldo. O trabalho foi concentrado na modulariza¢dao do processo, ou
seja, empregaram uma rede neural para predizer a velocidade de crescimento celular, a
qual era utilizada como dado de entrada para uma segunda rede neural, que previa a
producdo de penicilina. Os resultados obtidos durante as etapas de treinamento e validacao
mostraram que as redes neurais empregadas foram capazes de capturar os complexos
mecanismos envolvidos neste processo. Dessa forma, a rede poderia ser usada par fornecer
informacdes em tempo real para ajudar na supervisao da producao industrial da penicilina.

Syu e Tsao (1993), aplicaram a técnica das redes neurais para prever o crescimento
celular em cultivos empregando a bactéria Klebysiella oxytoca ATCC 13882 em batelada a

partir dos experimentos realizados em frascos agitados, num total de 14 conjuntos,
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empregando diferentes condicdes iniciais. Os dados foram divididos aleatoriamente em
conjuntos e utilizados durante as fases de treinamento e validagdo. A rede empregada foi
"feedforward" com topologia, 2-3-8. As varidveis de entrada foram concentragdes iniciais
de célula e glicose, e as de saida a concentragao celular do cultivo ao longo do tempo. Uma
nova fun¢ao de transferéncia foi introduzida pelos autores, do tipo saturagdo. Os resultados
obtidos mostraram que a rede neural foi capaz de fornecer bons resultados em situacdes de
interpolacdo e extrapolacdo da base de dados.

Psichogios e Ungar (1992), apresentaram uma rede neural hibrida para modelagem
de um biorreator batelada alimentada. O modelo neural hibrido combina equagdes de
balanco que incorporam um certo conhecimento do processo que esta sendo modelado com
uma rede neural que estima parametros nao conhecidos. A avaliagdo da rede neural hibrida
¢ feita através da comparagdo com uma rede padrdo e com outros estimadores, como filtro
de Kalman estendido e programacdo nao linear. A rede neural recebe como entrada as
variaveis do processo e estima, neste caso, a velocidade de crescimento celular. A saida da
rede serve como entrada para as equagdes de balango, as quais geram as varidveis do
processo no proximo instante. A combinacdo dos dois blocos produz a rede neural hibrida
completa do sistema bioquimico.

Cruz (1996), desenvolveu um modelo matematico nao estruturado para descrever o
bioprocesso de producdo da penicilina G, pelo microrganismo Penicillium chrysogenum
IFO 8644, em reator convencional operado em batelada alimentada. O modelo incorpora a
influéncia da concentracdo do oxigénio dissolvido no caldo e das forcas de cisalhamento
devido a agdo do impelidor sobre a produtividade do processo. Considera ainda uma
cinética de inibi¢do pelo excesso de substrato para a taxa de produgdo de antibidtico. O
modelo descreveu bem o comportamento do processo, sendo capaz de prever um ponto de
operacdo 6timo para a velocidade de agitagdo do biorreator. Uma rede de trés camadas, do
tipo "feedforward" foi empregada. Trés configuragdes da rede foram testadas. A base de
dados foi construida com o auxilio do modelo fenomenologico. Trés técnicas de
treinamento foram estudadas: Retropropaga¢do, Busca Direta Aleatéria e uma
desenvolvida pelo autor (associando as caracteristicas destas duas abordagens), sendo esta
a que implicou em melhores resultados. As simulagdes realizadas mostraram excelentes
ajustes aos dados em situagdes de interpolagdo, mesmo na presenca de ruidos aleatdrios
simulados nas variaveis de operacdo. Resultados qualitativamente satisfatorios foram

obtidos em extrapolagdes moderadas.
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Kennedy et al. (1992), compararam redes neurais e¢ planejamento fatorial como
técnicas para a otimizagao do meio de cultura para a producdo de lipideos intracelulares
por Rhodotorula gracilis. Investigaram trés varidveis, melaco, nitrato de amoénio e extrato
de levedura, em trés niveis de concentragdes e obtiveram como resposta, concentragdo
celular, concentragdo de lipidios e concentragdo de agtcar residual. Foram requeridos 27
experimentos pelo planejamento fatorial completo para a andlise das varidveis nas
respostas. Por outro lado, utilizando uma rede com trés camadas, 4 neurdnios na camada
oculta e utilizando uma base de 10 experimentos para o treinamento, foi possivel estimar
todas as demais situacdes que compreendem o planejamento fatorial completo. Isto
significa que ao contrario dos 27 experimentos conduzidos pelo planejamento fatorial
completo apenas 10 experimentos poderiam ter sido realizados e o resto das combinagdes
serem estimados pela rede neural, representando, assim, 63% de reducdo dos experimentos
a serem conduzidos.

Ferreira et al. (2000), utilizaram a técnica de redes neurais juntamente com a de
planejamento fatorial para reduzir o nimero de ensaios requeridos por esta, no estudo da
influéncia de algumas varidveis no crescimento do fungo Penicillium chrysogenum.
Investigando preliminarmente cinco fatores, em dois niveis, temperatura [20 e 30 °C],
concentracdo de sacarose [12 e 28 g/L], concentracdo de sulfato de amonia [7 e 17 g/L],
concentragdo de fosfato de potéssio [10 e 20 g/L] e agitacdo em "shaker" [200 e 300 rpm],
2°+1 ensaios foram requeridos pelo planejamento fatorial para estudar a influéncia destas
variaveis na variacao da concentragdo celular em 40 horas de fermentacao. Utilizando uma
rede neural de multiplas camadas ("feedforward"), com 6 neurdnios na camada oculta, um
conjunto de 13 ensaios selecionados da matriz planejamento, para compor os dados a
serem utilizados no treinamento da rede, foi possivel simular os ensaios restantes do
planejamento fatorial completo. Em um segundo estudo, onde se realizou um planejamento
fatorial de quatro varidveis (2*+1 ensaios), em dois niveis, para analisar a influéncia das
variaveis, temperatura [20 e 30 °C], concentragdo de glicose [15 e 35 g/L], concentragdo de
sulfato de amonia [5,25 e 12,25 g/L] e agitacdo em shaker [200 e 300 rpm], na velocidade
especifica maxima de crescimento (Umax) do fungo. Utilizaram uma rede neural de
multiplas camadas ("feedforward"), com 5 neur6nios na camada oculta e com um conjunto
de 9 ensaios selecionados da matriz planejamento, para compor os dados a serem utilizados
no treinamento da rede, foi possivel simular os ensaios restantes do planejamento fatorial

completo. Portanto, nos dois casos estudados foi possivel reduzir o nimero de ensaios do
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planejamento fatorial utilizando redes neurais. Na primeira etapa uma reducao de 60,6% e
na segunda, 47% do numero total de ensaios a serem conduzidos pelo planejamento
fatorial. Portanto, para problemas com grande niimero de varidveis, como ¢ o caso de um
processo de fermentacdo, esta redugdo de tempo e material pode ser muito importante para

conduzir um trabalho de otimizagdo mais economico, sem detrimento da confiabilidade.

2.9 Comentarios Gerais

Os topicos abordados durante esta revisdo bibliografica caracterizam o estado da
arte em relacdo a varios aspectos sobre desenvolvimento dos bioprocessos de um modo
geral, e em particular daqueles envolvendo a produg¢do de compostos B-lactdmicos. Os
trabalhos pesquisados, enfatizam o uso de biorreatores convencionais € ndo convencionais
para cultivo de células livres e imobilizadas, utilizando para o desenvolvimento da
biomassa e¢ producdo de cefalosporina C um meio de cultivo definido por Demain et al.
(1963) e Shen et al.(1986).

No Laboratério de Engenharia Bioquimica de Departamento de Engenharia
Quimica da UFSCar (Sao Carlos - SP), estudos com o microrganismo C. acremonium
ATCC 48272, foram realizados e melhorias significativas no processo de produgdo de
cefalosporina C foram obtidas. Araujo (1996), realizou estudos cinéticos do processo de
producao de cefalosporina C empregando células livres e imobilizadas do microrganismo.
Virios aspectos foram abordados, entre eles estudos com relacdo a limitagdo do processo
pela transferéncia de massa (oxigénio). Tai (1996), realizou experimentos com o objetivo
de avaliar algumas variaveis de operagao do biorreator tipo torre na transferéncia de massa.
Gomes et al. (1998), estudou a reologia do caldo de cultivo do microrganismo. Silva
(1998), comparou o processo de producdo do antibidtico cefalosporina C em biorreator
convencional operado em batelada e em batelada alimentada, a diferentes vazdes de meio
suplementar contendo sacarose invertida. Almeida (1999), estendeu os estudos realizados
por Silva (1998), ao biorreator tipo torre. Cruz (2000), estudou metodologias de inferéncia
das variaveis de estado mais importantes do processo de produgdo de cefalosporina C a
partir de dados disponiveis em linha. Para tanto implementou um sistema de aquisi¢ao de
dados baseado em um controlador logico programavel e sistema supervisorio. Estudos com
biorreatores de membrana ceramica para producdo de cefalosporina C, foram realizados

por Silva (2002) e Canto (2002). Trabalhos de modelagem e simulagdo, utilizando modelos
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fenomenoldgicos encontram-se bem caracterizados com trabalhos de Araujo (1996), Cruz
et al.(1999) e Cruz (2000) e utilizando redes neurais em trabalhos de Cruz (1996) e Cruz et
al. (1998).

Nota-se pela revisdo bibliografica, que muitos estudos ja foram realizados, mas
nenhum especificamente priorizando o meio de cultivo ou estudos envolvendo os vérios
componentes que constituem esse meio. Isso significa que ndo ha registro de estudos que
considerem os efeitos de cada componente deste meio de cultivo, bem como as interagdes
que podem existir entre estes componentes, no processo de produgdo de biomassa e de
cefalosporina C por Cephalosporium acremonium ATCC 48272. Dai a necessidade de se
realizar um trabalho que envolva alguns componentes do meio de cultivo do processo de
fermenta¢do, de modo a identificar quais os componentes do meio de cultivo que
apresentam efeitos mais significativos ou limitantes, estabelecer correlagdes entre eles e

faixas de trabalho que conduzam a melhores resultados.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, apresentam-se os materiais, equipamentos e procedimentos usados
para a preparacdo e execucdo dos ensaios experimentais. Primeiramente, sdo apresentados
os varios meios utilizados nas fermentagdes, uma vez que foram realizados ensaios
preliminares, ensaios seguindo a metodologia estatistica e ensaios de verificagdo em
fermentador. Em seguida sdo apresentados os equipamentos ¢ metodologias analiticas
utilizadas. A parte de planejamento de experimentos, aborda a parte tedrica sobre o
respectivo assunto e a metodologia experimental empregada no presente trabalho,
justificando a escolha das varidveis envolvidas e os planejamentos fatoriais desenvolvidos.
Os ensaios relativos aos planejamentos de experimentos foram divididos em duas partes:
otimizacdo do meio para o crescimento de fungo e posteriormente a otimizagao do meio de
producdo do antibidtico cefalosporina C. Na parte final ¢ abordada a fundamentacao
teorica sobre redes neurais e a metodologia utilizada para a modelagem do processo de

crescimento do fungo utilizando esta técnica.

3.1 Materiais

3.1.1 Microrganismo

Foi utilizada a linhagem de Cephalosporium acremonium ATCC 48272 (C10),
cedida pela Fundacdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia "André Tosello" - Campinas, Sdo

Paulo.

3.1.2 Meios de Cultura

Os reagentes usados nas analises, bem como os sais e todos os ingredientes
utilizados nos meios de cultura, foram todos reagentes de grau analitico.

3.1.2.1 Meio Soélido de Esporulaciao

A composicdo do meio solido empregado para o cultivo e preservagdo do

microrganismo Cephalosporium acremonium ATCC 48272 em tubos enclinados ("slants"),
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foi baseada no meio utilizado por Shen ef al. (1986) e sdo listados na Tabela 3.1, cujo pH

da solugao foi 7,2+0,1.

Tabela 3.1: Composicdo do meio de cultura
empregado para preservacdo do C. acremonium.

Componentes Concentragado (g/L)
Sacarose 20,0
K,HPO4 0,5
KH,PO4 0,5
KCl 0,5
MgS04.7H,0 0,5
FeS0,4.7H,O 0,01
NaNOs 3,0
Extrato de levedura 4,0
Peptona 4,0
Agar 20,0

3.1.2.2 Meio de Germinacgao e de preparo do Indculo

A composi¢do do meio de germinagdo esta listada na Tabela 3.2 e foi baseada em

meio definido por Demain et al. (1963), com algumas modificagdes feitas por Araujo

(1996). Neste trabalho foi feita uma modificagdo na composicao da solucdo de sais: o sal

Fe(NH4)2(S04),.6H,0 utilizado no meio, por apresentar também uma fonte de nitrogénio,

foi substituido FeCl,. O pH da solugao foi 7,0+0,1.

Tabela 3.2: Composi¢do do meio de cultura empregado para preparo
do germinado e inoculo do fungo C. acremonium.

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 30,0
Acido Oléico 1,5
DL-metionina 3,0
Acetato de Amonio 8,8
KH,POg4 2,3
K>,HPO4 5,8
CaCO; 2,0

Solugdo concentrada de sais” = 50,0 mL/L
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Continuagao da Tabela 3.2

* Composicao da solucao concentrada de sais:

Componentes Concentragao (g/L)
NaSOq4 16,2
MgS04.7H,0 7,68
CaCl,.2 H,O 1,16
MnSO4.H,O 0,64
ZnS04.7H,0 0,64
CuS04.5H,0 0,04
FeCl, 0,16

3.1.2.3 Meio de Cultura para o Cultivo do Cephalosporium acremonium em Frascos

Agitados e Fermentador

O meio utilizado nos ensaios realizados em frascos agitados e em fermentador de

tanque agitado para ensaio de validacao, esta apresentado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Composi¢cdo do meio de cultura empregado nos experimentos
com C. acremonium em frascos agitados e fermentador de tanque agitado.

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 27,0
Sacarose 36,0
Acido Oléico 1,5
DL-metionina 5,0
Acetato de Amonio 8,8
KH,PO4 1,08
K,HPO4 2,97
CaCOs 2,0

Solucao concentrada de sais = 50,0 mL/L (Tabela 3.2)
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3.1.24 Meio de Cultura para Realizacio dos Experimentos Previstos no

Planejamento Fatorial

As composi¢des dos meios de cultivo para o acompanhamento do crescimento do
microrganismo foi definido segundo a metodologia de planejamento experimental, descrita
e discutida no item 3.2.3.1.1.

As composicdes dos meios de cultivo iniciais, para o acompanhamento da producao
de antibiotico sdo mostrados na Tabela 3.4. Apos a fase incial o meio foi definido segundo

a metodologia de planejamento experimental, mostradas e discutidas no item 3.2.3.1.2.

Tabela 3.4: Composi¢@o do meio de cultura empregado para a fase inicial
dos experimentos para acompanhamento da produ¢ao de antibidtico.

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 30,0
Acido Oléico 0,4
DL-metionina 0,5
Acetato de Amonio 8,8
KH,PO4 1,2
K,HPO,4 3,0
CaCOs 2,0

Solucao concentrada de sais = 20,0 mL/L (Tabela 3.2)

3.1.2.5 Meio de Cultura Utlizado nos Experimentos Batelada Alimentada para

Validacao do Estudo de Otimizacdo com Planejamento Fatorial

As composicdes dos meios de cultura, para ensaio realizado em fermentador de
tanque agitado em regime de batelada alimentada, foram definidas a partir dos resultados
dos ensaios conduzidos segundo a metodologia estatistica aplicada (item 3.2.3.1.1 e
3.2.3.1.2). A Tabela 3.5 apresenta a composicdo do meio utilizado no periodo

correspondente ao crescimento celular bem como a composi¢do do meio suplementar. A
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Tabela 3.6 apresenta a composi¢do do meio suplementar utilizado no periodo

correspondente a producao de antibidtico.

Tabela 3.5: Composicdo do meio de cultura empregado nos
experimentos de fermenta¢do em regime batelada alimentada.

Componentes do Meio Inicial Concentracdo (g/L)
Glicose 4,5

Acido Oléico 0,5
DL-metionina 0,5
Acetato de Amonio 2,5
KH,PO4/ K;HPO4 1,2/3,0
CaCOs 1,0
Solugao concentrada de sais = 20,0 mL/L (Tabela 3.2)
Componentes dos Meios Suplementares Concentragao (g/L)
Glicose™ 100,0
Acetato de Amonio” 100,0
KH,POy/ KoHPO,™ 6,0/15,0

Solugdo concentrada de sais” = 60,0 mL/L Tabela 3.2

* Componente unico em solugdo
** Componentes em uma mesma solu¢do

Tabela 3.6: Composi¢ao do meio de cultura suplementar empregado
no experimento de fermenta¢do em regime batelada alimentada.

Componentes dos Meios Suplementares Concentragao (g/L)
Sacarose 100,0
DL-metionina 50,0
KH,POy/ KHPO,™ 6,0/15,0

Solugdo concentrada de sais” = 60,0 mL/L Tabela 3.2

* Componente unico em solugdo
** Componentes em uma mesma solugao
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3.1.3 Equipamentos

a) Mesa Incubadora Rotativa: As etapas de germinagdo, preparo do indculo e os ensaios
de fermentacdo, foram realizadas em camaras de incubagdo rotativas Superhom G-25 e
New Brunswick Scientific, com controle de temperatura e agitacao.

b) Bioreator: O bioreator tipo tanque agitado e aerado utilizado foi um BioFlo III da New
Brunswick de 5,0 L de volume qtil, equipado com controle e monitoramento de
temperatura, O, dissolvido e pH.

¢) Esterilizacao : Os meios utilizados para a realizagdo dos ensaios e todo o material que
estaria em contato com o microrganismo (vidraria, e demais utensilios de usos diversos
envolvidos na esterilizagdo dos ensaios) foram esterilizados a 120°C, durante 20 minutos
em autoclaves Fabber-Primar.

Para executar as manipulagdes com o meio e o microrganismo, em condi¢des de
assepsia, foi utilizada uma camara de fluxo laminar da Veco, contendo bico de Bunsem e
lampada germicida (UV).

d) Medida de pH : O pH das solugdes preparadas e das amostras retiradas durante os
ensaios foram medidos com auxilio de um medidor de pH de bancada B-271 da Micronal.
e) Centrifugacio e Conservacao das amostras : Utilizou-se uma centrifuga refrigerada
da marca Eppendorf 5403, para separar as células do sobrenadante nas amostras coletadas
durante os ensaios, cujo sobrenadante era armazenado em Ultra-Frezzer Forma Scientific
em temperatura de -50°C. Este, também era utilizado para preservar o microrganismo em
criotubos.

f) Espectrofotometro : Foi utilizado um espectrofotdmetro da marca Pharmacia Biotech
modelo Ultrospec 2000 para as analises de fosforo (azul de molibdénio) e glicose (DNS).
g) Cromatégrafo Liquido de Alta Performance ("High Pressure Liquid
Cromatograph'): para a determinacdo das concentragdes de sacarose, glicose e de

cefalosporina C nos ensaios foi utlizado um cromatografo da marca Waters.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Métodos Analiticos

3.2.1.1 Concentraciao Celular

A concentracdo celular foi determinada a partir do procedimento de massa seca.
Retirava-se um volume conhecido de amostra centrifugava-se durante 15 minutos a 8000
rpm ¢ 6°C. Parte do sobrenadante era recolhido e armazenado em frascos a -50°C para
posterior analise de acucar, fosforo, nitrogénio e antibidtico. A massa compactada no tubo
de centrifuga era tratada com solu¢do de 4cido acético (5% v/v) para dissolugdo dos sais
(principalmente CaCOs) e centrifugada novamente durante 15 minutos a 8000 rpm e 6°C.
O restante do sobrenadante era descartado e o volume compactado de biomassa era
transferido para o recipiente, previamente pesado, e colocado na estufa a 105°C durante 24

horas.

3.2.1.2 Concentracao de Sacarose e Glicose

A concentragdo de glicose, para as amostras que continham somente este agucar, foi
determinada pelo método do acido 3,5 dinitro-salicilico, DNS (Miller, 1959). O
sobrenadante, devidamente diluido, era submetido a analise lendo-se a absorbancia em um
espectrofotometro a 540 nm.

Para as amostras que continham sacarose, glicose e frutose utilizou-se
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). O sistema era provido com injetor
rheodyne de 20 pL. e bombas Waters 510 utilizando uma coluna de troca idnica da Shodex
Ionpak KS-802-300 x 8 nm, pré-coluna Shodex Ionpak KS-G e detector Waters 410

usando como eluente d4gua a uma vazdo de 1 mL/min e temperatura controlada de 50 °C.
3.2.1.3 Concentracio de Nitrogénio
O nitrogénio na forma de amonia, contido no sal acetato de amonio, foi

determinado por destilagdo por arraste de vapor e quantificado estequiometricamente

seguindo o procedimento proposto por Vogel (1989).



58

3.2.1.4 Concentracao de Fosforo

A determinagdo da concentracdo de fosforo presente nas amostras foi feita pelo
método colorimétrico do azul de molibdénio, seguindo o procedimento proposto por Vogel

(1989), e a leitura da absorbancia feita em espectrofotometro a 830 nm.
3.2.1.5 Concentracio de Cefalosporina C

A concentracdo de cefalosporina C foi determinada por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), com um sistema provido de injetor rheodyne de 20 uL. e bombas
waters 510 utilizando uma coluna Nova-Park® C18 60 ® 4pm 3.9x150mm, pré-coluna
Nova-Park® C18 60 @ 4pm 3.9x20 mm e detector Waters 486 ajustado no comprimento de
onda de 254 nm usando como eluente solu¢ao tampao 1,36% (p/v) de KH,PO4 e 1% (v/v)
de acetronitrila, em pH = 6,0 ajustado com KOH 10 N, a uma vazdo de 1 mL/min e
temperatura de 30 °C.

O padrao de cefalosporina C foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Tecnologia
Enzimatica do Instituto de Catalisis y Petroleo Quimica do CSIC, Madrid, Espanha. As
curvas de calibragdo foram elaboradas a partir de solugdes padrdes conhecidas de
cefalosporina C.

Os resultados foram obtidos em microcomputador utilizando o programa Millenium

da Waters.
3.2.2 Procedimento Experimental
3.2.2.1 Conservacao do Fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272

Foi desenvolvida e padronizada a metodologia para preservacdo do microrganismo
em criotubos , mantidos no Ultra-freezer a -50°C. O procedimento experimental adotado
foi baseado em metodologia proposta por Andrietta (1998).

Tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio de esporulagdo (item 3.1.2.1), eram
preparados a partir de criotubos e eram incubados em tubos de ensaios por um periodo de 7

dias a 28°C. Ap0s este periodo de incubag¢do, os tubos de ensaio eram preservados em
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geladeira a 4°C. Estes tubos eram utilizados para o preparo do germinado e in6culo dos
experimentos com o fungo.

A partir destes tubos de ensaio também foram preparados os criotubos. Utilizando-
se 10 mL de solugdo salina (NaCl a 0,9% p/v) foi preparada uma suspensdo de esporos
contidas em dois tubos de ensaio. Esta suspensdo foi adicionada a 80 mL de meio de
cultura de germinacdo, descrito no item 3.1.2.2, contido num erlenmeyer de 500 mL e
cultivado por 48 horas em mesa incubadora rotativa a 28 °C a 250 rpm.Transferiu-se 20
mL do germinado para varios frascos Erlenmeyers de 1000 mL contendo 150 mL de meio
de cultura de indculo, descrito no item 3.1.2.2, e cultivados por 24 horas em mesa
incubadora rotativa a 28 °C a 250 rpm. Entdo era adicionada 20% (v/v) de glicerol, como
crioprotetor, que depois foram transferidas para criotubos que serem armazenados a -50 °C
em ultrafreezer.

Esta metodologia de ativagdo das células provenientes de criotubos em meio s6lido
de esporulagdo foi adotada devido a problemas encontrados quando o conteudo dos
criotubos era adicionado diretamente ao meio de cultura para preparo de germinado, como
aumento do tempo necessdrio para atingir alta concentragdo celular; presenca de
concentragdo de glicerol em concentragdes repressoras da produgdo de cefalosporina C e

maior quantidade de criotubos necessarios para a preparagao de germinado.

3.2.2.2 Preparacao do Germinado

Para cada tubo de ensaio contendo os esporos, era utilizado 5 mL de solucdo salina
(NaCl a 0,9% v/v) para a suspensao dos esporos. A suspensdo de esporos de dois tubos de
ensaio eram adicionados em um erlenmeyer de 500 mL contendo 80,0 mL de meio de
cultura de germinagao, descrito no item 3.1.2.2 que eram incubados por 48 horas em mesa

incubadora rotativa a 28°C e 250 rpm.
3.2.2.3 Preparaciao e Acompanhamento do Desenvolvimento do Inéculo
Uma aliquota de 20 mL de germinado era adicionada a um erlenmeyer de 1000 mL

contendo 100 mL de meio do inéculo, como descrito no item 3.1.2.2, e incubados por 24

horas em mesa incubadora rotativa a 28°C e 250 rpm.
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Com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento do inoculo, aliquotas de 10 mL
de germinado eram adicionados a um erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio de
inéculo e incubados por 24 horas em mesa incubadora rotativa a 28°C e 250 rpm. O
acompanhamento foi feito pela medida do crescimento celular, consumo de glicose,

nitrogénio na forma de acetato de amdnio e fosforo.

3.2.2.4 Experimentos de Fermentacio com Cephalosporium acremonium em

Erlenmeyer e em Fermentador

Para os ensaios padrdo, em frascos agitados, para validacdo do estudo do
planejamento fatorial, aliquotas de 10 mL de in6culo eram adicionados a um erlenmeyer de
500 mL contendo 50 mL de meio de producdo, como descito no item 3.1.2.3, a uma
temperatura 28 °C, pH inicial 7,0+0,1 e mantidos a uma rotagdo de 250 rpm por um
periodo de 144 horas. O acompanhamento foi feito pela medida do crescimento celular,
consumo de glicose, de fosforo e de nitrogénio na forma de acetato de amonio.

Para o experimento em fermentador operando em regime batelada convencional
(Bioflo III - New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NJ, EUA), foi utilizado 4,0 litros
de meio de cultura conforme Tabela 3.3. Este meio foi inoculado com 400 mL de in6culo,
a temperatura foi mantida em 28 °C e o oxigénio dissolvido foi controlado em 30% da
saturagdo através da variagdo automatica da velocidade de agitacao entre 250 e 700 rpm ¢
uma vazao de ar em 3 L/min por um periodo de 144 horas. O pH foi controlado em 7,0
com a adicdo automatica de solu¢do de NaOH 2 N ¢ H,SO4 2 N.

Todos os ensaios conduzidos segundo o planejamento fatorial foram realizados em
regime descontinuo em mesa incubadora rotativa variando a concentracdo inicial dos
nutrientes do meio de acordo com o previsto pelo planejamento, a uma temperatura de
28,0°C, pH inicial igual a 7,0 + 0,1, com agitacdo de 250 rpm.

O volume total do meio de fermentagdo para o acompanhamento do crescimento do
microrganismo nos ensaios da matriz planejamento, Tabela 3.9, foram de 60 mL (50 mL
de meio para crescimento mais 10 mL de indculo) em erlenmeyer de 500 mL.

Para o acompanhamento do crescimento do microrganismo nos ensaios da matriz
planejamento, Tabelas 3.12 e 3.14, as fermentacdes foram realizadas com um volume total

de 50 mL ( 45 mL de meio para crescimento mais 5 mL de indculo ) em erlenmeyer de
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500 mL. O acompanhamento das fermentacdes foi feito pela medida do crescimento
celular, consumo de glicose, de fosforo e de nitrogénio na forma de acetato de amonio.

Para o acompanhamento da producdo de antibidtico, as fermentagcdes foram
conduzidas em erlenmeyer de 500 mL com um volume 45 mL de meio de produgdo
(Tabela 3.4) mais 5 mL de in6culo. Apods aproximadamente 40 horas de fermentagdo,
quando o meio atingia alta concentragao celular e concentragdes quase nulas de glicose e
acetato de amonio, eram adicionados 5 mL de sacarose e DL-metionina de modo que as
concentragdes das varidveis em estudo atingissem os niveis definidos pelo planejamento,
Tabela 3.16 e Tabela 3.17.

Para os experimentos em fermentador de tanque agitado Bioflo III, em regime
batelada alimentada, foi utilizado um volume inicial de 2,5 litros de meio e um indculo de
300 mL. A temperatura foi mantida em 28 °C e o oxigénio dissolvido em 30% da saturacdo
através da variacdo automatica da velocidade de agitacdo entre 250 e 700 rpm e uma vazao
de ar em 3 L/min por um periodo de 144 horas. O pH foi controlado em 7,0 com a adigao
automatica de solugdo de NaOH 2 N e H,SO4 2 N. O meio suplementar de crescimento, era
adicionado ao fermentador seguindo uma vazdo exponencialmente crescente no tempo de
modo a manter as concentragdes de glicose e acetato de amonio em torno de 4,5 € 2,5 g/L,
respectivamente. Apos 48 horas o meio suplementar de crescimento era trocado pelo meio
suplementar de produ¢do, o qual era adicionado também a uma vazao exponencialmente
crescente no tempo de modo a manter as concentragcdes de sacarose e DL-metionina, em
torno de 10,5 e 2,5 g/L, respectivamente. O meio suplementar contendo fosforo e os sais
era adicionado em intervalos de tempo levando em consideragdo somente a diluicdo destes

componentes no fermentador, ocorrida até o momento da adicao.
3.2.3 Métodos Computacionais
3.2.3.1 Fundamentos Tedricos: Planejamento Fatorial

A técnica do planejamento fatorial em dois niveis ¢ de grande utilidade em
investigagdes preliminares de uma pesquisa, isto €, em situacdes onde se deseja conhecer,
por exemplo, a influéncia ou nao de diversos fatores (varidveis) na variavel resposta. Em

um experimento com k fatores de dois niveis ¢ requerida a realizacao de 2% ensaios

diferentes; neste caso o planejamento ¢ denominado fatorial completo, 2¥. Cada fator ¢
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constituido de dois niveis: baixo, geralmente denotado pelo sinal menos (-) ou por -1; e
alto, denotado pelo sinal mais (+) ou por +1, o que corresponde a uma codificagdao das
varidveis originais. Cada um desses experimentos, em que o sistema ¢ submetido a um
conjunto de niveis definido, é um ensaio experimental. A realizagio de 2" ensaios é o
nimero minimo, para se ter um planejamento fatorial completo. Devem ser acrescentados,
ainda, ensaios em réplicas realizadas nas condi¢des correspondentes as intermediarias entre
as dos niveis atribuidos a cada variavel (nivel 0 ou ponto central do planejamento), com o
objetivo de estimar o erro experimental associado aos ensaios, € a partir dai avaliar a
significancia estatistica dos efeitos. Cada ponto central é experimentado exatamente nas
mesmas condic¢oes, sendo as diferengas entre seus valores, os resultados apenas de erros
experimentais. A listagem dos ensaios com todas as possiveis combinacdes desses niveis €
chamada de matriz planejamento. Para evitar a ocorréncia de distor¢do estatistica nos
resultados, os ensaios devem ser realizados em ordem totalmente aleatéria (Box et
al.,1978; Haaland, 1989).

Segundo Barros Neto ef al. (1996) os ensaios no ponto central sdo extremamente
importantes, pois o desleixo pode fazer com que os erros experimentais sejam muito
subestimados. Se as repeticdes forem realizadas de forma impropria, sem refletir a
variabilidade total do processo, os erros parecerdao menores do que na realidade sao,
podendo entdo o pesquisador ser induzido a tomar como significativos, efeitos que na
verdade ndo existem. Segundo os mesmos autores a realizacdo de repeti¢cdes deve refletir
também a variabilidade do processo em toda a faixa de estudo, e ndo apenas numa
determinada combinacao de niveis.

A codificagdo das variaveis independentes permite a comparacao do efeito destas
na resposta em estudo, diretamente a partir dos coeficientes do modelo em questdo, e ela ¢

feita usando a equagdo 3.1.

X-X
XZTPC (3.1)

2

onde: AX=X,;; - X_1; X € a variavel na unidade codificada, X é a variavel na unidade
original, X, ¢ a varidvel na unidade original no ponto central e X, € o valor das varidveis

em unidades originais nos respectivos niveis do planejamento.
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A partir dos dados da matriz planejamento, pode-se calcular o efeito principal de
cada variavel na resposta em questdo, assim como também calcular os efeitos de interagdes
entre varidveis sobre esta resposta. Aqui, como na analogia da expansdo em série de uma
funcdo, os efeitos principais das variaveis tendem a ser maiores que as interagdes entre
duas variaveis, que por sua vez sao mais importante que as interagdes entre trés varidveis e
assim por diante. Se alguns efeitos de interagdes dessas variaveis nao sao importantes, nao
¢ necessario fazer todos os ensaios do planejamento completo e sim, um planejamento
fatorial fracionario.

O planejamento fraciondrio representa um subconjunto do fatorial completo. A
primeira conseqiiéncia desse procedimento ¢ obviamente tornar idénticos alguns efeitos
(contraste). As relagdes entre os varios contrastes sdo obtidos a partir da expressao
definidora do fracionamento, conhecida como geratriz, ou relagdo geradora, do fatorial
fracionario (Barros Neto et al. 1996).

Os fatoriais fracionarios apresentam algumas caracteristicas importantes: quando os
contrastes ndo misturam, o efeito principal com interagdes de dois fatores e sim, com
interagdes de trés fatores, que em principio devem ser menos significativos, diz-se que €
um exemplo de fatorial fracionario de resolugdo quatro. Gragas a isso ¢ supondo-se que as
interacoes de trés fatores sejam mesmo despreziveis, os valores dos contrastes deverao
fornecer boas aproximagdes dos valores do efeito principal para cada fator, calculados no
fatorial completo. Quando o efeito principal de cada fator estd misturado somente com
interagdes de quatro fatores e as interagdes de dois fatores se misturam com as de trés, diz-
se que ¢ um exemplo de fatorial fracionario de resolugdo cinco. Outro tipo de planejamento
fatorial fracionario € o de resolucao trés, que embora apresenta reduzido nimero de ensaios
a serem realizados, produz contrastes que misturam efeito principal com intera¢des de dois
fatores, o que pode dificultar a andlise dos resultados. Com a fragmentacdo do
planejamento fatorial completo em fracionario, consegue-se estudar mais fatores com
menos ensaios; obviamente existe um certo nimero maximo de variaveis que pode ser
investigado. Quando esse limite ¢ alcangado, diz-se que o planejamento estd saturado (Box
et al., 1978, Myers et al., 1976; Haaland, 1989).

Como foi dito anteriormente, os planejamentos fatoriais ortogonais, usando um
nimero reduzido de experimentos por fator, sdo extremamente Uteis quando a situacao
experimental é representada adequadamente por um modelo de 1* ordem. Caso outras

condi¢des experimentais nao previstas pelo planejamento fatorial queiram ser exploradas,
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faz-se necessario recorrer a um modelo de 2* ordem. Portanto para estimar os parimetros
do modelo de 2* ordem, o planejamento de experimentos deverd ser ampliado. Uma
alternativa ¢€ realizar um planejamento composto central, que ¢ um planejamento fatorial de
primeira ordem aumentado por pontos adicionais, para permitir a estimativa de coeficientes
para o modelo de 2* ordem (Box et al., 1978, Myers et al., 1976; Haaland, 1989). O
numeros de ensaios adicionais sera igual a 2k, de niveis + a. Essa expansdo permite a
estimativa de parametros para um modelo de segunda ordem. Portanto cada variavel
independente serd medida em 5 niveis diferentes, + 1, 0 e + a. Os niveis +a sdo

determinados pela equagao 3.2.

to=(2%)s (3.2)

onde k € o numero de variaveis.

A metodologia de superficie de resposta ¢ constituida de duas etapas distintas:
modelagem e deslocamento. Essas etapas sdo repetidas tantas vezes quantas forem
necessarias, com o objetivo de atingir uma regido 6tima (maxima ou minima) da superficie
investigada. A modelagem normalmente ¢ feita ajustando-se modelos lineares ou
quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais. O
deslocamento se da sempre ao longo do caminho de maxima inclinacdo de um determinado
modelo, que ¢ a trajetéria na qual a resposta varia de forma mais pronunciada (Barros Neto
et al., 1996). A técnica de superficie de resposta pode ser aplicada a qualquer numero de
variaveis independentes e pode modelar simultaneamente vérias respostas. Essa
caracteristica ¢ importante em muitas situacdes praticas, sobretudo na industria.

A equacgdo 3.3 ¢ utilizada para o célculo dos efeitos, a partir da matriz planejamento
que deve ser reescrita para conter as colunas de sinais de interacdes de fatores, usando os
sinais algébricos que identificam o nivel de cada fator. A essa matriz deve ser adicionada
uma coluna de sinais positivos, que ¢ usada para calcular a média de todos os ensaios. A

essa nova tabela da-se o nome tabela de coeficientes de contraste.

a) :(ljxtcy (33)
V4
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onde x ¢ o vetor linha obtido pela transposigdo do vetor coluna x a partir da tabela de

coeficientes de contraste e y a variavel independente. No caso geral de um planejamento
em dois niveis com k fatores, em que ha um total de 2k ensaios, o divisor z, sera k1 para
os efeitos e 2" para a média.

No modelo estatistico a resposta observada no nivel (xj,..., Xx) € considerada como
uma variavel aleatéria y (xy,..., Xx), que se distribui em torno de uma certa média

populacional 1 (x;,X2), com um certa varidncia populacional 6*(x1,..., X). Ou seja:

y(X1,..., Xk) =N (X1,..., Xk) T € (X105 Xk) 3.4

onde ¢ (Xi,..., Xx) representa o erro aleatoério com que as observagdes flutuam em torno da
média populacional correspondente a combinacao de niveis definida pelos valores de x;,...,
Xk.

O modelo estatistico especifica ainda que os erros aleatorios & (Xi,..., Xx) S0
distribuidos independentemente, com média zero € com a mesma varidncia em todas as
combinagdes de niveis. Uma analise dos residuos ¢ fundamental para se avaliar o grau de
ajuste do modelo as observacdes. Num modelo bem ajustado o comportamento dos
residuos nao deve destoar do que se esperaria dos erros aleatorios € (xy,..., Xx) postulados
na formulacdo estatistica representada pela equacao 3.4.

O sistema de equagdes formado pela matriz planejamento pode ser representada de

forma compacta por uma Uinica equacgao matricial (equagdo 3.5).

y=XB+¢ (3.5)

onde : y ¢ o vetor coluna das respostas das observagdes, X ¢ a matriz completa das
variaveis, B ¢ o vetor coluna dos coeficientes e € ¢ o vetor coluna dos erros em torno das
observagoes.

Os valores dos pardmetros podem ser calculados, resolvendo uma tnica equagao

matricial:

B=X'X)"X'y (3.6)
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A equacao 3.6 da a solugdo geral para o ajuste de um modelo por minimos
quadrados, ndo importando quantas sejam as observagdes ou quantos parametros sejam
necessarios para caracterizar o modelo, desde que as matrizes X e y sejam ampliadas de
forma adequada, ou seja, ¢ preciso que a matriz X'X ndo seja singular (Himmelblau, 1970).

O exame dos residuos ¢ fundamental na avaliacdo da qualidade do ajuste de
qualquer modelo. Esta avaliagdo pode ser feita construindo uma tabela ANOVA (Analise
da Variancia), Tabela 3.7.

A soma quadratica devido a regressdo representa o afastamento da previsdao do

modelo para o ponto em questdo, y; , em relagdo a média global, y; a soma quadratica

devido aos residuos ¢ a diferenga entre o valor observado e o predito pelo modelo, a qual
deve ser pequena, sugerindo que as previsdes estdo em boa concordancia com as
observagdes. Quando se tratar de um caso em que existirem observacdes repetidas, a
expressdo do residuo pode ser decomposto algebricamente em dois termos: soma
quadratica por falta de ajuste e soma quadratica devido a erro puro. O primeiro termo ndo
esta ligado ao modelo, refletindo apenas a dispersdo das respostas repetidas ao redor de
suas médias em cada nivel e o segundo termo, depende do modelo e serd tanto maior

quanto mais as estimativas para um dado nivel y; se afastarem do valor médio das

respostas determinadas nesse nivel.
Admitindo que os erros seguem uma distribuicdo normal, pode-se usar as médias
quadréticas para testar se a equacdo de regressdo € estatisticamente significativa através da

equagao 3.7.

MQ
Vo, = Fo-a-p) 67

Para aplicar o teste basta comparar o valor de F calculado pela equacdo 3.7 com o
valor encontrado em tabelas de distribui¢do F, no nivel de confianga desejado. Se for
verificado que o valor de F calculado for maior que o F tabelado, existem evidéncias
estatisticas suficientes da existéncia de uma relagdo entre as variaveis dependentes e
independentes. Pode acontecer, que uma regressao, embora significativa do ponto de vista
de teste F, ndo seja 1til para realizar previsoes, por cobrir uma faixa de variagao pequena
dos fatores estudados. Sugeriu-se (Box e Wetz, 1973, apud Barros Neto, 1996) que, para

uma regressao ser ndo apenas estatisticamente significativa, mas também util para fins
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preditivos, o valor da razao MQr/MQ; deve ser no minimo de quatro a cinco vezes o valor

de F tabelado.

Tabela 3.7: Tabela de analise de variancia para o ajuste de um modelo pelo método
dos minimos quadrados. n; = niimero de repeti¢cdes no nivel i; m = nimero de niveis
distintos; n = Xn; = numero total de observagdes; p = numero de pardmetros do
modelo (Barros Neto, 1996).

Fonte de Soma Quadratica N®. de graus Média quadratica

variagao de liberdade

SQr =2 3(3; - 3)?

Regressio i p-1 MQr = SQr/(p-1)
m n;
1 = )2
S — R
Residuos Qr zi:ZjZ(YI vi) n-p MQ; = SQ//(n-p)
m 1 = - \2
S .= -
Falta de Qi Zi:%(yl vi) m-p MQy;j = SQgj/(m-p)
ajuste
m n;
i SV
S — . _ V-
Erro puro Qep Zilij:(yu YI) n-m MQ¢p = SQep/(n-m)
m ny _ 2
Total SQr = Zilzj:(yﬁ B y) n-1
% de variagio explicada: R* = SQr/SQr Correlagio = R

% maxima de variacdo explicavel: (SQr - SQe¢p)/SQr

No estudo da forma de uma superficie de resposta e localizacdo das regides de
condi¢des Otimas, ¢ util reduzir uma forma quadratica para a forma candnica. A andlise
canonica ¢ um método que reescreve a equagdo de segunda ordem ajustada para verificar a
natureza do ponto estaciondrio, isto €, se ¢ um ponto de maximo, minimo ou ponto de sela.

Considerando o modelo de 2* ordem ajustado pela equagdo 3.8:

k k
y=bo+2ijj+ZZbinin (38)
j=1 i>]
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a quagao 3.8 pode ser reescrita na forma matricial, conforme equacao 3.9:

y=b0+x'b+x'Bx (3.9)
onde:
I b b 1b |
X, b, noo5on 5 Ik
1 1
x=| 2 b= b, B= EbIZ by, EbZk
Xy b, 1 1
—b —b b
PR K|

Observa-se na equagdo 3.9 que x'b s3o os termos de primeira ordem na fungdo de
respostas e X'Bx ¢ a contribui¢do quadratica.

O ponto estacionario da superficie ajustada, sera um conjunto de condi¢des em (X,
X2, ..., Xk), tal que as derivadas 0y/0x;, 0y/0xa, ..., Oy/OXkx sejam simultaneamente iguais a
zero. A derivada de y com respeito ao vetor x ¢ dada pela equacgdo 3.10 e conjunto solugdo

pela equacao 3.11.

[b, +xb+xBx|=b+2Bx =0 (3.10)

y_0
ox  ox

x, =——B7'b (3.11)

A natureza do ponto estaciondrio ¢ determinada através dos sinais e magnitudes dos
autovalores, A, A2, ..., A, da matriz B. Se estes autovalores sdo todos negativos, o ponto
estacionario representa um ponto de resposta maxima para a superficie ajustada. Se todos
os autovalores sdo positivos, o ponto estaciondrio representa um ponto de resposta minima
para a superficie ajustada. No caso onde os autovalores apresentam sinais contrarios, o

ponto estacionario ¢ um ponto de sela.
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3.2.3.1.1 Analise do Efeito da Composi¢ido do Meio na Velocidade Especifica Maxima

de Crescimento (Lmax)

a) Meio Especifico I: Seis variaveis foram inicialmente selecionadas para o estudo de seus
efeitos na velocidade especifica maxima de crescimento celular, utilizando a técnica
estatistica do planejamento fatorial em dois niveis. As varidveis, concentragdo de glicose =
G, acetato de amonio = N, fosforo = P, DL-metionina = Met, acido oléico = Olei e
solugdes de sais = Sais, bem como os niveis de concentragdes estudados estao apresentados
na Tabela 3.8. As faixas dos valores estudados das varidveis estdo dentro daquelas usadas
por alguns pesquisadores (Demain et al. 1963; Shen et al.,1986; Araujo, 1996; Silva, 1998;
Cruz, 2000).

Tabela 3.8: Definicdo dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no
crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272,

Nivel

Fator N Defini¢do -1 0 +1

G 1 Glicose (g/L) 15,0 25,0 35,0

N 2 Acetato de Amonio (g/L) 5,0 9,0 13,0

p 3 KH,PO./ Ko:HPO, (g/L)”  1,0/2,5%7% 2,0/5,0'**  3,0/7,5%01¢
Met 4 DL-metionina (g/L) 1,5 3,0 4,5
Olei 5 Acido Oléico (g/L) 0,5 1,0 1,5
Sais 6 Solugdo de Sais (mL/L) 20,0 40,0 60,0

* Valores sobrescritos correspondem a quantidade de fosforo (P) total.

As equacdes 3.12 a 17 representam as equagdes de codificagdes das variaveis

estudadas, obtidas a partir da equagao 3.1.

~G-250

cod =700 (3.12)
Neod. = N;’(?,O (3.13)
Peod. = %’;’;4 (3.14)
Metyq = At =30 (3.15)

L5



) Olei—1,0

Olelcoq, =— =
. Sais — 40,0
SSeod. =700
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(3.16)

(3.17)

Utilizando a técnica do planejamento fatorial completo em dois niveis, seriam

necessarios 64 ensaios para analisar os efeitos principais e de interagdes entre as variaveis

em estudo sobre a velocidade especifica maxima de crescimento ([max), determinada como

descrita no item 3.2.3.3. Portanto um planejamento fatorial fracionario de resolucio quatro

foi proposto, totalizando 16 ensaios, cujas relagdes geradoras foram: [ = 1345 e [ = 2346. A

Tabela 3.9 mostra a matriz planejamento resultante, onde mais trés ensaios, no ponto

central das variaveis, foram adicionadas a matriz, para estimativa do erro experimental.

Como foi dito anteriormente os fatoriais fracionarios de resolugdo IV confundem

alguns efeitos. As relagdes entre os contrastes calculados a partir da fragdo 216\72 sdo

mostrados na Tabela 3.10.

Tabela 3.9: Matriz Planejamento Fatorial Fracionario 216\72 realizado para estudo da

influéncia das variaveis concentracao de glicose = G, acetato de aménio = N, fosforo =
P, DL-metionina = Met, acido oléico = Olei e solugdes de sais = Sais na velocidade

especifica maxima de crescimento do fungo C. acremonium ATCC 48272.

Niveis
Ensaio G N P Met Olei Sais
1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1
3 +1 -1 +1 +1 +1 -1
4 -1 -1 +1 +1 -1 -1
5 +1 +1 -1 +1 -1 -1
6 -1 +1 -1 +1 +1 -1
7 +1 -1 -1 +1 -1 +1
8 -1 -1 -1 +1 +1 +1
9 +1 +1 +1 -1 -1 -1
10 -1 +1 +1 -1 +1 -1
11 +1 -1 +1 -1 -1 +1
12 -1 -1 +1 -1 +1 +1
13 +1 +1 -1 -1 +1 +1
14 -1 +1 -1 -1 -1 +1
15 +1 -1 -1 -1 +1 -1
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0




Tabela 3.10: Relacdes entre os contrastes da fragdo 216\72.

Relagao entre as colunas de sinais

Contraste da Fragado 2?\7 2

1 =345
3=145
4=135
5=134
13=45
14=35
15=34
I=1345

2 =346
3 =246
4 =236
6 =234
23 =46
24=36
26 =34
[=2346

I, > 1+345

I, > 2+346
Is > 3+ 145+ 246
l4 >4+ 135+236

Is—>5+134

le > 6 +234
113:145—)13+45
lia=135 > 14 + 35

lis=la=1l—>15+34+26

Ls=136 > 24 + 36
123:146—)23+46
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b) Meio Especifico II: Um segundo planejamento foi proposto a partir das varidveis

consideradas mais significativas no planejamento anterior: concentragao de glicose, acetato

de amonio, fosforo e DL-Metionina. As varidveis acido oléico e solugdo de sais foram

mantidas nos niveis inferiores do planejamento anterior para todos os proximos ensaios. Os

niveis das demais varidveis foram deslocados para uma nova regido de experimentacao,

como sugerido pelo planejamento anterior. Novamente, aqui a varidvel dependente foi a

velocidade especifica maxima de crescimento. A Tabela 3.11 mostra as varidveis bem

como os niveis de concentragoes estudados.

Tabela 3.11: Definicdo dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no
crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272.

Nivel
Fator N° Defini¢ao -1 0 +1
G 1 Glicose (g/L) 10,0 15,0 20,0
N 2 Acet. Amonio (g/L) 5,0 7,0 9,0
p 3 KH,PO4/ KoHPO, (g/L)”  0,8/2,0%%*  1,2/3,0%%  1,6/4,0"
Met 4 DL-metionina (g/L) 0,5 1,0 1,5
Olei 5 Acido Oléico (g/L) 0,50
Sais 6 Solugdo de Sais (mL/L) 20,0

* Valores sobrescritos correspondem a quantidade de fosforo (P) total.
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Um conjunto de ensaios determinados por um planejamento fatorial 2* completo,
acrescido de quatro ensaios no ponto central dos niveis das variaveis foi realizado,
totalizando 20 ensaios conforme mostrado na Tabela 3.12. As equac¢des de codificacdo das

varidveis sdo apresentadas a seguir:

God. =% (3.18)
Neod. = N;g.o (3.19)
Piotal oy = ! ;.(2);2 (3.20)
Met g, = Me(t)%?.o (3.21)

Tabela 3.12: Matriz Planejamento Fatorial Completo 2* realizado
para estudo da influéncia das variaveis concentracao de glicose =
G, acetato de amonio = N, fosforo = P, DL-metionina = Met, na
velocidade especifica maxima de crescimento do fungo C.

acremonium ATCC 48272.
Niveis

Ensaio G N P Met
1 +1 +1 +1 +1
2 -1 +1 +1 +1
3 +1 -1 +1 +1
4 -1 -1 +1 +1
5 +1 +1 -1 +1
6 -1 +1 -1 +1
7 +1 -1 -1 +1
8 -1 -1 -1 +1
9 +1 +1 +1 -1
10 -1 +1 +1 -1
11 +1 -1 +1 -1
12 -1 -1 +1 -1
13 +1 +1 -1 -1
14 -1 +1 -1 -1
15 +1 -1 -1 -1
16 -1 -1 -1 -1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
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¢) Meio Especifico III: Um terceiro planejamento foi proposto a partir das varidveis
consideradas mais significativas no planejamento anterior: concentragao de glicose, acetato
de amonio. A variavel concentracdo de fosforo e¢ DL-metionina foram mantidas
respectivamente, no nivel central e inferior do planejamento para todos os préoximos
ensaios. Os niveis das varidveis concentracdo de glicose e de acetato de amonio foram
deslocados para uma nova regido de experimentacdo, como sugerido pelo planejamento
anterior. Novamente aqui a variavel dependente foi a velocidade especifica maxima de
crescimento. A Tabela 3.13 mostra as variaveis, bem como os niveis de concentragdes
estudados.

Um planejamento fatorial composto central 2> + 4 (pontos axiais) + 4 (ponto
central) foi realizado, totalizando 20 ensaios, com réplicas nos ensaios relativos ao fatorial
2% ¢ aos pontos axiais, conforme mostrado na tabela 3.14. As equagdes 3.22 ¢ 3.23

representam as equagoes de codificagdes das variaveis em estudo.

Tabela 3.13: Defini¢do dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no
crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272.

Nivel
Fator N° Definicao -1,4142 -1 0 +1 +1,4142
G 1 Glicose (g/L) 3,0 4,0 6,5 9,0 10,0
N 2 Acet. Amonio (g/L) 1,9 2,5 4,0 5,5 6,1
P 3 KH,PO4 K,HPO, (g/L)’ 1,2/3,0%%
Met 4 DL-metionina (g/L) 0,50
Olei 5 Acido Oléico (g/L) 0,50
Sais 6  Solu¢do de Sais (mL/L) 20,0
* Valores sobrescritos correspondem a quantidade de fosforo (P) total.
G-6,5
Gcod. 2’5 (322)
N-4,0

(3.23)
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Tabela 3.14: Matriz Planejamento Fatorial Composto Central realizado para
estudo influéncia das varidveis concentragao de glicose = G e de acetato de
amonio = N do crescimento do fungo C. acremonium ATCC 48272.

Ensaio Nivel
G N
1 +1 +1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 -1 -1
5 +1,4142 0
6 -1,4142 0
7 0 +1,4142
8 0 -1,4142
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

¢) Meio Especifico I'V: Um quarto planejamento foi proposto com as mesmas variaveis do
planejamento anterior, concentragdo de glicose e de acetato de amonio, mas para niveis
diferentes uma vez que os resultados obtidos anteriomente ndo se ajustaram
adequadamente ao modelo de 2* ordem. Os niveis das variaveis foram deslocados para
uma nova regido de experimentacdo, como sugerido pelo planejamento anterior.
Novamente, aqui a varidvel dependente foi a velocidade especifica maxima de
crescimento. A Tabela 3.15 mostra as variaveis bem como os niveis de concentragdes

estudados.

Tabela 3.15: Defini¢do dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no
crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272,

Nivel
Fator N° Definigdo -1,4142 -1 0 +1 +1,4142

G 1 Glicose (g/L) 0,5 1,5 4,0 6,5 7.5
N 2 Acet. Amonio (g/L) 0,4 1,0 2,5 4,0 4,6
P 3 KH,PO4 K,HPO, (g/L)’ 1,2/3,0%%

Met 4 DL-metionina (g/L) 0,50

Olei 5 Acido Oléico (g/L) 0,50

Sais 6  Solu¢do de Sais (mL/L) 20,0

* Valores sobrescritos correspondem a quantidade de fosforo (P) total.
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Um planejamento fatorial composto central, 2*+4+3, foi realizado totalizando 19
ensaios, com réplicas nos ensaios relativos ao fatorial 2> e aos pontos axiais, conforme
mostrado na Tabela 3.14. As equacdes 3.24 e 3.25 representam as equagdes de

codificacdes das variaveis em estudo.

Gpg, =220 (3.24)
2,5
N-2,5
N, =2 3.25
cod. 1, 5 ( )

3.2.3.1.2 Analise do Efeito da Composicio do Meio na Velocidade Especifica de
Producio de Antibiotico (u,)

Duas variaveis foram selecionadas para o estudo de seus efeitos na velocidade
especifica de producdo de antibidtico, utilizando a técnica estatistica do planejamento
fatorial em dois niveis. As variaveis concentracdo de sacarose = S e de DL-metionina =
Met bem como os niveis de concentragdes estudados estdo apresentados na Tabela 3.16.
As faixas dos valores estudados das variaveis estdo dentro daquelas usadas por alguns
pesquisadores (Demain ef al. 1963; Shen et al.,1986; Araujo, 1996; Silva, 1998; Cruz,
2000).

Tabela 3.16: Definicdo dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias na
producdo de cefalosporina C pelo fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272.

Nivel
Fator N° Definicao -1,4142 -1 0 +1 +1,4142
Planejamento 1
S 1 Sacarose (g/L) - 8,0 13,0 18,0 -
Met 2  DL-Metionina (g/L) - 1,5 3,0 4,5 -
Planejamento 2
S 1 Sacarose (g/L) 2.8 4,0 7,0 10,0 11,2
Met 2  DL-Metionina (g/L) 0,9 1,5 3,0 4,5 5,1

Primeiramente um planejamento fatorial 2° completo (com réplicas), acrescido de 4
ensaios relativos aos pontos centrais totalizando 10 ensaios, foi realizado conforme

mostrado na Tabela 3.17. As equagdes 3.26 e 27 representam as equagdes de codificagdes
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das variaveis estudadas para planejamento 1 definido na Tabela 3.16. Um segundo
planejamento foi proposto a partir das conclusdes do planejamento anterior. Um
planejamento fatorial composto central, 2*+4+3 totalizando 19 ensaios foi realizado
conforme mostrado na Tabela 3.17. As equagdes 3.27 e 3.28 representam as equacdes de

codificacdes das variaveis estudadas para o planejamento 2 definido na Tabela 3.16..

Tabela 3.17: Matriz Planejamento Fatorial Composto Central
realizado para estudo influéncia das variaveis concentragdo de

sacarose = S e de DL-metionina = Met na produgdo de
cefalosporina C pelo fungo C. acremonium ATCC 48272.
Ensaio Nivel
G Met
1 +1 +1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 -1 -1
5 +1,4142 0
6 -1,4142 0
7 0 +1,4142
8 0 -1,4142
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
S—13,0
Scod. = 50 (3-26)
Met—-3,0
Met cod. = T (327)
S-7,0
Scod = 30 (3.28)

Levando-se em conta que a realizacdo dos experimentos seria conduzida em
"shakers" e com varios erlemneyers, procurou-se padronizar o procedimento experimental.
Os ensaios foram realizados aleatoriamente. O software Statistica (Statsoft, v. 5.0) foi
utilizado para a andlise dos resultados e o nivel de significAncia em todos os testes
aplicados foram de 95%. Os célculos para a analise canonica foram feitos em programagao

computacional implementado em Maple V (v. 5.0).
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3.2.3.2 Fundamentos Teoricos: Redes Neurais

A redes neurais artificiais nada mais sdo do que pequenos mddulos que simulam o
funcionamento de um neur6nio. Estes modulos devem funcionar de acordo como os
elementos em que foram inspirados, recebendo e retransmitindo informagdes. As redes
neurais artificiais sdo uma descricdo genérica para uma ampla classe de modelos
computacionais inspirados na estrutura e comportamento de neurdnios reais. Como o
cérebro, elas podem reconhecer modelos, reorganizar dados e, mais interessante, aprender
comportamentos dindmicos complexos de sistemas fisicos (Lau, 1990).

Os modelos artificiais desenvolvidos podem ser arranjados ordenadamente para
construir as chamadas redes neurais artificiais, ou simplesmente redes neurais. Varias
arquiteturas podem ser obtidas, destacando-se trés tipos como sendo as mais comumente
empregadas, que sdo as redes de multiplas camadas, onde a informacao segue uma Unica
direcdo, a rede recursiva e a rede com conexdes laterais (Baughman e Liu, 1995). O tipo de
rede neural mais utilizada no campo da engenharia quimica ¢ a rede neural multiplas
camadas e uma revisao sobre o assunto ¢ encontrada nos trabalhos de Lau (1990), Werbos
(1990) e Hussain (1999).

A Figura 3.1 mostra o esquema de uma rede neural de multiplas camadas. A rede
contém uma camada de entrada, por onde as informa¢des como concentragdes e varidveis
operacionais importantes do processo sdo alimentadas, uma camada oculta e uma camada
de saida onde se obtém as respostas do sistema. Apds os sinais entrarem nos neurdnios,
ocorre um somatoério dos sinais de entrada ponderados pelos pesos associados a cada um,
seguido de aplicagdo de uma funcdo de ativacdo ao resultado obtido da somatoria. As
funcdes de ativagdo, sigmoide e tangente hiperbolica sdo comumente usadas em processos
bioquimicos (Thibault et al.,1990;).

A maioria dos modelos de redes neurais possuem alguma regra de treinamento,
onde os pesos de suas conexdes sdo ajustados de acordo com os padrdes apresentados. Em
outras palavras, elas aprendem através de exemplos. Arquiteturas neurais sdo tipicamente
organizadas em camadas, com unidades que podem estar conectadas as unidades da
camada posterior. A rede neural passa por um processo de treinamento a partir dos casos
reais conhecidos, adquirindo, a partir dai, a sistematica necessaria par executar
adequadamente o processo desejado dos dados fornecidos. Sendo assim, a rede neural ¢

capaz de extrair regras basicas a partir de dados reais, diferindo da computagdo
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programada, onde ¢ necessario um conjunto de regras rigidas pré-fixadas e algoritmos

(Haykin, 1999).

f(x;) f(Zv;a,
X
1 » a, > b1 f(Zw;b;)
C, Y1
X
2 . .
d az i bz .
L] ° Ck yk
X
k . .
7 A " bk
Entrada Camada Saida
Dados Normalizados Oculta

Figura 3.1: Rede Neural de multiplas camadas ("Feedforward"), com uma camada oculta,
onde Xx; sdo as varidveis de entrada, f(.) ¢ a fungdo de ativagdo, v;; € wij pesos das conexdes
dos neurdnios entre as camadas e y; a resposta desejada.

O primeiro passo no treinamento da rede neural consiste em se definir as varidveis a
serem utilizadas como entrada(s) e saida(s) para rede. Essa escolha ¢ um dos itens de
grande importancia para se alcangar sucesso na utilizacdo da técnica. O segundo passo
reside na defini¢do do niimero de camadas ocultas e do nimero de neurdnios (elementos
processantes) de cada camada, além da definicdo da fun¢do de ativacdo a ser utilizada em
cada elemento. A proxima etapa consiste na elaboracdo da base de dados, que serad
utilizada durante a etapa de treinamento ou aprendizado da rede, e da escolha de um
algoritmo de treinamento (Cruz, 1996).

O algoritmo da retropropagacdo (Rumelhart ¢ McClelland, 1986) ¢ bastante
utilizado em redes neurais multiplas camadas e ele ¢ baseado na técnica do gradiente
descendente e a fungcdo mais comumente empregada para realizar o ajuste dos pesos da
rede € a soma dos quadrados dos erros (SQE). A adaptacdo dos pesos da rede inicia-se com
um valor arbitrario e vai sendo alterado a medida que a funcdo SQE ¢ minimizada. No
algoritmo da retropropagacdo o parametro m (taxa de aprendizado), que controla a

estabilidade e a taxa de convergéncia, pode ser reduzido durante o treinamento para
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diminuir os efeitos de ruidos sobre a correcdo dos pesos, ou pode ter seu valor aumentado
para acelerar o processo de treinamento. Outro pardmetro é o termo do momento (o), que ¢
um peso extra adicionado quando estes sdo ajustados, melhorando a taxa de treinamento
(Widrow & Lehr, 1990).

A fase de aprendizado da rede neural ¢ de grande importancia. Devido a
necessidade de sucessivas repeticdes dos padrdoes de entrada-saida para a rede, grande
quantidade de tempo pode ser requerida nesta etapa. E nesta fase também que podem
surgir problemas como o sobretreinamento "overfitting", minimo local da rede, além de
dificuldades de convergéncia. A fase mais onerosa no emprego da técnica encontra-se na
etapa de treinamento da rede. Existem na literatura propostas de algoritmos para superar
e/ou evitar estes problemas (Baughman e Liu, 1995).

O modelo da rede neural a ser empregada aqui ¢ um do tipo "feedforward", com
uma camada de entrada, uma oculta e uma de saida. As variaveis escolhidas como entrada
da rede neural foram as concentragdes de glicose, acetato de amonio, fosforo, DL-
metionina, acido oléico e solucdao de sais e a variavel de saida a velocidade especifica
maxima de crescimento. Desta forma, a topologia da rede incluia 6 entradas e uma saida.

O algoritmo da retropropaga¢do (Rumelhart et al., 1986) foi empregado para o
treinamento da rede. A fungdo objetivo empregada durante a fase de treinamento foi a
soma dos quadrados dos desvios entre a velocidade especifica maxima de crescimento na
saida da rede e os valores experimentais, sobre todo o conjunto de dados.

A primeira etapa para a utilizacdo desta técnica consiste na defini¢do do nimero de
neurdnios (¢) na camada oculta e na elaboracdo da base de dados que serd empregada para
o treinamento da rede. Numa segunda etapa, determina-se o parametro m (taxa de
aprendizado) e o parametro termo do momento, a. Para a etapa de treinamento da rede
empregou-se taxa de aprendizado e termo de momento, 0,7 e 0,9, respectivamente, valores
estes comumente citados na literatura (Rumelhart et al., 1986; Widrow e Lehr, 1990;
Hoskins e Himmelblau, 1988). A funcdo de ativagdo utilizada nos neurdnios foi a
sigmoidal (Bhat e Mc Avoy, 1990). Dados experimentais obtidos a partir dos varios
planejamentos experimentais realizado serdo selecionados para compor a base de dados

para o treinamento da rede e validacdo do modelo.
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3.2.3.3 Fundamentos Teoricos e Métodos de Calculo sobre a Velocidade Especifica

Maxima de Crescimento do Microrganismo (Lmax)

O crescimento microbiano em processos batelada apresenta um comportamento
cinético transiente, caracterizado pela existéncia das fases “lag”, exponencial, estacionaria
e de declinio. A existéncia e duragdo da fase exponencial de crescimento num cultivo
descontinuo, ¢ talvez uma das questdes que geram maior controvérsia devido
principalmente as diferentes interpretacbes de um mesmo conjunto de dados
experimentais, que sdo feitas por diferentes pesquisadores.

Apos a fase "lag", onde nenhum aumento no nimero de células é evidente, ha um
periodo de crescimento rapido, durante o qual o numero de células aumenta
exponencialmente com o tempo, pois a populagdo microbiana estd bem adaptada ao novo
ambiente. Na fase exponencial, a velocidade especifica de crescimento ¢ maxima e
constante. E sabido que durante esta fase, a composi¢io quimica, as atividades
metabolicas, assim como a fisiologia das células se mantém constantes. O crescimento €
chamado balanceado neste estagio do cultivo, que dura até que o nivel de algum nutriente
se torne limitante ou até que a concentracdo de alguma toxina atinja valores inibitdrios de
modo que o valor da velocidade especifica de crescimento ndo possa ser mantido no
maximo (Bailey & Ollis, 1986). A equacao 3.29 descreve o aumento da concentragdo

celular durante este periodo.

—=nCx (3.29)

como QL = constante = Lmax, integrando resulta em:

Cx = Cx g cltmax (A1) (3.30)

onde: Cx ¢ a concentracao celular, Cx, concentragdo celular inicial em t,, tempo inicial da
fase exponencial.

Neste trabalho o valor da velocidade especifica maxima de crescimento para cada
ensaio, foi estimada pelo ajuste da equacdo 3.30 aos dados experimentais da concentragao
celular variando ao longo do tempo, utilizando para o ajuste ndo-linear o Método Quasi-

Newton (Davis, 1984), implementado no “software” Statistica (v. 5.0).
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Por dependerem do microrganismo utilizado e das condi¢cdes em que foram
realizados os experimentos, encontra-se na literatura uma grande variedade de valores dos
pardmetros cinéticos do processo fermentativo de producdo de cefalosporina. Na Tabela

3.18 sdo listados alguns parametros e seus valores citados por alguns autores.

Tabela 3.18: Parametros cinéticos, estimados por varios pesquisadores.

REFERENCIAS timax (h™) Y s(@eel/Gsubst)
Chu e Constantinides, 1988 0,04526 0,46188
Matsumura et al., 1981 0,069 0,45
Araujo et al., 1996 0,0645 0,655
Cruz et al., 1998 0,0671 0,599

3.2.3.4 Fundamentos Tedricos e Métodos de Calculo sobre a Velocidade Especifica de

Producio de Cefalosporina C (p,)

Muitos processos bioquimicos envolvem crescimento em batelada, como ocorre
numa fermentagdo levada a termo em um frasco Erlenmeyer. Considerando que aqui o
volume se mantém constante e as concentragdes de nutrientes, células e produtos variam
com o tempo, ¢ possivel determinar a cada instante as velocidades de consumo de
substrato, de formagdo de produto e de crescimento do microrganismo. Partindo da
hipotese de que a concentragdo de células ¢ uma boa medida responsavel por toda o
mecanismo da produgdo do antibidtico, pode-se calcular a velocidade especifica de
formac¢do de antibiotico, conforme a equagdo (3.31) (Gaden, 1955; apud Schmidell, ef al.

2001):

_ 1 dGp

= 3.31
Hp Cx dt ( )

como [, = constante, integrando resulta em:

Cp =p,Cx(t—t,)+Cp, (3.32)
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onde p, ¢ a velocidade especifica de formagao de produto ou de produgdo de antibidtico,
Cx e a concentragdo celular, considerada aqui, a média aritimética no decorrido periodo de
tempo (t, a t) em questao, Cp ¢ a concentragdo de antibidtico e Cp, € a concentracao inicial
de antibidtico no tempo inicial de producdo considerado.

Neste trabalho o valor da velocidade especifica de producdo de antibidtico para
cada ensaio, foi estimada pelo ajuste da equacdo 3.32 aos dados experimentais da
concentragcdo de antibidtico variando ao longo do tempo considerando uma concentracao
celular média neste periodo de tempo, utilizando para o ajuste o0 Método Quasi-Newton,

(Davis, 1984), implementado no “software” Statistica (v.5.0).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Ensaios preliminares

4.1.1 Crescimento do Cephalosporium acremonium no Preparo do Inoculo

As concentragdes iniciais dos componentes do meio de cultura para cada ensaio
realizado, eram definidas a partir do planejamento fatorial. Como estes ensaios eram
inoculados a partir de um meio contendo estes componentes e no sentido de se padronizar
ao maximo os procedimentos experimentais, o indculo responsavel pelo inicio da etapa de
fermentagdo tornou-se um fator importante. Portanto, fez-se necessario um estudo para o
acompanhamento do desenvolvimento do indculo, para um conhecimento prévio das
concentragdes de células, glicose, acetato de amonio e fosforo para um periodo de tempo.
A Figura 4.1 mostra as concentragdes médias de células, glicose, acetato de amdnio e
fosforo para dois ensaios realizados por um periodo de 31 horas Pode-se observar na
Figura 4.1 que no tempo de 24 horas, o meio contém cerca de 14 g/L de glicose, 4 g/L de
acetato de amonio, 1,8/4,6 g/ de KH,PO4/K,;HPO4 e 13 g/L de células e o processo
encontra-se em fase de crescimento exponencial. Portanto, adotou-se este tempo de cultivo

para o indculo em todos os ensaios.
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Figura 4.1: Comportamento do crescimento celular, consumo de glicose, acetato de amonio
e fosforo pelo fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272, realizada a 28°C e 250
rpm.
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A Tabela 4.1 apresenta dados relativos a varios ensaios realizados de preparo de

inoéculo para determinar os valores das concentragdes de células, glicose, acetato de

amonio e fosforo com respectivos intervalos de confianga, para um periodo de 24 horas. Os

valores da média de concentracao de glicose, acetato de amonio e fosforo foram utilizados

para o preparo do meio de fermentacdes com o intuito de se obterem valores de

concentragdes iniciais o mais proximo do estabelecido pelo planejamento fatorial.

Tabela 4.1: Valores de concetragdo celular, glicose, acetato de amoénio e fosforo; média e
respectivos intervalos de confianca do crescimento do inoculo pelo fungo Cephalosporium
acremonium ATCC 48272, realizada a 28°C e 250 rpm, por um periodo de 24 horas.

Ensaio Conc. Conc. Conc. Acet. Conc. Conc. Conc.
Celular Glicose de Amoénio Fosforo KH,PO4 K,HPO4
(g/L) (g/L) (49 (g/L) (g/L) gL
I 10,2733 14,3221 3,0832 1,2569 1,8632 4,6831
2 10,6519 12,5765 3,4933 1,2750 1,9044 4,7337
3 13,4162 9,9681 2,2230 1,2016 1,7866 4,4706
4 10,4232 13,5055 3,8109 1,1895 1,7472 4,4530
> 9,3657 14,9778 4,3987 1,2907 1,9279 4,7920
6 12,7194 13,9572 4,4460 1,2318 1,8298 4,5848
7 10,5994 14,6394 3,6206 1,3614 2,0157 5,0756
8 10,2167 14,3827 4,6371 1,2118 1,7949 4,5175
9 10,5241 14,5547 3,2631 1,2506 1,8560 4,6568
10 9,4385 15,8386 4,2922 1,4136 2,1233 5,2334
Intervalo de confianca
N°® Casos Média -95% +95% Variancia Desvio
Padrao
Conc. Celular
(g/L) 10 10,7628 9,8294 11,6962 1,70262 1,30484
Conc. Glicose
(g/L) 10 13,8722 12,7121 15,0323 2,62989 1,62169
Conc. Acet. de
Amonio (g/L) 10 3,7268 3,1893 4,2642 0,56450 0,75133
Conc. Fosforo
(g/L) 10 1,2682 1,2171 1,3194 0,00510 0,07145
Conc. KH,PO4
(g/L) 10 1,8849 1,8032 1,9665 0,01302 0,11413
Conc. KoHPO,4
(g/L) 10 4,7200 4,5363 49037 0,06594 0,25680

*33.7% KH2P04 € 66.3% K2HPO4
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4.1.2 Ensaios em Frascos Agitados e em Reator Convencional de Tanque Agitado

As Figuras 4.2 e 4.3 ilustram os valores médios dos resultados de dois ensaios
realizados em frascos agitados, como descrito no item 3.2.2.4. Na Figura 4.2 pode-se
observar que o fendmeno da diauxia foi evidenciado pelo consumo de toda a glicose, com
acelerada formacao de biomassa, até aproximadamente 48 horas e em seguida, pela lenta
assimilacdo da sacarose ¢ a formacdo do antibidtico, com manutencdo da concentracao
celular na faixa de 19-21 g/L. Verifica-se a relagdo entre o consumo de um agucar de
dificil assimilacdo, a sacarose, e a produgdo do antibidtico. Simultaneamente ao consumo
deste carboidrato observa-se a crescente formagao do antibidtico, atingindo em torno de
120 horas de processo cerca de 1300 mgcpc/L. Apos este periodo houve queda na formagao

de biomassa e na produgao.
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Figura 4.2: Dados experimentais de concentragdo celular, cefalosporina C(CPC), glicose e
sacarose realizada em frascos agitados pelo fungo Cephalosporium acremonium ATCC
48272, a 28°C e 250 rpm.

Na Figura 4.3 verifica-se a dependéncia do pH com o consumo de agucar ¢ a
formacdo de biomassa. Observa-se um decréscimo em seu valor durante a assimilagdo de
glicose para o crescimento celular, seguido de um aumento a partir do inicio do
metabolismo da sacarose ¢ estabilizacdo da biomassa. Pode-se observar, também nesta
figura, que todo o acetato de amonio foi utilizado durante a fase de rapido crescimento.

Observa-se uma grande demanda do fosforo durante a formagao de biomassa, confirmando
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sua relacdo com o processo respiratorio celular e uma queda neste consumo, durante a
assimilagdo da sacarose. Este comportamento provavelmente foi devido a dificil

assimilagdo da sacarose, que ocasionou a estabilizacdo da biomassa.
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Figura 4.3: Dados experimentais do consumo de acetato de amonio, fésforo e a variacdo do
pH na produgdo de cefalosporina C, realizada em frascos agitados, pelo fungo
Cephalosporium acremonium ATCC 48272, a 28°C e 250 rpm.

A Figura 4.4 ilustra os resultados do ensaio realizado em fermentador de tanque
agitado em regime batelada convencional, como descrito no item 3.2.2.4. Mais uma vez
ficou claro o fenomeno da diauxia evidenciando o consumo de toda a glicose, com
acelerada formagao de biomassa, até aproximadamente 48 horas e, em seguida, pela lenta
assimilacdo da sacarose ¢ a formacdo do antibidtico, com manutencdo da concentracao
celular na faixa de 13-17 g/L. Verifica-se a relagdo entre o consumo de um agucar de
dificil assimila¢do, a sacarose, com a producdo do antibidtico. Simultaneamente ao
consumo deste carboidrato observa-se a crescente formacdo do antibidtico atingindo em
torno de 144 horas de processo cerca de 1100 mgcpc/L. Ap0s este periodo houve queda na
formacao de biomassa e na producdo do antibidtico. A produgdo de cefalosporina C, para
ambos o0s casos estudados , atingiu valores compativeis com alguns citados na literatura de
1200 mgcpc/L, 1600 mgcpc/L € 1000mgcpc/L, obtidos por Araujo (1996); Silva (1998) e
Cruz (2000).

A velocidade especifica de producdo do antibidtico para o ensaio em frascos

agitados utilizando a equagdo 3.32 foi de 0,66 mgcpc/geer.h, para uma concentracao celular
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média de 21,22 g/l no periodo de tempo de 48 a 120 horas. Para o ensaio em
fermentador, utilizando a equacao 3.32 e uma concentragdo celular média de 15,7322 g.«/L
para o periodo de tempo de 48 a 144 horas, a velocidade especifica de producdo de

antibiotico foi de 0,71 mgcpc/geer/h.
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Figura 4.4: Dados experimentais de concentragdo celular, cefalosporina C (CPC), glicose,

sacarose ¢ acetato de amodnio, obtidos em ensaio realizado em fermentador no regime

batelada pelo fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272, a 28°C, pH 7,0 e 250-700

rpm.

4.2 Otimizac¢ao do Crescimento do Fungo Cephalosporium acremonium e Producao de

Antibiético Utilizando Planejamento Estatistico

4.2.1 Estudo do Crescimento do Fungo Cephalosporium acremonium em Meio

Especifico I

Como descrito no item 3.2.3.1.1, 16 ensaios foram conduzidos por um
planejamento fatorial fracionério de resolucdo quatro, a partir dos quais foram analisados
os efeitos da concentragdo de glicose = G, acetato de aménio = N, fésforo = P, DL-
metionina = Met, acido oléico = Olei e solug¢des de sais = Sais, na velocidade especifica
maxima de crescimento do microrganismo. A Tabela 3.8 mostra os niveis utilizados para
cada variavel.

A Tabela 4.2 apresenta o desenvolvimento do planejamento fatorial fracionario e a

variavel resposta velocidade especifica méxima de crescimento do microrganismo (Lmax),
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para cada ensaio executado. Os graficos obtidos a partir dos dados experimentais de cada
ensaio que permitiram calcular os valores de [max €stdo reunidos no Apéndice A.
Verifica-se na Tabela 4.2, que valores inferiores foram obtidos para pimax,
comparado aos valores encontrados por alguns pesquisadores e apresentados na Tabela
3.18. Mesmo realizando as varias combinagdes de concentragdes no meio, de acordo com o
planejamento fatorial fracionério, observa-se que a velocidade especifica méaxima de
crescimento do fungo ndo variou bruscamente, salvo algumas exceg¢des, indicando uma

relacdo linear entre os fatores e a varidvel resposta ([imax)-

Tabela 4.2: Planejamento Fatorial Fracionario 216\7 2 realizado para estudo da influéncia

das varidveis concentragdo de glicose = G, acetato de amonio = N, fosforo = P, DL-

metionina = Met, 4cido oléico = Olei e solugdes de sais = Sais na velocidade especifica

maxima de crescimento (max) do fungo C. acremonium ATCC 48272.
NvelConcentragdo (g/L)

Ensaio G N P Met Olei Sais tmax (h™)
1 35,0 13,0 2,016 45 1,5 60,0 0,0361
2 15,0 13,0 2,016 ‘45 0,5 60,0 0,0346
3 35,0 5,0 2,016 45 1,5 20,0 0,0364
4 15,0 5,0 2,016 ‘45 0,5 20,0 0,0433
5 35,0 13,0 0,672 45 0,5 20,0 0,0374
6 15,0 13,0 0,672 ‘45 1,5 20,0 0,0194
7 35,0 5,0 0,672 45 0,5 60,0 0,0496
8 15,0 5,0 0,672 ‘45 1,5 60,0 0,0469
9 35,0 13,0 2,016 1,5 0,5 20,0 0,0536
10 15,0 13,0 2,016 1,5 1,5 20,0 0,0435
11 35,0 5,0 2,016 1,5 0,5 60,0 0,0440
12 15,0 5,0 2,016 1,5 1,5 60,0 0,0464
13 35,0 13,0 0,672 1,5 1,5 60,0 0,0461
14 15,0 13,0 0,672 1,5 0,5 60,0 0,0254
15 35,0 5,0 0,672 1,5 1,5 20,0 0,0482
16 15,0 5,0 0,672 1,5 0,5 20,0 0,0508
17 925.0 9.0 1,344 3.0 1,0 %40,0 0,0400
18 925.0 9.0 01,344 3.0 91,0 %40,0 0,0450
19 925.0 9.0 1,344 3.0 1,0 %40,0 0,0412

4.2.1.1 Estimativa dos Efeitos

O “software” Statistica (Statsoft, v. 5.0) foi utilizado para o calculo dos efeitos das
varidveis na velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo. No entanto,

como os calculos nao se referem a um planejamento completo, os valores destes efeitos



&9

encontrados sao ditos contrastes, ou seja, efeito principal confundido com efeito de
interag¢dao de trés fatores e interacOes de dois fatores estdo confundidos com interagdes de
outros dois fatores (vide Tabela 3.10). O contraste relativo aos fatores foi calculado e os

resultados sao mostrados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Contrastes estimados para a concentrac¢do de glicose = G, acetato de amonio
= N, fosforo = P, DL-metionina = Met, acido oléico = Olei e solugdes de sais = Sais na
varidavel resposta Umax do fungo C. acremonium ATCC 48272 com seus respectivos
intervalos de confianga, obtidos a partir dos resultados de um planejamento fatorial

fracionario 2?\7 z,

Intervalo de Confianca

Fator  Contrastes D. Padrao t(12) p -95% +95%
Média 0,0415 0,0017 23,7993 1,82E-11 0,0377 0,0453
G 0,0052 0,0038 1,3561 0,2000 -0,0031 0,0134
N -0,0087 0,0038 -2,2846 0,0413 -0,0169 -0,0004
P 0,0018 0,0038 0,4667 0,6491 -0,0065 0,0100
Met -0,0068 0,0038 -1,7957 0,0978 -0,0151 0,0015
Olei -0,0019 0,0038 -0,5157 0,6154 -0,0102 0,0063
Sais -0,0004 0,0038 -0,1139 0,9111 -0,0087 0,0078

t(12:0,025)tabelado™ 2,179

Diz-se que um efeito ndo ¢ significativo, dentro de uma faixa estudada, quando o
valor zero estd contido no seu respectivo intervalo de confianga. Portanto, num
planejamento fatorial fracionario deve-se tomar cuidado ao analisar estes efeitos, pois na
verdade estamos analisando contrastes, que portanto, confundem os efeitos. Os efeitos das
variaveis concentragdo de glicose (G), acetato de amonio (N), fosforo (P), DL-Metionina
(Met), acido oléico (Olei) e solucdo de sais (Sais) apresentados na Tabela 4.3, como foi
dito, confundem efeito principal com efeitos de interagdes de trés fatores, uma vez que
efeitos de interacdo de ordens superiores sd3o menos importantes, os contrastes
apresentados na Tabela 4.3, sdo uma boa estimativa do efeito principal para a respectiva
variavel.

Observando os valores da Tabela 4.3, verifica-se que os contrastes considerados
significativos foram os relativos a média global, concentracdo acetato de amoénio e DL-

metionina. O contraste relativo ao fator concentragdo de glicose apesar de numericamente
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ser nao significativo, esta varidvel obviamente ndo serd descartada devido sua relevancia ja
conhecida em qualquer processo fermentativo. O contraste relativo a concentragao de
fosforo e acido oléico apesar de apresentarem valores poucos significativos em relagdo aos
demais contrastes considerados significativos, ndo devem ser desprezados sendo necessario
passar por uma analise mais minuciosa. O contraste relativo a solucdo de sais foi
considerado nao significativo na faixa estudada.

Os contrastes de interagdes de dois fatores envolvendo o efeito da concentragao de

glicose e acetato de amonio, foram calculados e sdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Contrastes estimados para a concentragdo de glicose = G, acetato de amonio =
N, fosforo = P, DL-metionina = Met, acido oléico = Olei ¢ solugdes de sais = Sais na
variavel resposta pma do fungo C. acremonium ATCC 48272 com seus respectivos
intervalos de confianga, obtidos a partir dos resultados de um planejamento fatorial

., 6-2
fracionario 2IV .

Intervalo de Confianga

Fator Efeitos D. Padrao p -95% +95%
Média 0,0415 0,0016 3,79E-08 0,0376 0,0453
G 0,0052 0,0036 0,1917 -0,0033 0,0136
N -0,0087 0,0036 0,0451 -0,0171 -0,0002
P 0,0018 0,0036 0,6342 -0,0067 0,0102
Met -0,0068 0,0036 0,0973 -0,0153 0,0016
Olei -0,0019 0,0036 0,5998 -0,0104 0,0065
Sais -0,0004 0,0036 0,9067 -0,0089 0,0079
GN 0,0074 0,0036 0,0755 -0,0010 0,0158
GP -0,0045 0,0036 0,2426 -0,0129 0,0039
Gmet -0,0013 0,0036 0,7277 -0,0097 0,0071
Golei -0,0025 0,0036 0,5041 -0,0109 0,0059
Gsais 0,0005 0,0036 0,8964 -0,0079 0,0089
NP 0,0081 0,0036 0,0407 0,0004 0,0158
Nmet -0,0035 0,0036 0,3232 -0,0111 0,0042
Nolei 0,0005 0,0036 0,8885 -0,0072 0,0081
Nisais -0,0025 0,0036 0,4722 -0,0102 0,0052

Observando a Tabela 4.4, os contrastes relativos a interagao glicose/fosforo e
acetato de amonio/fosforo sdo mais significativos do que os efeitos glicose/acido oléico e
acetato de amonio/acido oléico, mostrando a maior influéncia do fator fosforo em formar

interagdes significativas de dois fatores no crescimento do fungo em relagdo a variavel
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concentracdo de acido oléico. Alguns efeitos nao foram calculados por serem iguais a
algum outro efeito ou estar confundido em algum contraste (vide Tabela 3.10).

Portanto as varidveis consideradas mais importantes na velocidade mdéxima
especifica de crescimento do fungo foram as concentracdes de glicose, acetato de amonio,
fosforo ¢ DL-metionina. As varidveis eliminadas pela analise de seus efeitos no
planejamento fatorial fracionario aplicado foram concentragdo de acido oléico e solugao de
sais, confirmando a utilidade de planejamentos fracionarios em uma etapa preliminar em
estudo.

Com a elimina¢do destas variaveis nao significativas o planejamento fatorial
fraciondrio mostrado na Tabela 4.2 recai em um planejamento fatorial completo com
quatro variaveis, concentracdo de glicose, acetato de amonio, fosforo e DL-metionina,
totalizando 16 ensaios e mais triplicata no ponto central. Com este planejamento ¢ possivel
calcular todos os efeitos, principais e de interagdes, que afetam a velocidade maxima
especifica de crescimento do microrganismo e tentar ajustar uma superficie de resposta em
torno das condicdes estabelecidas pelos niveis das variaveis.

Os efeitos principais e de interagdes de até trés fatores foram calculados e sdo
apresentados na Tabela 4.5.

Analisando-se os intervalos de confianga na Tabela 4.5, verifica-se que os efeitos
considerados significativos na faixa estudada foram o efeito principal da concentragdo de
glicose, acetato de amodnio, DL-metionina e os efeitos de interacdes de dois fatores
glicose/nitrogénio, glicose/fosforo, nitrogénio/féosforo e nitrogénio/DL-metionina. A
importante influéncia dos efeitos de interagdes de dois fatores envolvendo a variavel
fosforo, justifica o fato deste fator ter permanecido no planejamento e ndo ter sido retirado
quando seu intervalo de confianca na Tabela 4.3 e 4.4 permitiam que este fosse eliminado
como fator ndo importante no pmax. Observa-se também na Tabela 4.5 que os valores dos
efeitos principais das variaveis consideradas significativas, fatorial completo, estdo em boa
concordancia com os valores dos contrastes mostrados na Tabela 4.3 e 4.4, justificando a
aproximacao feita anteriormente de que efeitos de interagdes de ordens superiores sao

poucos significativos.
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Tabela 4.5: Efeitos principais e de interagdes entre fatores para a concentragdo de glicose =
G, acetato de amonio = N, fosforo = P e DL-metionina = Met na varidvel resposta pm.x do
fungo C. acremonium ATCC 48272 com seus respectivos intervalos de confianga, obtidos
a partir dos resultados de um planejamento fatorial completo 2*+3.

Intervalo de Confianga

Fator Efeitos D. Padrao t(4) p -95% +95%
Média 0,0415 0,0005 90,7857  8,83E-08  0,0402* 0,0427
G 0,0052 0,0009 5,1731 0,0066 0,0024* 0,0079
N -0,0087 0,0009 -8,7150 0,0009 -0,0114* -0,0059
P 0,0018 0,00096 1,7803 0,1496 -0,0009 0,0045
Met -0,0068 0,0009 -6,8501 0,0024 -0,0095%* -0,0041
GN 0,0074 0,0009 7,4652 0,0017 0,0047* 0,0102
GP -0,0046 0,0009 -4,5696 0,0103 -0,0073* -0,0018
G Met -0,0013 0,0009 -1,2978 0,2641 -0,0041 0,0015
NP 0,0081 0,0009 8,1456 0,0012 0,0053* 0,0109
N Met -0,0035 0,0009 -3,5174 0,0245 -0,0063* -0,0007
P Met -0,0025 0,0009 -2,5208 0,0653 -0,0053 0,0003
GNP -0,0022 0,0009 -2,2249 0,0901 -0,0049 0,0005
G N Met -0,0015 0,0009 -1,5143 0,2045 -0,0043 0,0013
G P Met -0,0019 0,0009 -1,9673 0,1205 -0,0047 0,0008
N P Met -0,0004 0,0009 -0,4348 0,6861 -0,0032 0,0023

t(4:0,025)tabelado= 2,776

4.2.1.2 Ajuste e Analise do Modelo Matematico

A matriz planejamento da Tabela 4.2 foi organizada de modo a obter as colunas dos
sinais para os fatores considerados importantes, as interagdes entre dois fatores e os valores
de velocidade especifica maxima de crescimento do fungo. A partir destes foi possivel
ajustar e verificar a adequadabilidade de um modelo polinomial de primeira ordem na
forma da equacdo 3.8, onde o coeficiente by representa a influéncia da média global, b;
(i=1..k) o efeito principal dos fatores e os coeficientes b; (i#=1...k), representam a
influéncia de interac¢des entre dois fatores.

Este modelo foi usado por acreditar-se, em principio, que a superficie de resposta
na regido de interesse seria uma fungao linear dos fatores. Caso este modelo esteja correto,
ele podera indicar, principalmente, a direcdo e magnitude da mudanga na resposta quando
os niveis dos fatores forem alterados.

Os valores dos coeficientes da equagao 3.8 foram calculados utilizando os dados da

Tabela 4.2 para os fatores considerados significativos, resolvendo a equacao 3.6 que da a
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solucao geral para o ajuste do modelo por minimos quadrados. O valor dos parametros sao

mostrados na Tabela 4.6 juntamente com o desvio padrdo e seu intervalo de confianca.

Tabela 4.6: Parametros do modelo linear considerando a influéncia dos fatores
concentragdo de glicose = G, acetato de amdnio = N, fosforo = P ¢ DL-metionina = Met
na variavel resposta pm.x do fungo C. acremonium ATCC 48272 com seus respectivos
intervalos de confianca, obtidos a partir dos resultados de um planejamento fatorial
completo 2*+3.

Desvio. Intervalo de Confianga
Fatores b padrdio «(11) -95% +95%
M¢édia 0,0415 0,0007 58,4789 0,0400 0,0429
G 0,0026 0,0008 3,3322 0,0009 0,0042
N -0,0043 0,0008 -5,6137 -0,0059 -0,0027
Met -0,0034 0,0008 -4,4124 -0,0050 -0,0018
GN 0,0037 0,0008 4,8087 0,0021 0,0053
GP -0,0023 0,0008 -2,9435 -0,0038 -0,0007
NP 0,0041 0,0008 5,2469 0,0025 0,0056
N Met -0,0017 0,0008 -2,2657 -0,0033 -0,0002

£(11:0,025)tabelado™= 2,201

Como foi descrito anteriormente, os niveis das variaveis foram codificados entre +1
e -1. Isto facilita uma andlise direta da influéncia de cada varidvel na velocidade especifica
maxima de crescimento do microrganismo a partir dos proprios valores numéricos dos
coeficientes b's. Portanto pode-se observar pela Tabela 4.6 a grande influéncia do fator
concentracdo de acetato de amoénio e suas interagdes com glicose € com o fosforo.
Destaque deve ser dado também para a variavel concentracdo de glicose e suas interagdes.
Este fatores, concentracdo de glicose e de acetato de amdnio muito importantes para o
crescimento do microrganismo.

A Tabela 4.7 apresenta a andlise de variancia para o modelo polinomial de 1* ordem
com os parametros apresentados na Tabela 4.6. A porcentagem de variagdo explicada pela
regressao ¢ de 92,01% e com um coeficiente de correlagdo de 0,960. O bom ajuste do
modelo ¢ refletido no grafico dos residuos mostrado na Figura 4.5, residuos em fungao dos
valores preditos pelo modelo ajustado, mostrando a compatibilidade com uma distribuig@o
aleatdria o que autoriza o emprego do teste de F. Comparando os valores de Feaicuiado cOM
Fibelndo na Tabela 4.7, observa-se uma regressdo significativa. Portanto os dados
experimentais sdo bem representados pelo modelo ajustado, o qual de acordo com o teste

F, pode ser usada para fins preditivos dentro do dominio dos fatores estudados.
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Tabela 4.7: Analise da varidncia para um ajuste polinomial de 1* ordem com os
parametros apresentados na Tabela 4.6 estimados a partir dos dados da Tabela 4.5.

Fonte de Soma Quadratica N° de graus Média quadratica F caiculado
variagao de

liberdade
Regressao 0,001209 7 0,000173 18,08
Residuos 0,000105 11 9,56E-06
Total 0,001314

% de variacdo explicada=92.01 — R =0.9600

F(7,11;95%)tabelado =3,01

0,006
0,004 ¢ @)

0,002 ¢

0,000 ¢ @) o o o Q

Residuo

-0,002 ¢

-0,004 | o S

-0,006
0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,040 0,045 0,050 0,055

Valores Preditos

Figura 4.5: Gréafico de residuo versus valores preditos pelo modelo polinomial de 1* ordem,
que relaciona a velocidade de crescimento (Umax) do fungo C. acremonium ATCC 48272
com as variaveis concentragao de glicose, acetato de amdnio, fosforo e DL-metionina.
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4.2.1.3 Analise da Superficie de Resposta Para o Crescimento Celular ([max)

A superficie de resposta obtida a partir do modelo, com os parametros apresentados
na Tabela 4.6, indica possiveis regides de se encontrar valores superiores aos encontrados
anteriormente para a varidvel resposta pm.x € a partir dai fazer um deslocamento do
planejamento experimental para valores de concentragdes das varidveis consideradas
importantes, dentro desta nova regiao.

Inicialmente a natureza da superficie de resposta ¢ explorada através dos graficos
de superficie de contorno da velocidade especifica maxima de crescimento (Umax), NO
espago de dois fatores, mantendo-se os outros dois fixos. As Figuras 4.6 a 4.11 mostram
algumas superficies de contorno correspondentes ao modelo com os pardmetros da Tabela
4.6, onde os valores dos fatores concentracdes encontram-se graficadas em valores reais.
Observa-se nas Figuras 4.6 a 4.11 uma pequena variagdo na velocidade especifica maxima
de crescimento, mesmo para as varias combinagdes de concentragdes de nutrientes.

Na Figura 4.6 nota-se que o aumento na velocidade especifica maxima de
crescimento caminha em sentidos opostos, ou seja, para altas concentragdes de glicose e
acetato de amonio ou para baixas concentracdoes destes nutrientes, mantendo as
concentragdes de fosforo e DL-metionina nos niveis alto (+1). As Figuras 4.7, 4.9 e 4.11
deixa bem claro a pequena influéncia da varidvel concentracdo de fosforo como efeito
principal, justificando sua retirada do modelo, mas apresenta grande influéncia na
interagdo com a concentragdo de glicose e acetato de amonio. Na Figura 4.11 fica evidente
a influéncia da concentracdo de DL-metionina para valores de concentragdo
correspondente ao nivel inferior (-1) desta. As Figuras 4.6, 4.9 ¢ 4.11 mostram que a
influéncia da concentragdo de acetato de amoOnio ¢ mais acentuada para o valor de
concentragdo correspondente ao nivel inferior desta varidvel, para varios valores de
concentragoes de fosforo e DL-metionina.

Todas as superficies exploradas, mostraram que um aumento na velocidade
especifica maxima de crescimento pode ser obtida para uma ampla faixa de concentracao
dos fatores, principalmente quando todas estes estdo em uma faixa de concentragdo

correspondente ao seu nivel inferior.
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Trés ensaios foram realizados para comprovar o aumento da velocidade especifica
maxima de crescimento, para trés regides distintas estabelecidas pelas Figuras 4.6 a 4.11.
Os valores de concentragdes das varidveis em cada ensaio, sdo apresentados na Tabela 4.8,
juntamente com os valores de [max Obtidos a partir dos dados experimentais de cada ensaio
(Apéndice A) e os preditos pelo modeloajustado com os pardmetros apresentados na
Tabela 4.6. A concentragdao de acido oléico e solugdo de sais foram mantidos constantes
para o trés ensaios, € no nivel mais baixo do planejamento anterior que foi de 0,5g/L e
20,0mL/L, respectivamente. A concentracdo de DL-metionina foi também considerada
constante para os trés ensaios e igual a 0,5 g/L.

Observa-se com os dados da Tabela 4.8 que ndo verificou-se experimentalmente
um aumento na velocidade de crescimento (Umax) para o ensaio T3, como previsto pelo
modelo ajustado com os parametros apresentados na Tabela 4.6, confirmando que modelos
impiricos s@o modelos locais, isto ¢, aplicaveis apenas a uma determindada regido tornando
a extrapolacdo bastante arriscada. Mas nas outras regides testadas (ensaio T1 e T2) os
valores de Umax S30 superiores aos valores de Mmax preditos pela modelo, destacando-se
como uma regido, com os valores de concentragdes dos respectivos nutrientes, com uma
velocidade de crescimento acima dos valores ja obtidos. Um novo dominio de
concentragdes das variaveis foi estabelecido dentro da regido de experimentagdo do ensaio
T2 (concentracdes de varidveis representadas pelas Figuras 4.6 a 4.11, correspondentes ao

nivel inferior destas).

Tabela 4.8: Valores de Lmaxprep (preditos pelo modelo) € pmaxexp determinados
para cada ensaio, com respectivos valores de concentracdo de nutrientes,
mantendo-se a concentragdo de acido oléico, DL-metionina e solucdo de sais
em, 0,5 g/L, 0,5g/L 20,0mL/L, respectivamente.

Nutrientes/Concentracao(g/L) tmaxexp(h™) umaXpRED(h'l)

Glicose 22,0

Ensaio Tl CH3COONH4 6,5 0,0580 0,0489
Fosforo 1,0
Glicose 10,0

Ensaio T2 CH3COONH4 3,0 0,0663 0,0575
Fosforo 0,40
Glicose 40,0.

Ensaio T3 CH3COONH,4 15,0 0,0435 0,0603

Fosforo 2,10
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4.2.2 Estudo do Crescimento do Fungo Cephalosporium acremonium em Meio

Especifico 11

Como foi descrito no item 3.2.3.1.1, um segundo planejamento foi proposto a partir
das varidveis consideradas mais significativas no planejamento anterior: concentracdo de
glicose, acetato de amonio, fosforo e DL-metionina. Os niveis das variaveis foram
deslocados para uma nova regido de experimentagdo como sugerido pelo planejamento
anterior (item 4.2.1), cujos niveis sdo mostrados na Tabela 3.11. Novamente, aqui a
variavel dependente foi a velocidade especifica maxima de crescimento, plmax.

Um planejamento fatorial 2* completo totalizando 16 ensaios foi executado,
acrescido de quatro ensaios correspondentes aos pontos centrais do planejamento,
totalizando 20 ensaios, conforme mostra a matriz planejamento da Tabela 3.12.

A Tabela 4.9 apresenta o desenvolvimento do planejamento fatorial completo com
os fatores em valores codificados e reais de concentracdes e a variavel resposta, velocidade
especifica maxima de crescimento do microrganismo (Umax), para cada ensaio executado.
Os graficos obtidos a partir dos dados experimentais de cada ensaio, que permitiram
calcular os valores de pmax €stdo reunidos no Apéndice B.

Comparando -se os dados obtidos experimentalmente apresentados na Tabela 4.9,
com alguns dados obtidos por outros pesquisadores apresentados na Tabela 3.18, verifica-
se que um aumento significativo nos valores de pmax foi alcangado através da execucdo do
planejamento estatistico neste dominio das varidveis, o qual permitiu testar combinagdes
diferentes de condigdes de cultivo. Maiores valores de pmax foram obtidos nos ensaios 4 ¢
10, ja destacando o favorecimento ao crescimento para meios de cultivos com baixas
concentragdes de glicose. Portanto o deslocamento do planejamento para um novo

dominio, mostrou-se satisfatorio.
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Tabela 4.9: Planejamento Fatorial Completo realizado para estudo da
influéncia das variaveis concentrag¢do de glicose = G, acetato de amdnio
= N, fésforo = P e DL-metionina = Met, na velocidade especifica
maxima de crescimento do fungo C. acremonium.

NivelConcentragdo

Ensaio G(g/l) N(g/L) Met(g/L) P(g/L)  pma (b7

1 20,0 79,0 1,5 1,10 0,0558
2 10,0 9,0 1,5 1,10 0,0654
3 20,0 5,0 1,5 1,10 0,0672
4 10,0 5,0 1,5 1,10 0,0863
5 20,0 79,0 0,5 1,10 0,0613
6 10,0 9,0 0,5 1,10 0,0753
7 20,0 5,0 0,5 1,10 0,0412
8 10,0 5,0 0,5 1,10 0,0788
9 20,0 79,0 1,5 0,54 0,0548
10 10,0 9,0 1,5 0,54 0,0784
11 20,0 5,0 1,5 0,54 0,0455
12 10,0 5,0 1,5 0,54 0,0585
13 20,0 79,0 0,5 0,54 0,0429
14 10,0 9,0 0,5 0,54 0,0552
15 20,0 5,0 0,5 0,54 0,0689
16 10,0 5,0 0,5 0,54 0,0761
17 15,0 970 1,0 90,82 0,0614
18 915,0 7.0 1,0 90,82 0,0583
19 15,0 7.0 1,0 90,82 0,0594
20 915,0 7.0 91,0 90,82 0,0604

4.2.2.1 Estimativa dos Efeitos das Variaveis Independentes em i«

O software Statistica (Statsoft, v. 5.0) foi utilizado para o calculo dos efeitos das
variaveis na velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo.

A partir dos dados da Tabela 4.9, calculou-se os efeitos principais, interagdo entre
dois e entre trés fatores. Os resultados sdo apresentados pelo grafico de Pareto, Figura 4.12
onde se pode observar o efeito principal ndo significativo do fator concentracdo de DL-
metionina, assim como os efeitos de interagdes entre duas variaveis. Os efeitos principais
considerados importantes foram os fatores concentra¢do de glicose, fosforo e acetato de
amonio, destacando a forte influéncia destes nutrientes, bem como suas capacidades de se
interagirem para a formagao de biomassa, efeito evidenciado a interagdo envolvendo estes

trés fatores.
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Figura 4.12: Grafico de Pareto ilustrando o efeito da concentragdo de glicose = G,
acetato de amoénio = N, fosforo = P e DL-metionina = Met na velocidade especifica
maxima de crescimento do fungo C. acremonium ATCC 48272.

4.2.2.2 Ajuste e Analise do Modelo Matematico

Os dados da matriz planejamento da Tabela 4.9 foram utilizados para ajustar e
verificar a adequadabilidade de um modelo polinomial de primeira ordem na forma da
equagao 3.8, incluindo interacdes entre trés fatores, uma vez que a analise dos efeitos
mostrou a forte influéncia deste tipo de interacao.

Os valores dos coeficientes do modelo foram calculados utilizando os dados da
Tabela 4.9 e resolvendo a equagdo matricial 3.6 que da a solugdo geral para o ajuste do
modelo por minimos quadrados. Os valores dos parametros do modelo sdo apresentados na
Tabela 4.10, juntamente com o desvio padrdo e seu intervalo de confianca. Os coeficientes
considerados significativos, os quais devem ser considerados no modelo foram, a média
global das observagdes, o efeito principal da concentracdo de glicose, acetato de amonio e
fosforo, o efeito de interacdes entre trés fatores, concentracdo de glicose/acetato de
amonio/fosforo, glicose/DL-metionina/fosforo e acetato de amonio/DL-metionina/fosforo.
O efeito principal da concentracdo de DL-metionina e os efeitos de interagdes entre dois
fatores ndo foram considerados significativos, como pode ser observado na Tabela 4.10

com seus respectivos intervalos de confianca ou comparando o valor t ("student")



101

calculado com o t tabelado (tcaculado>tiabelados €f€ito ou coeficiente de regressao
significativo); portanto estes efeitos ndo foram considerados no modelo. O modelo
simplificado que melhor representa a influéncia dos fatores estudados bem como suas
interagdes na velocidade especifica maxima de crescimento, no dominio estudado, ¢ o
modelo representado pela equagdo 4.1.

A Tabela 4.11 apresenta a andlise de variancia para o ajuste da equacao 4.1. A
porcentagem de variagdo explicada pela regressdo ¢ de 92,01%, com um coeficiente de
correlacdo de 0,960. O bom ajuste do modelo ¢ refletido no grafico dos residuos mostrado
na Figura 4.13, residuos versus os valores preditos pelo modelo ajustado, mostrando a
compatibilidade com uma distribuicao aleatoria, o que autoriza o emprego do teste de F.
Comparando os valores de Faculado €OM Fiapelado, Na Tabela 4.11, mostra uma regressao
significativa. Portanto os dados experimentais sdo bem representados pela equagdo 4.1 a
qual de acordo com o teste F pode ser usada para fins preditivos, dentro do dominio dos

fatores estudados.

Tabela 4.10: Parametros do modelo linear considerando a influéncia dos fatores
concentragdo de glicose = G, acetato de amonio = N, fosforo = P e DL-metionina = Met na
varidvel resposta pmax do fungo C. acremonium ATCC 48272 com seus respectivos
intervalos de confianga obtidos a partir dos resultados de um planejamento fatorial
completo 2*+4.

Coef. de Desvio Intervalo de Confianga

Fatores Regressdao  Padrio t(5) p -95% +95%

Média 0,0625" 0,0007 91,914  2,89E-09  0,0608 0,0643

G -0,0085" 0,0008 -11,2010  9,9E-05  -0,0108 -0,0066
N -0,0021" 0,0008 -2,7390 0,0408 -0,0040 -0,0001
Met 0,0007 0,0008 0,9839 0,3703 -0,0012 0,0027
P 0,0032" 0,0008 4,1870 0,0086 0,0012 0,0051

GN 0,0011 0,0008 1,4093 0,2177 -0,0009 0,0030
GMet 0,0004 0,0008 0,4773 0,6533 -0,0016 0,0023

GP -0,0015 0,0008 -2,0003 0,1019 -0,0035 0,0004
NMet 0,0017 0,0008 2,2441 0,0748 -0,0003 0,0037
NP 0,0001 0,0008 0,1752 0,8678 -0,0018 0,0021

MetP 0,0015 0,0008 1,9649 0,1066 -0,0005 0,0035
GNMet -0,0012 0,0008 -1,5947 0,1716 -0,0032 0,0007
GNP 0,0030" 0,0008 4,0036 0,0103 0,0011 0,0050
GMetP 0,0025" 0,0008 3,2685 0,0222 0,0005 0,0044
NMetP -0,0078" 0,0008 -10,2623 0,0001  -0,00976  -0,0058

*Significativos

£(5:0,025)tabelado™ 2,371
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Umax = 0,0625—0,0085G - 0,0021N + 0,0032P + 0,0030 GNP + 0,0025 GMetP

+0,002  +0,002 10,002 0,002 0,002 0,002 4.1
—0,0078 NMetP '
10,002

Tabela 4.11: Analise da variancia para o ajuste da equagdo 4.1 a

partir dos dados experimentais da Tabela 4.9.
Fonte de Soma Quadratica N°. de graus de Média quadratica F catculado
varia¢ao liberdade
Regressao 0,002617 6 0,436E-03 25,89
Residuo 0,000219 13 16,84E-06
Total 0,002836

% de variagdo explicada=9228 — R =0,9606

F (6,13:95%)tabelado = 2,92

0,008
0,006 {
0,004 o o
0,002

0,000 | o

Residuo
(@]

)
-0,002 | ®
e9)
)

-0,004 ¢
(@)

-0,006
0,035 0,045 0,055 0,065 0,075 0,085 0,095

Valores Preditos

Figura 4.13: Grafico de residuo versus valores preditos pelo modelo polinomial de 1°
ordem, que relaciona a velocidade de crescimento (Umax) do fungo C. acremonium com as
variaveis concentragdo de glicose, acetato de amonio, fosforo e DL-metionina.
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4.2.2.3 Analise da Superficie de Resposta para o Crescimento Celular (imax)

A natureza da superficie de resposta foi explorada através de graficos de superficie
e de contorno da velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo em
funcdo dos fatores concentragdo de glicose e acetato de amoénio, mantendo-se fixo a
concentragdo de fésforo e DL-metionina. A Figura 4.14 mostra a superficie de resposta e a
Figura 4.15 os contornos da equacao 4.1, com os fatores em seus niveis reais € mantendo a
concentragdo de fosforo e DL-metionina fixas em 1,1g/L e 0,5 g/L, respectivamente.
Observa-se nestas figuras que maiores velocidades de crescimento sdo obtidas para
concentragdes de glicose e acetato de amonio nos limites inferiores do dominio estudado.
As figuras indicam que para os niveis de concentragao de fosforo e DL-metionina fixos e
1,1 e 0,5 g/L, respectivamente, uma velocidade especifica de crescimento da ordem de

0,078 h™' pode ser atingida para concentracdes de glicose ¢ acetato de aménio de 10,0 e 5,0
g/L, respectivamente.
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Figura 4.15: Contornos da equacdo 4.1
em fun¢do da conc. de glicose e acetato
de amonio, fixando a conc. de fosforo e
DL-metionina em 1,1 e 0,5 g/L
respectivamente.

Figura 4.14: Superficie de resposta para
equacao 4.1 em fun¢do da conc. de glicose e
acetato de amonio, mantendo a concentracao

de fosforo e DL-metionina em 1,1 e 0,5 g/L
respectivamente.

Mantendo-se a concentragdo de fosforo e DL-metionina fixa em 0,82 e 0,5
respectivamente, pode-se observar pelas Figuras 4.16 e 4.17 que maiores velocidade de
crescimento podem ser atingidas para concentracdo de glicose em torno de 10,0 g/L e

acetato de amonio 5,0 g/L, o que ja se pode perceber a pouca influéncia da concentragdo de
fosforo.
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Figura 4.16: Superficie de resposta para
equagdo 4.1 em fun¢do da conc. de glicose ¢
acetato de amonio, mantendo a concentracao

de fosforo e DL-metionina em 0,82 ¢ 0,5 g/L
respectivamente.
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Figura 4.17: Contornos da equacdo 4.1
em funcdo da conc. de glicose e acetato
de amonio, fixando a conc. de fosforo e

DL-metionina em 0,82 e 0,5 g/L
respectivamente.

A Figura 4.18 mostra a superficie de resposta e a Figura 4.19 os contornos da

equacdo 4.1 com a concentracdo de fésforo e DL-metionina fixas em 0,54 g/L. e 0,5 g/L,

respectivamente. Novamente observa-se altas velocidades de crescimento para baixas

concentragdes de glicose e acetato de amonio
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Figura 4.18: Superficie de resposta para
equacdo 4.1 em fungdo da conc. de glicose e
acetato de amoOnio, mantendo a concentragao

de fosforo e DL-metionina em 0,54 ¢ 0,5 g/L
respectivamente.
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Figura 4.19: Contornos da equacdo 4.1
em fun¢do da conc. de glicose e acetato
de amonio fixando a conc. de fosforo e
DL-metionina em 0,54 e 0,5 g/L
respectivamente.

A Figura 4.20 mostra a superficie de resposta e a Figura 4.21 os contornos da

equacdo 4.1 com a concentragdo de glicose e acetato de amoénio fixas em 10,0 g/L e 5,0

g/L, respectivamente. Observa-se que para a ampla faixa de concentragdo de fésforo e DL-

metionina estudada, a velocidade especifica de crescimento nao € bruscamente alterada,

mantendo as concentragdes de glicose e acetato de amdnio em seus niveis inferiores.
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Figura 4.21: Contornos da equagdo 4.1
em funcao da conc. de fosforo ¢ DL-
metionina, fixando a conc. de glicose ¢
acet. de amonio em 10,0 e 5,0 g/L
respectivamente.

Figura 4.20: Superficie de resposta para
equacao 4.1 em fungdo da conc. de fosforo e
DL-metionina, mantendo a concentracdo de

glicose e acet. de amonio em 10,0 e 5,0 g/l
respectivamente.

Todas as superficies até agora exploradas, Figuras 4.14 4 4.21, mostraram uma forte
tendéncia no aumento dos valores de pmax para valores de concentragdo de glicose e acetato
de amoénio em torno de 10,0 e 5,0 g/L respectivamente e para uma ampla faixa de
concentragdo de fosforo e DL-metionina. Outras possibilidades podem serem avaliadas
para outras combinacdes de concentragdes das variaveis, dependendo principalmente do
objetivo que se deseja. Como aqui o objetivo ¢ encontrar valores de concentragdes de
nutrientes onde pode se obter alta velocidade de crescimento, continuou-se a investigagao
realizando um novo planejamento. Para os préximos ensaios as varidveis concentracdo de
fésforo e DL-metionina foram mantidas constantes com concentragdes para o fosforo
correspondentes ao seu nivel central, ou seja, 0,82 g/L (KH,PO4/K,HPO4=1,2/3,0g/L)ea
concentragdo de DL-metionina em seu nivel inferior, ou seja, 0,5 g/L. Portanto as varidveis

concentragdo de glicose e acetato de amdnio consideradas mais relevantes tiveram seus

niveis deslocados para uma nova regiao de experimentacao.
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4.2.3 Estudo do Crescimento do Fungo Cephalosporium acremonium em Meio

Especifico 111

Como foi descrito no item 3.2.3.1.1, um terceiro planejamento foi proposto a partir
das variaveis consideradas mais significativas no planejamento anterior: concentracdo de
glicose e acetato de amodnio. Os niveis das variaveis foram deslocados para uma nova
regido de experimentacdo como sugerido pelo planejamento anterior descutido no item
4.2.2. Os niveis estabelecidos no novo planejamento sdo mostrados na Tabela 3.13.
Novamente aqui a variavel dependente foi a velocidade especifica maxima de crescimento,
Mmax.

Um planejamento fatorial composto central, 2*+4(pontos axiais)+4(ponto central)
foi implementado, conforme mostra a matriz planejamento da Tabela 3.14. Os ensaios do
planejamento 2° bem como os ensaios nos pontos axiais foram realizados em duplicatas,
totalizando 20 ensaios.

A Tabela 4.12 apresenta o desenvolvimento do planejamento fatorial composto
central com os fatores em valores codificados e reais de concentracdes e a varidvel resposta
velocidade especifica méxima de crescimento do microrganismo (Wmax), para cada ensaio
executado. Os graficos obtidos a partir dos dados experimentais de cada ensaio que
permitiram calcular os valores de pimax, €stdo reunidos no Apéndice C.

Comparando -se os dados obtidos experimentalmente apresentados na Tabela 4.12,
com os obtidos nos ensaios apresentados nas Tabelas 4.2 e 4.9, verifica-se que melhora
significativa nos valores de velocidade especifica maxima de crescimento foi alcangada
através do deslocamento do dominio das varidveis estudas em relagdo aos planejamentos
experimentais anteriores. Maiores valores de pm.x foram obtidos nos ensaios 4 ¢ 12 ja
destacando o favorecimento a um aumento na velocidade de crescimento, para baixas
concentragdes de glicose e acetato de amonio. Portanto o deslocamento do planejamento

para um novo dominio mostrou-se satisfatoria.
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Tabela 4.12: Resultados de um Planejamento Fatorial Composto Central
realizado para estudo da influéncia das varidveis concentragdo de glicose
= G ¢ acetato de amdénio = N na velocidade especifica maxima de
crescimento do fungo C. acremonium ATCC 48272.

NivelConcentragﬁo Lmax (h'l)*

Ensaio G (g/L) N (g/L) (1) (2)

1 9,0 5,5 0,1418 0,1362
2 4,0 5,5 0,1669 0,1744
3 79,0 2.5 0,1677 0,1482
4 4,0 2.5 0,2161 0,2239
5 %.5 %40 0,1499 -

6 %.5 %4.0 0,1622 -

7 %.5 %40 0,1513 -

8 %.5 %4.0 0,1524 -

9 10,0 °4,0 0,1185 0,1302
10 “30 °4,0 0,1692 0,1775
11 %,5 6,0 0,1661 0,1562
12 %,5 2.0 0,1766 0,1871

*duplicatas

Primeiramente os ensaios 1 a 8 descrito na Tabela 4.12 foram utilizados para ajustar

e verificar a adequabilidade de um modelo polinomial de primeira ordem da forma:

W max Ibo +b1G+b2N+b12GN+8 (42)

Onde o termo b, representa o efeito global da média das respostas, b; e b, os efeitos
principais da concentra¢do de glicose e acetato de amonio, respectivamente e by, o efeito
de interacdo entre a concentragdo de glicose e acetato de amonio. Este modelo foi usado
por acreditar-se, em principio, que a superficie de resposta na regido de interesse era uma
fun¢do linear dos fatores. Caso este modelo estivesse correto ele poderia indicar,
principalmente, a dire¢do e magnitude da mudanca na resposta quando os niveis dos
fatores fossem mudados, inclusive para situagdes intermediarias.

Os parametros da equacao 4.2 foram ajustados com dados experimentais da Tabela

4.12 (ensaios 1 a 8), como descrito no item 3.2.3.1 e ¢ dada por:

Umax = 0,1659—0,0235G~-0,0171N+ 0,0076GGN (4.3)
+0,005  £0,006 10,006 +0,006



108

A andlise de varancia para o ajuste da equacao 4.3 encontra-se na Tabela 4.13. A
porcentagem de variagdo explicada pela regressdo ¢ de 85,71%, mas este valor ndo deve
ser comparado com 100% por causa da contribui¢do devido ao erro puro. Como ndo ha
modelo que consiga reproduzir a soma quadratica do erro puro, a variagdo explicada pela
regressao deve ser comparada com o valor da maxima variacao explicada que ¢ de 96,43%.

O valor de F para a regressao ¢ de 12, no nivel de significancia de 95%, comparado
com Fipelado de 4,07, mostra uma regressao significativa nao fosse a evidéncia de falta de
ajuste confirmada pelo seu valor de F na Tabela 4.13 com o valor de Fiapelado de 5,57. A
inadequadacdo do modelo pode ser visualizada pelo grafico dos residuos representados na

Figura 4.22, que nao se distribuem aleatoriamente.

Tabela 4.13: Analise da variancia para ajuste da equagdo 4.3 com
os parametros ajustados a partir dos dados da Tabela 4.12.

Fonte de Soma N de graus Média quadratica Falculado
variacao Quadratica de
liberdade
Regressao 0,0072 3 0,0024 12
Residuo 0,0012 8 0,0002
F. de Ajuste 0,0009 1 0,0009 20,93
Erro Puro 0,0003 7 4,3E-05
Total 0,0084 11
% de variagao explicada = 85,71 — R=0,9256
% maxima de var. explicavel = 96,43
F38:05%)abelado = 4,07 F1 7.95%)tabelado = 5,59
2,8e-4
o (o]
2,2e-4 o
O
» 1664
S
S
é 1e-4 o 0
(o)
4e-5
o) (e} oO o
-2e-5
0,12 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22

Valores Preditos

Figura 4.22: Grafico de residuo versus valores preditos pelo modelo polinomial de 1
ordem, que relaciona a velocidade de crescimento (Umax) do fungo C. acremonium ATCC
48272 com as variaveis concentracao de glicose e de acetato de amdnio.
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Como o modelo linear apresenta falta de ajuste o proximo passo e tentar um ajuste
a um modelo quadratico, que ¢ dado pela equagdo 3.8. Para estimar eficientemente todos
os coeficientes deste modelo e para verificar sua adequabilidade os dados do planejamento
fatorial composto central apresentados na Tabela 4.12 foram utilizados. A equagdo de

segundo grau ajustada por minimos quadrados ¢ dada por:

Mimax = 0,1539—0,0204G—0,0119N+ 0,0005G >+ 0,0114N2 + 0,0076GN (4.4)
+0,0008 £0,0041 10,0041 +0,0054 10,0054 10,0058

A Tabela 4.14 apresenta a andlise de variancia para o ajuste da equagdo 4.4. O valor
de F para a regressdo ¢ de 17, no nivel de significancia de 95%, comparado com Fiapejado de
2,96, o que mostra uma regressao significativa, mas novamente aqui se verifica a falta de
ajuste confirmada pelo seu valor de F na Tabela 4.14 com o valor de Fupelado- A
inadequadacdo do modelo pode ser visualizada pelo grafico dos residuos apresentados na

Figura 4.23, que ndo se distribuem aleatoriamente.

Tabela 4.14: Andlise da variancia para ajuste da equacdo 4.4 com os pardmetros
ajustados a partir dos dados da Tabela 4.12.

Fonte de Soma Quadratica N°. de graus de Média quadratica F calculado
varia¢ao liberdade

Regressao 0,0108 5 0,0022 17
Residuo 0,0018 14 1,3E-04

F. de Ajuste 0,0012 3 3,8E-04 7
Erro Puro 0,0006 11 5,5E-05

Total 0,0126 19

% de variagao explicada = 85,71 — R=0,9258

% maxima de var. explicavel = 96
Fs,14:95%)tabelado = 2,96 F(3,11:95%)tabelado = 3,59

Como pode-se observar pela Tabela 4.13 e 4.14, houve uma melhoria em relagao ao
ajuste do modelo de 1* ordem para um modelo de 2% ordem, principalmente em relagdo a
falta de ajuste mas ndo o suficiente para tornar o modelo representativo aos dados
experimentais e consequentemente para uso deste com fins preditivos.

Devido a falta de ajuste do modelo de segunda ordem, aos dados experimentais,
faz-se necessario buscar alternativas para melhorar este ajuste. Como pode ser observado

na Tabela 4.12,0s maiores valores de velocidade especifica méxima de crescimento foram
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obtidos para valores de concentracao de glicose e acetato de amonio em torno de 4,0 e 2,5,
respectivamente. Portanto um novo planejamento foi proposto e os fatores estudados foram

deslocados para um novo dominio.

4,5e-4

3,5e-4

2,5e-4

Residuos

1,5e-4

5e-51 ©

-5e-5
0,12 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22

Valores Preditos

Figura 4.23: Grafico de residuo versus valores preditos pelo modelo polinomial de 2*
ordem, que relaciona a velocidade de crescimento (Umax) do fungo C. acremonium com as
variaveis concentragdo de glicose e acetato de amonio.

4.2.4 Estudo do Crescimento do Fungo Cephalosporium acremonium em Meio

Especifico IV

Como foi descrito no item 3.2.3.1.1, um quarto planejamento foi proposto para
avaliar o efeito das varidveis concentracdo de glicose e acetato de amonio na variavel
dependente, velocidade especifica maxima de crescimento, pUmax. Os niveis das varidveis
foram deslocados para uma nova regido de experimentacdo, como sugerido pelo
planejamento anterior, discutido no item 4.2.3, cujos niveis sdo mostrados na Tabela 3.15.
Novamente aqui um planejamento fatorial composto central 2>+4(pontos axiais)+3(ponto
central) foi implementado, conforme mostra a matriz planejamento da Tabela 3.14. Os
ensaios do planejamento 2> bem como os ensaios nos pontos axiais foram realizados em
duplicatas, totalizando 19 ensaios. O valor da velocidade especifica maxima de
crescimento correspondentes ensaios 5 € 6 na Tabela 4.15, sdo 0os mesmos do ensaio 4 da
Tabela 4.12 uma vez que as condi¢des experimentais e os niveis das variaveis estudadas

€ram O0S mesmeos.
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A Tabela 4.15 apresenta o desenvolvimento do planejamento fatorial composto
central com os fatores em valores codificados e reais de concentragdes € a variavel resposta
velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo (max), para cada ensaio
executado. Os graficos obtidos a partir dos dados experimentais de cada ensaio que
permitiram calcular os valores de pmax €stdo reunidos no Apéndice D.

Observando os valores de pm.x obtidos a partir dos dados experimentais e
apresentados na Tabela 4.15, verifica-se que valores de velocidade especifica maxima de
crescimento, superiores aos obtidos pelo planejamento anterior e discutido no item 4.2.3,
ndo foram alcangados, sugerindo que um valor de maximo pode estar dentro deste dominio
estabelecido pelos fatores em estudo. Maiores valores de ima.x foram obtidos nos ensaios 5,
6 ¢ 7 confirmando o favorecimento ao crescimento para baixas concentragdes de glicose e

acetato de amonio.

Tabela 4.15: Resultados obtidos de um Planejamento Fatorial Composto
Central realizado para o estudo da influéncia das variaveis concentracao de
glicose = G e acetato de amdnio = N na velocidade especifica maxima de
crescimento do fungo C. acremonium ATCC 48272.

NvelConcentragdo timax (B

Ensaio G (g/L) N (g/L) (1) 2)

1 6,5 4.0 0,1500 0,1524
2 1,5 4,0 0,1785 0,1703
3 6,5 1,0 0,1766 0,1813
4 1,5 1,0 0,1512 0,1499
5 %40 5 0,2161 -

6 %4.0 92,5 0,2239 -

7 %40 5 0,2122 -

8 75 2,5 0,1667 0,1724
9 0,5 02,5 0,1447 0,1565
10 %4.0 9.6 0,1723 0,1689
11 °4,0 0,4 0,1606 0,1715

*duplicatas

4.2.4.1 Ajuste e Analise do Modelo Matematico

A partir da analise dos dados obtidos no planejamento anterior e discutido no item
4.2.3, e dos dados da Tabela 4.15, partiu-se diretamente para uma ajuste a um modelo de
segunda ordem representado pela equacao 3.8. Para estimar eficientemente todos os

coeficientes deste modelo e para verificar sua adequabilidade, todos os dados do
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planejamento fatorial composto central apresentados na Tabela 4.15 foram utilizados. Os
valores dos parametros foram estimados € sao apresentados na Tabela 4.16 juntamente
com o desvio padrdo e seu intervalo de confianga. Os coeficientes considerados
significativos, os quais devem ser considerados no modelo, foram a média global das
observagdes, o efeito principal linear e quadratico da concentracdo de glicose, o efeito
principal quadratico da concentragdo acetato de amonio, o efeito de interagdes entre dois
fatores concentracdo de glicose/acetato de amonio. O efeito principal linear da
concentragdo de acetato de amonio ndo foi considerado significativo, como pode ser
observado na Tabela 4.16 com seu respectivo intervalo de confianga ou comparando o
tealculado COM O tubelado. POTtanto este parametro foi retirado do modelo e os demais
pardmetros foram reestimados e a equagdo final que melhor representa a influéncia dos
fatores estudados bem como suas interacdes, na velocidade especifica maxima de

crescimento no dominio estudado, ¢ o modelo representado pela equagdo 4.5.

Tabela 4.16: Parametros do modelo quadratico, considerando a influéncia dos fatores
concentragcdo de glicose = G e acetato de amonio = N na variavel resposta Ly do
fungo C. acremonium com seus respectivos intervalos de confianga, obtidos a partir dos
resultados de um planejamento fatorial composto central 2°+4+3.

Intervalo de Confianca

Coefic. de Desvio.

Fatores Regressio padrio t(11) -95% +95%
Média 0,2174 0,0030 72,4103 0,2107 0,2241
G (L) 0,0040 0,0013 3,0767 0,0011 0,0069
G (Q) -0,0288 0,0018 -15,3314 -0,0329 -0,0246
N (L) 0,0003 0,0013 0,2437 -0,0026 0,0032
N(Q) -0,0246 0,0018 -13,1331 -0,0288 -0,0205
GN -0,0129 0,0018 -7,0164 -0,0170 -0,0088

t(11:0,025)tabelado = 2,201

Winax = 0,2174+0,0040G—0,0288G % — 0,0246N % — 0,0129GN (4.5)
10,0067 0,0029 0,0042 0,0042 0,0041

A analise de varancia para o ajuste da equacdo 4.5 encontra-se na Tabela 4.17. A
porcentagem de variagdo explicada pela regressao ¢ de 95,7%, o qual deve ser comparado
com o valor da méxima variag¢do explicada que ¢ de 96,8%. Outra forma de verificar o bom
ajuste do modelo ¢ através do grafico de probabilidade normal. Se a distribuicao de erro ¢
normal, o grafico de probabilidade normal resultard em uma linha reta, o que pode ser

verificado pela Figura 4.24, o que autoriza o emprego do teste de F.
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Tabela 4.17: Anélise da variancia para ajuste da equagdo 4.5 com
os parametros ajustados a partir dos dados da Tabela 4.15.

Fonte de Soma Quadratica N°. de graus de Média F calculado
Variagdo liberdade quadrética

Regressao 0,0089 4 0,0022 78,6
Residuo 0,0004 14 2,8E-05

F. de Ajuste 0,0001 4 2,5E-05 0,83
Erro Puro 0,0003 10 3,0E-05

Total 0,0093

% de variagdo explicada = 95,7 — R=0,9782

% méaxima de var. explicavel = 96,8
F4,14:95%)tabetado = 3,11 Fa 10:95%)tabetado =3,48

Valor Normal Esperado

-3 . . . . .
-0,012 -0,008 -0,004 0,000 0,004 0,008
Residuo

Figura 4.24: Grafico de probabilidade normal dos erros associados ao modelo polinomial
de 2* ordem, que relaciona a velocidade de crescimento (Umax) do fungo C. acremonium
com as varidveis concentra¢do de glicose e de acetato de amonio.

O valor de F para a regressdo ¢ de 78,6 e para a falta de ajuste ¢ de 0,83, no nivel de
significancia de 95%, comparado com Fiapelado de 3,11, para a regressdo € Fiapelado de 3,48
para a falta de ajuste, o que mostra uma regressao significativa e uma falta de ajuste ndo
significativo. Portanto os dados experimentais da Tabela 4.15 sdo bem representados pela
equacdo 4.5 a qual de acordo com o teste F pode ser usada para fins preditivos, dentro do

dominio dos fatores estudados.
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4.2.4.2 Analise da Superficie de Resposta

A natureza da superficie de resposta foi explorada através de graficos de superficie
e de contorno da velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo em
funcdo dos fatores concentragdo de glicose e acetato de amonio. A Figura 4.25 mostra a
superficie de resposta e a Figura 4.26 os contornos da equagao 4.5, com os fatores em seus
niveis reais. De acordo com essas figuras a regido contém um ponto de maximo situado
aproximadamente para uma concentragao de glicose e acetato de amonio em torno de 4,5 e
2.5 g/L respectivamente, ou seja, préxima aos valores correspondentes ao ponto central do
planejamento. Observa-se também que a velocidade especifica maxima de crescimento
pode ser mantida em um valor "6timo" para uma ampla combinagao de concentragdes entre

os nutrientes avaliados, ou seja, um aumento na concentracdo de um componente pode ser

equilibrada pela diminui¢do na concentragdao do outro.

(%) OVASINRALY AN

Figura 4.25: Superficie de resposta de pmax, €quagdo 4.5, em fungdo da concentragdo de
glicose e acetato de amonio.
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Conc. CH3;COONH, (g/L)

boe 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Conc. Glicose (g/L)

Figura 4.26: Contornos da superficie de resposta de pma, equagdo 4.5, em funcdo da
concentragdo de glicose e acetato de amonio

Como foi descrito no item 3.2.3.1, a analise candnica ¢ um método que reescreve a
equacdo de segunda ordem ajustada para verificar a natureza do ponto estacionario, isto €,
se este ¢ um ponto de maximo, de minimo ou ponto de sela. A andlise candnica foi feita
com o objetivo de confirmar o ponto de maximo ja detectado anteriormente pela superficie
de resposta, embora geralmente seja melhor se observar uma regido 6tima de trabalho e
ndo apenas um ponto 6timo sobre a superficie estudada. A Tabela 18 mostra os valores
otimizados das variaveis concentragdo de glicose e acetato de amonio onde obtem-se uma
maxima velocidade de crescimento ma.x, a partir da equagdo 4.5. Podemos observar na
Tabela 4.18 que os valores dos autovalores, A; € A, sdo negativos, confirmando que a
natureza do ponto estaciondrio ¢ um ponto de maximo. O Valor otimizado de max foi
obtido para concentragdes relativamente baixas dos nutrientes estudados, diferentemente
do que a literatura tem retratado, cujos valores para py.x €stdo dentro de uma faixa de 0,06-
0,09 h'l, embora estes autores tenham trabalhado com condi¢des experimentais e
concentragdes de nutrientes diferentes. Oprime e Suazo (1997) trabalhando com o fungo
Penicillium chrysogenum, ja haviam observado que o crescimento deste fungo, era
beneficiado por concentragdes mais baixas de alguns nutrientes. Resultados similares
também foram obtidos por Pulitano (1988), que trabalhando com o fungo Penicillium

chrysogenum obteve duas possibilidades de altos valores de pma, trabalhando-se com
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temperaturas entre 25,5 e 28,5°C, associando-se uma alta concentragdo de glicose com
uma baixa concentracdo de sulfato de amonio ou uma baixa concentracdo de glicose com

uma alta concentrag¢ao de sulfato de amonio.

Tabela 4.18: Valores otimizados por analise candnica das varidveis concentracdes de
glicose e acetato de amdnio na velocidade especifica maxima de crescimento, Lmax a
partir da equagdo 4.5.
Veloc. espec. maxima. de crescimento (Lmax)
}\rl 7h2 Gcod Ncod Greal(g/ L) Nreal(g/ L) Mmax(h-l)
-0,0336 -0,0201  0,0734 -0,0191 4,1835 2,4714 0,2179

Segundo Cooney (1979), altas concentragdes de muitos nutrientes sdo de fato
inibitorias para o processo de fermentacao, resultantes de efeitos osmdticos nao especificos
ou efeitos altamente especificos envolvendo interacdes de nutrientes quimicos com uma
determinada enzima ou um componente da membrana. Em particular, poderd haver
repressdo catabdlica pelo carbono, enxofre, fésforo e nitrogénio. Segundo o autor algumas
hipoteses sobre a interagdo entre a fonte de carbono e a de nitrogénio durante a fase de
crescimento do microrganismo podem ser formulada: quando ambas estdo em altas
concentragoes, ha grande quantidade de carbono e nitrogénio presentes no meio de cultura,
0 que acarretaria um efeito inibitdrio sobre o processo de fermentacdo, diminuindo a
velocidade especifica de crescimento do fungo; quando ambas as fontes (carbono e
nitrogénio) estdo em baixas concentragdes, isso limitaria o crescimento pela falta de
nutrientes; quando uma das fontes estd em excesso € a outra em baixa concentragdo, de
algum modo parece haver um equilibrio entre o possivel efeito inibitério e o possivel efeito
limitante de um e de outro, de modo a favorecer uma alta velocidade especifica de

crescimento do microrganismo.
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4.2.5 Estudo da Producio de Cefalosporina C pelo Fungo Cephalosporium

acremonium em Meio Especifico 1

Como foi descrito no item 3.2.3.1.2, 10 ensaios foram conduzidos por um
planejamento fatorial completo, a partir dos quais foram analisados os efeitos da
concentragdo de sacarose = S e de DL-metionina = Met na velocidade especifica de
produgdo de antibiotico, p,. A Tabela 3.16 mostra os niveis utilizados para cada variavel.

A Tabela 4.19 apresenta o desenvolvimento do planejamento fatorial completo e a
variavel resposta, velocidade especifica de producgdo de antibidtico (), para cada ensaio
realizado. Os graficos obtidos a partir dos dados experimentais de cada ensaio que
permitiram calcular os valores de p,, descrito no item 3.2.3.4, estdo reunidos no Apéndice

E.

Tabela 4.19: Planejamento Fatorial completo realizado para estudo
da influéncia das variaveis concentragao de Sacarose = S e DL-
metionina = Met na velocidade especifica de producao do antibiotico
cefalosporina C (CPC), pelo fungo C. acremonium ATCC 48272.

NvelConcentragio W, (mgcpc/ gCél.h)*
Ensaio S(g/L) Met(g/L) (1) (2)
1 18,0 ‘45 0,6079 0,7008
2 8,0 4.5 0,8694  0,7854
3 18,0 1,5 0,8407  0,8173
4 8,0 1,5 1,0298  0,9807
5 913,0 3.0 0,9890  0,9222

*duplicatas

Observando -se os dados de velocidade especifica de produgdo de antibidtico
obtidos a partir dos dados experimentais, mostrados na Tabela 4.19, verifica-se uma
melhoria significativa comparada com os valores obtidos para os ensaios realizados em
frascos agitados e em biorreator convencional discutidos no item 4.1.2. Maiores valores de
1, foram obtidos nos ensaios 4 € 5 ja destacando o favorecimento para a producdo de
antibiotico para concentracdes de sacarose e DL-metionina na faixa de 8,0-13,0 g/L e 1,5-
3,0 g/L, respectivamente.

Os ensaios 1 a 5 descritos na Tabela 4.19 foram utilizados para ajustar e verificar a

adequabilidade de um modelo polinomial de primeira ordem da forma:
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},lp :bo +bIS+b2Met+b12$Met+8 (46)

Onde b, representa o efeito global da média das respostas, b; e b, o efeito principal
da concentracdo de sacaros e DL-metionina, respectivamente e by, o efeito de interagdo
entre a concentragdo de sacarose ¢ DL-metionina. Este modelo foi usado por acreditar-se,
em principio, que a superficie de resposta na regido de interesse era uma funcao linear dos
fatores. Caso este modelo estivesse correto, isto poderia indicar, principalmente, a diregdo
e magnitude da mudanca na resposta quando os niveis dos fatores fossem alterados.

Os parametros da equacdo 4.6 foram ajustados aos dados experimentais da Tabela
4.19, como descrito no item 3.2.3.1 e estdo apresentados na Tabela 4.20 juntamente com o
desvio padrao e seu intervalo de confianga. Os coeficientes considerados significativos, os
quais devem ser considerados no modelo, foram a média global das observagoes, o efeito
principal da concentragdo de sacarose e o efeito principal da concentragdo DL-metionina.
O efeito de interacdo da concentragdo de sacarose/DL-metionina apresentou ser nao

significativo, como pode ser observado na Tabela 4.20 analisando seu intervalo de

confianca.

Tabela 4.20: Pardmetros do modelo de 1* ordem, que considera a influéncia dos
fatores concentragdo de sacarose = S e DL-metionina = Met na variavel resposta L,

do fungo C. acremonium ATCC 48272, obtidos a partir dos resultados de um
planejamento fatorial completo 2°+2.

Intervalo de Confianga

Coefic. de Desvio.
Fatores Regressio padrio t(5) -95% +95%
Média 0,8543 0,0152 56,1867 0,8152 0,8934
S -0,0873 0,0170 -5,1366 -0,1310 -0,0436
Met -0,0881 0,0170 -5,1824 -0,1318 -0,0444
SMet 0,0008 0,0170 0,0474 -0,0429 0,0445

t(5:0,025)tabelado = 2,571

A andlise de varancia para o ajuste da equacdo 4.6 foi feita considerando todos os
parametros da Tabela 4.20 e estd apresentado na Tabela 4.21. A percentagem de variagdo
explicada pela regressao ¢ de 76,79%. Como nao had modelo que consiga reproduzir a soma
quadratica do erro puro, a variacdo explicada pela regressao deve ser comparada com o

valor da maxima variagdo explicada que ¢ de 96,43%.
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Tabela 4.21: Andlise da variancia para ajuste da equacdo 4.6 com os parametros
ajustados a partir dos dados da Tabela 4.20.

Fonte de Soma Quadratica N°. de graus de Média quadratica Fcalculado
Variagdo liberdade

Regressao 0,1231 3 0,0410 6,6
Residuo 0,0372 6 0,0062

F. de Ajuste 0,0256 1 0,0256 11,13
Erro Puro 0,0116 5 0,0023

Total 0,1603 9

% de variagao explicada = 76,79 — R=0,8763

% maxima de var. explicavel = 92,76
F3.6:95%)abelado = 4,76 F(1,5:95%)tabelado = 0,01

O valor de F para a regressao ¢ de 6,6, no nivel de significancia de 95%, comparado
com Fipeado de 4,76, 0 que mostra uma regressao significativa, ndo fosse a evidéncia de
falta de ajuste confirmada pelo alto valor de F ujcylado, na Tabela 4.21, comparado com
Fiabelado- Portanto a inadequadagdo do modelo ¢ evidente o que torna necessario procurar
uma melhoria através, por exemplo, de um ajuste de um modelo quadratico. Apesar de um
proximo passo a ser seguido para um melhor ajuste de um modelo aos dados
experimentais, ser um ajuste quadratico, optou-se por fazer um deslocamento dos niveis
das variaveis estudadas para uma nova regido de experimentagao, pois o amplo dominio ja
estabelecido das varidveis, principalmente o fator concentragdo de sacarose, poderia
acarretar uma possivel falta de ajuste a um modelo quadratico, fato ja ocorrido no item
4.2.3. Portanto a variavel concentragcdo de sacarose, teve seus niveis deslocados para uma
nova regido de experimentacdo e a concentracdo de DL-metionina foi mantida em seu

mesmo nivel, para o estudo na proxima regido de experimentacao.
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4.2.6 Estudo da Producdo de Cefalosporina C pelo Fungo Cephalosporium

acremonium em Meio Especifico 11

Como foi descrito no item 3.2.3.1.2, 19 ensaios foram conduzidos por um
planejamento fatorial composto central, 2*+4 (duplicatas)+3 (ponto central), a partir dos
quais foram analisados os efeitos da concentracdo de sacarose = S e de DL-metionina =
Met na velocidade especifica de producdo de antibiotico. A Tabela 3.16 mostra os niveis
utilizados para cada variavel.

A Tabela 4.22 apresenta o desenvolvimento do planejamento fatorial composto
central e a varidvel resposta velocidade especifica de producdo de antibidtico (u,), para
cada ensaio realizado. Os graficos obtidos a partir dos dados experimentais de cada ensaio,

que permitiram calcular os valores de i, estdo reunidos no Apéndice F.

Tabela 4.22: Planejamento Fatorial composto central realizado para estudo
da influéncia das variaveis concentragdao de Sacarose = G, DL-metionina =
Met na velocidade especifica de producdo de antibidtico cefalosporina C
(CPC), pelo fungo C. acremonium ATCC 48272.

NvelConcentragdo W, (mgcpc/ gcah)’
Ensaio S (g/L) Met (g/L) (D) (2)
1 10,0 4,5 0,7381 0,8126
2 4,0 4,5 0,2827 0,2634
3 10,0 1,5 1,1491 1,0524
4 4,0 1,5 0,5697 0,6579
5 970 3.0 1,0119 -
6 7.0 3.0 0,9584 -
7 970 930 0,9155 -
8 11,25 °3,0 1,0127 1,1441
9 .75 93,0 0,4206 0,3925
10 7.0 5.1 0,3887 0,3789
11 7.0 0,9 0,6413 0,6893

*duplicatas

Novamente observando -se os dados de i, obtidos a partir dos dados experimentais
e apresentados na Tabela 4.22, verifica uma melhoria significativa comparada com os
apresentados na Tabela 2.1 (Aratjo et al., 1994). Verifica-se que valores superiores de
foram obtidos através da execucdo do planejamento estatistico, € também uma melhoria

significativa comparada com os valores obtidos para os ensaios realizados em frascos
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agitados e em biorreator convencional discutidos no item 4.1.2. Maiores valores de p,
foram obtidos nos ensaios 3 e 8 destacando o favorecimento para a produgao de antibidtico
para concentragdao de sacarose em torno de 10,0 g/L e para concentracdao de DL-metionina

na faixa de 1,5-3,0 g/L.
4.2.6.1 Ajuste e Analise do Modelo Matematico

Neste caso, partiu-se diretamente para uma ajuste a um modelo de segunda ordem
representado pela equagdo 3.8. Para estimar todos os coeficientes deste modelo e para
verificar sua adequabilidade, os dados do planejamento fatorial composto central
apresentados na Tabela 4.22 foram utilizados. Os valores dos parametros ajustados sao
mostrados na Tabela 4.23, juntamente com o desvio padrdo e seu intervalo de confianga.
Os coeficientes considerados significativos, os quais devem serem considerados no
modelo, foram a média global das observagdes, o efeitos principais linear e quadratico da
concentracdo de sacarose, o efeito principal quadratico da concentragdo de DL-metionina.
O coeficiente de interacdo da concentracao de sacarose/DL-metionina nao foi considerado
significativo, como pode ser observado na Tabela 4.23 através do seu intervalo de
confianga ou comparando 0 tcajculado COM O tiabelado. POrtanto este coeficiente foi retirado do
modelo e os parametros foram reestimados, assim, a equacdo final que melhor representa a
influéncia das variaveis estudadas bem como suas interagdes, na velocidade especifica de

producdo de antibidtico no dominio estudado, ¢ o modelo representado pela equacdo 4.7.

Tabela 4.23: Parametros do modelo quadratico, considerando a influéncia dos fatores
concentragdo de Sacarose = S e DL-metionina = Met na varidvel resposta p, do fungo C.
acremonium ATCC 48272, obtidos a partir dos resultados de um planejamento fatorial
composto central 2>+4(duplicatas)+3(ponto central).

Intervalo de Confianga

Coefic. de Desvio.
Fatores Regressio padrio t(11) -95% +95%
Média 0,9619 0,0297 32,414 0,8958 1,0281
S (L) 0,2424 0,0128 18,8657 0,2138 0,2711
S (Q) -0,0954 0,0185 -5,1447 -0,1367 -0,0541
Met (L) -0,1330 0,0128 -10,3527 -0,1617 -0,1044
Met (Q) 20,2044 0,0185 11,0196 -0,2457 20,1631
Smet 0,0038 0,0182 0,2112 -0,0366 0,0443

£(10:0,025)tabelado = 2,228
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iy = 0,9619+ 0,24245- 0,1330Met— 0,0954S* — 0,2044Met > (4.7)
+0,066 +0,029 +0,029 +0,041 +0,041

A andlise de variancia para o ajuste da equagao 4.7 encontra-se na Tabela 4.24. A
percentagem de variacdo explicada pela regressdo ¢ de 96,36%, o qual deve ser comparado
com o valor da méxima varia¢do explicada que ¢ de 98,35%. A Figura 4.27 mostra o
grafico de probabilidade normal onde pode-se observar uma distribui¢do normal dos erros,
caracterizado pela linearidade com que estes se distribuem nesta, o que autoriza o emprego

do teste de F.

Tabela 4.24: Analise da variancia para ajuste da equagdo 4.3 com
os parametros ajustados com os dados apresentados na tabela 4.22.

Fonte de Soma Quadratica N° de graus de Meédia quadratica F calculado
variagao liberdade

Regressao 1,5456 4 0,3864 94,24
Residuo 0,0580 14 0,0041

F. de Ajuste 0,0316 4 0,0079 3,04
Erro Puro 0,0264 10 0,0026

Total 1,6036 18

% de variagdo explicada = 96,36 — R=0,9817

% maxima de var. explicavel = 98,35
F(4,l4;95%)tabelado =3,11 F(4,10;95%)tabelado =3,48

3,0
25¢
20¢
15}
1,0 ¢
0,5¢
0,0t
0,5
1,0
15
2,0F
25F

-3,0
-0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15

Residuo

Valor Normal Esperado

Figura 4.27: Grafico de probabilidade normal dos erros associados ao modelo polinomial
de 2* ordem, que relaciona a velocidade especifica de produgdo de antibiotico (u,) do
fungo C. acremonium com as varidveis concentragdo de sacarose e DL-metionina.
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O valor de F para a regressao ¢ de 94,24 e para a falta de ajuste ¢ de 3,04, no nivel
de significancia de 95%, comparado com Fiapeado de 3,11 para regressao € Fiapelado de 3,48
para falta de ajuste, o que mostra uma regressao significativa e uma falta de ajuste nao
significativo. Portanto os dados experimentais da Tabela 4.22 sdo bem representados pela

equacdo 4.7 a qual de acordo com o teste F, pode ser usada para fins preditivos, dentro do

dominio dos fatores estudados.

4.2.6.2 Analise da Superficie de Resposta para a Producio de Antibidtico (u,)

A natureza da superficie de resposta foi explorada através de graficos de superficie
e de contorno da velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo em
funcdo dos fatores concentracdo de sacarose e DL-metionina. A Figura 4.28 mostra a
superficie de resposta ¢ a Figura 4.29 os contornos da equagao 4.7, com os fatores em seus
niveis reais. De acordo com essas figuras, a regido contém um ponto de maximo situado
aproximadamente para uma concentra¢do de sacarose e DL-metionina em torno de 10,0 e
2,5 g/L, respectivamente. Observa-se também que a velocidade especifica de produgdo de
antibidtico pode ser mantida em altos valores para uma ampla combinagdo de
concentragdes das varidveis, consequentemente um aumento na concentracdo de um

componente pode ser equilibrada pela diminuigdo do outro.

I 0,103
B 0,207
B 0,310
@ 0,413
10,517
10,620
@ 0,723
I 0,827
I 0,930
Bl 1,033
Il above

\q\au'ﬁ\aﬁa‘é\m AN

Figura 4.28: Superficie de resposta da velocidade especifica de produ¢do de cefalosporina
C (Mip), equacao 4.7, em fun¢do da concentragdo de sacarose e DL-metionina.



124

Bl 0,128
B -0,002
B 0,125
[ 0,251
10,378
[ 0,504
[ 0,631
B 0,758
I 0,384
Bl 1,011

Bl above 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Conc. Sacarose (g/L)

Conc. DL-metionina

Figura 4.29: Contornos da superficie de resposta da velocidade especifica de producao de
cefalosporina C (Mip), equacdo 4.7, em fungdo da concentragdo de sacarose e DL-
metionina.

Novamente aqui, seguindo a metodologia descrita no item 3.2.3.1, a andlise
candnica foi feita com o objetivo de confirmar o ponto de méaximo ja& detectado
anteriormente pela superficie de resposta, embora nem sempre o que se deseja ¢ obter um
ponto de maximo e sim uma regido 6tima de trabalho sobre a superficie estudada. A Tabela
4.25 mostra os valores otimizados das varidveis concentracoes de sacarose ¢ DL-metionina
na velocidade especifica de producdo de antibidtico, , a partir da equagdo 4.7. Podemos
observar na Tabela 4.25 que os valores dos autovalores, A; € A,, sdo negativos confirmando

que a natureza do ponto estacionario ¢ um ponto de maximo.

Tabela 4.25: Valores otimizados por analise candnica das varidveis concentragdes de
sacarose € DL-metionina na velocidade especifica de produgdo de cefalosporina C, p, a
partir da equagdo 4.7.
Veloc. espec. de producio de cefalosporina C (u,)
M Ao Scod Metcoq Sreal(g/ L) Metreal(g/ L) },lp(mgcpc/ gcé].h)
-0,2121 -0,1079 11,1209 -0,3038 10,3628 2,5443 1.1220
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4.2.7 Ensaio em Fermentador de Tanque Agitado em Regime Batelada Alimentada

para Validacio do Modelo Estatistico

O ensaio em regime batelada alimentada foi realizado com o objetivo de reproduzir
os resultados obtidos na otimizagdo realizada com a técnica do planejamento estatistico de
experimentos. Como descrito no item 3.2.2.4, o reator foi alimentado a uma vazao
exponencial, com concentracdes de glicose e acetato de amdnio de forma a manter as
concentragdes destes nutrientes no biorreator o mais proximo possivel dos valores que
maximizam a velocidade especifica de crescimento, que é em torno de 4,5 e 2,5 g/L,
respectivamente. Posteriormente a alimentacdo de glicose e acetato de amoénio foi
substituida por sacarose e DL-metionina de forma que as concentracdes destes
componentes se mantessem no biorreator o mais proéximo possivel dos valores que
maximizam a velocidade especifica de produgdo do antibiotico, que sdo em torno de 10,5 e
2,5 g/L, respectivamente. As composicdes do meio de cultivo utilizada estao apresentados
na Tabela 3.5 e 3.6 e as condi¢des de operacao foram descritas no item 3.2.2.4.

As Figuras 4.30 e 4.31 mostram os resultados experimentais para o ensaio realizado
no biorreator em regime batelada alimentada onde o crescimento celular e formacdo de
produto foram avaliados em termos de concentragdo e de massa, neste caso levando em
consideracdo a diluicdo ocorrido com a alimenta¢do. Por um periodo de 48 horas o
biorreator foi alimentado com solu¢do de glicose e acetato de amonio com o objetivo de
favorecer o crescimento. Neste periodo observa-se na Figura 4.30 uma acelerada formagao
de biomassa, atingindo neste periodo uma concentracdo celular em torno de 17,0 g/L.
Também nesta figura observa-se a formagao do antibidtico associada ao crescimento. Isto
ocorreu porque a concentracdo do aglcar glicose estava baixa, e nestas condigdes a
formagdo do produto ¢ favorecida devido a baixa repressao exercida por esse carboidrato,
fato ja mencionado por alguns autores (Behmer ¢ Demain, 1983; Demain, 1984). Apos o
periodo de 48 horas a solucdo de glicose e acetato de amonio foram substituidas por
solugdo de sacarose ¢ de DL-metionina com o objetivo de propiciar a produgdo do
antibidtico. Uma maior velocidade de produgdo de antibidtico pode ser observada por um
periodo de 30 horas, correspondentes ao tempo de fermentacdo de 60 a 90 horas, periodo
este onde a concentracdo de sacarose manteve-se mais estavel e dentro do valor

estabelecido para a operacdo o que pode ser observado na Figura 4.31.



126

96 20 450 3500
4 1 O}k
18 _e90—g el
84+ ] lﬂ/mg. ooog ° O S/D 4001 3000
~72]5"°] w ao >,< oo - 350
e ps L 2500
5 60 ?14 v --—.'( s L3000 T O
S V812 0
3 13 | i o / \ 2508 20005
© 484310+ /D / / "a-Uamggl 3l @
g O] . ® L2005 o
S ..,. 3 Q15002
®364 ¢ / i
S o L15001 8
= O ] o9 — @
04 6 / ‘. L 31000~
T ey ] - 1002 |
129 5] " /.o/ dpo [50  [9%
' -?88 o~ -
0- 0 - — T T T T T T T T T T T T T T 0 -0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo (h)

Figura 4.30: Resultados experimentais de concentracdo e massa celular e de cefalosporina
C (CPC), obtidos para um ensaio realizado em fermentador de tanque agitado (Bioflo III)
em batelada alimentada utilizando uma vazao de alimenta¢do exponencial para a solugdo
de glicose e acetato de amodnio no periodo inicial de 48 horas e apds, alimentagdo
exponencial de solucdo de sacarose e DL-metionina.
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Figura 4.31: Resultados experimentais obtidos para um ensaio em fermentador de tanque
agitado (Bioflo III) em batelada alimentada utilizando uma vazdo de alimentagdo
exponencial para a solucao de glicose e acetato de amdnio no periodo inicial de 48 horas e
apos, alimenta¢do exponencial de solucao de sacarose ¢ DL-metionina.

O valor da velocidade especifica maxima de crescimento foi determinado, em
termos de massa a partir dos dados experimentais da Figura 4.30, para o periodo de
fermentacdo de0 a 33 horas utilizando a equacdo 3.30 ¢ o valor obtido foi de 0,09 h™'. O

ajuste para o calculo da velocidade pode ser visto na na Figura 4.32. O valor da velocidade
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especifica de producao de antibidtico também foi determinado em termos de massa a partir
dos dados experimentais da Figura 4.30, para o periodo de fermentagdao de 58 a 90 horas.
Para tal, utilizou-se uma concentracdo celular média, neste periodo de tempo, de 78,97 g,
utilizando a equacdo 3.32 e o valor obtido foi de 0,75 mgcpc/geer.h. O ajuste para o calculo

da velocidade pode ser visto na Figura 4.32.
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Figura 4.32: Ajuste dos resultados de massa celular e de cefalosporina C (CPC), a equacao
3.30 e 3.32, para determinagdo da velocidade especifica maxima de crescimento e
velocidade especifica de producdo de antibidtico, respectivamente,obtidos de um ensaio
batelada alimentada.

Como pode-se notar o valor de pmax € M, obtidos no ensaio realizado em
fermentador foram inferiores aos obtidos pelos modelos estatisticos. Algumas hipoteses
para justificar esta possivel diferenca pode ser, a morte celular causada pela agitagdo do
sistema que para manter o nivel de oxigénio no meio, uma velocidade de 700 rpm foi
requerida, enquanto que para os ensaios realizados em mesa rotativa a agitagao era de 250
rpm, constante. As medidas obtidas através dos ensaios realizados em mesa rotativa, ndo
levam em conta a adaptacdo do microrganismo ao meio, principalmente em relagdo a
pressdo osmotica, pois o tempo de ensaio era menor, enquanto que para O ensaio em
fermentador, o efeito da adpatagdo do microrganismo a um meio cuja pressdo osmotica ¢

menor, deve ser levado em consideragao.
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4.3 Redes Neurais

4.3.1 Base de Dados para Treinamento e Simulacio do Modelo

Como foi descrito no item 3.2.3.2 , um dos primeiros passos para uso da técnica de
redes neurais, € o estabelecimento de uma base de dados para o treinamento, que consiga
representar todo o dominio estudado. O conjunto de dados escolhido para o treinamento da
rede foram os obtidos dos ensaios realizados de acordo com os planejamentos fatoriais,
para verificar o efeito das concentragdes de glicose, acetato de amdnio, fosforo, DL-
metionina, acido oléico e solugdo de sais na velocidade especifica méxima de crescimento
do fungo. Todos os ensaios apresentados na Tabela 4.2 e 4.9, bem como os ensaios
referentes ao planejamento fatorial completo da Tabela 4.12 e 4.15, foram utilizados para o
treinamento da rede e simulagdo. Os ensaios referentes aos pontos axiais dos
planejamentos da Tabela 4.12 e 4.15 bem como os do planejamento da Tabela 4.9,
apresentados no Apéndice B, somente serdo utlizados para avaliar a capacidade de
previsao da rede para condi¢des experimentais diferentes das utilizadas no treinamento.

A Tabela 4.26 apresenta um conjunto de ensaios que foram acrescidos ao conjunto
que formara a base de dados para o treinamento da rede. Para a utilizagao deste conjunto
de ensaios da Tabela 4.26, partiu-se da hipdtese de que a falta de algum nutriente essencial
no meio de cultura impediria o crescimento, ou seja, velocidade de crescimento igual a
zero. Portanto um conjunto de 63 ensaios constituiu a base de dados a ser utilizada para o
treinamento e simulacdo da rede neural, 19 ensaios referentes a Tabela 4.2, 20 ensaios
referentes a Tabela 4.9, 12 ensaios referentes a Tabela 4.12, 7 ensaios referentes a Tabela
4.15 e 5 ensaios referentes a Tabela 4.26.

As Figuras 4.33, 4.34, 4.35 e 4.36 mostram o dominio local para as varidveis
concentragdes de glicose e de acetato de amonio referentes aos planejamentos apresentados
na Tabela 4.2, 4.9, 4.12 e 4.15, respectivamente. A Figura 4.37 apresenta o dominio global,
acrescido com os dados da Tabela 4.26, utilizado para o treinamento da rede e obtencao de

um modelo representativo dos dados experimentais.
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Tabela 4.26: Condigdes experimentais utilizadas no treinamento da rede para estudo da
influéncia das varidveis concentragcdo de glicose = G, acetato de amonio = N, fosforo =
P, DL-metionina = Met, acido oléico = Olei e solugdes de sais = Sais na velocidade
especifica maxima de crescimento (Umax) do fungo C. acremonium ATCC 48272,

Concentracao (g/L)

Ensaio G N P Met Olei Sais tmax (B

1 0,0 0,0 0,82 0,5 0,5 20,0 0,0

2 17,0 0,0 0,82 0,5 0,5 20,0 0,0

3 35,0 0,0 0,82 0,5 0,5 20,0 0,0

4 0,0 6,5 0,82 0,5 0,5 20,0 0,0

5 0,0 13,0 0,82 0,5 0,5 20,0 0,0

14+ Erro! Vinculo nio valido.

1391 m Plangj. u u
12 Pranel Figura 4.33: Dominio das varidveis conc.
S 1] de glicose e acet. de amdnio, definidos no
2 o] ] planejamento fatorial da Tabela 4.9, com
§ i os pontos axiais mostrados no Apéndice B.
S o] . .
< 4
s 37
§ 21
O 1]

o

Conc. Glicose (g/L)

Figura 4.32: Dominio das variaveis conc.
de glicose e acet. de amdnio, definidos no
planejamento fatorial da Tabela 4.2.

Erro! Vinculo nio valido.

Figura 4.34: Dominio das variaveis conc.
de glicose e acet. de amdnio, definidos no
planejamento fatorial da Tabela 4.12.

Erro! Vinculo nao valido.

Figura 4.35: Dominio das variaveis conc.
de glicose e acet. de amoénio, definidos no
planejamento fatorial da Tabela 4.15.

Erro! Vinculo nao valido.

Figura 4.37: Dominio global utilizado para o treinamento da rede, para as varidveis
concentragdo de glicose e acetato de amonio, definidos no planejamento fatorial da Tabela
4.2,4.9,4.12 e 4.15 com os pontos adicionais mostrados na Tabela 4.26.

4.3.2 Arquitetura da Rede Neural
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Como foi descrito no item 3.2.3.2, o modelo de rede neural do tipo "feedforward",
mostrada na Figura 3.1, foi empregada para inferir as velocidades especificas de
crescimento celular. As variaveis escolhidas como entrada da rede neural foram as
concentragdes iniciais de glicose, acetato de amonio, fésforo, DL-metionina, acido oléico e
solugdo de sais, pelo fato de apresentarem uma relagdo direta com a velocidade especifica
de crescimento celular. Desta forma, a topologia da rede inclui 6 entradas e uma saida.

Inicialmente foi realizado um estudo com relagdo ao niimero de neurdnios na
camada oculta. Foram analisadas redes contendo de 4 a 26 neur6nios nessa camada,
empregando-se para a taxa de aprendizado e termo de momento, valores iguais a 0,7 ¢ 0,9,
respectivamente. A rede foi treinada e usada para simular o conjunto de dados do
treinamento e os ensaios relativos aos pontos axiais. A Figura 4.38 ilustra a soma do
quadrado dos erros no treinamento (SQEcinamento) € para a simula¢do (SQEgimulagao), €m
funcdo do ntimero de neurdnios na camada oculta, apds 10.000 apresentacdes da base
dados a rede. A Figura 4.38 mostra também a correlagdo obtida entre os dados simulados e
experimentais, relativos aos ensaios nos pontos axiais dos planejamentos, em fun¢do do
numeros de neurdnios.

Observa-se na Figura 4.38 que um menor erro no treinamento foi obtido para um
numero de neurdnio igual a 22. Embora a soma do quadrado dos erros para a simulagdo da
base de dados do treinamento mostrou-se sempre decrescente, a medida que aumenta o
nimero de neurdnios, a correlacdo obtida entre os dados simulados e experimentais, para a
base de dados relativo aos pontos axiais, apresentou um maior valor para um numero de
neurdnios igual a 22. Nascimento ¢ Yamamoto (1993) verificaram que o aumento do
nimero de neurdnios na camada oculta conduz a um melhor mapeamento do conjunto de
treinamento, mas tem como consequéncia, na maioria dos casos, previsdes piores, caso
conhecido como "overfitting". A partir destes resultados, uma analise mais detalhada foi

feita com uma rede contendo 22 neurdnios na camada oculta.
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Figura 4.38: Soma do Quadrado dos Erros(SQE) obtido ap6s 10.000 apresentagdes da base
de dados a rede, para simulacdo destes e correlacdo obtida entre os dados simulados e
experimentais, relativos aos ensaios nos pontos axiais dos planejamentos.

A rede foi treinada, utilizando 22 neurdnios na camada oculta, e usada para simular
o conjunto de dados do treinamento e os ensaios relativos aos pontos axiais. A Figura 4.39
ilustra a SQEcinamento € @ SQEgimulagao, €m fun¢do do niimero de apresentacdes da base de
dados a rede. A Figura 4.39 mostra também a correlagdo obtida entre os dados simulados e
experimentais, relativos aos ensaios nos pontos axiais, em fung¢do do numero de
apresentagdes da base de dados a rede.

Observa-se na Figura 4.39 que um menor valor para a SQEcinamento fO1 obtido para
um numero de apresentacdes da base de dados a rede em torno de 12.500 e para a
SQEsgimulagao, valores menores sdo obtidos a medida que aumenta o numero de
apresentacdoes. Mas observando os valores de correlagdo-R, na Figura 4.39, menores
valores sdo obtidos quando se aumentam o nimero de apresentacdes da base de dados a
rede. Para uma faixa de 10.000-12.500, observa-se maiores valores de correlagao-R.
Observa-se também que a SQEqcinamento ap0s 10.000 ja esta sobretreinada uma vez que a

SQEsimulagio teve um menor valor bem como um maior valor de correlagdo-R em 10.000

apresentacoes da base de dados a rede.
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Figura 4.39: Soma do Quadrado dos Erros (SQE) obtida, por uma rede com 22 neuronios
na camada oculta, no treinamento e para a simulacdo, a correlacdo entre os dados
simulados e experimentais, relativos aos pontos axiais, em fun¢do do numeros de
apresentacoes da base dados a rede.

Portanto a rede que melhor representou os valores experimentais da influéncia das
concentragdes de glicose, acetato de amonio, fosforo, DL-metionina, acido oléico e
solucdo de sais na velocidade especifica maxima de crescimento do fungo, dentro do
dominio representado pela Figura 4.37, foi uma rede que com 22 neurdénios na camada
oculta, cuja base de dados, Tabelas 4.2, 4.9, 4.12 ¢ 4.15, foram apresentados a rede 10.000
vezes, nimero que minimizou a soma quadratica dos erros no treinamento e simulagdo e
também apresentou uma maior correlagao obtida entre os dados simulados e experimentais,
relativos aos ensaios nos pontos axiais dos planejamentos fatoriais, apresentados a rede.

A Figura 4.40 mostra a velocidade especifica maxima de crescimento obtida
experimentalmente (Llexp) €m fungdo dos valores simulados pela rede (pirede), representado
pela reta real, onde verifica-se uma boa concordancia das previsdes do modelo obtido
através da rede neural. A boa capacidade preditiva da rede também pode ser observada,
comparando a reta real com a reta ideal (Lrede=MHexp)- A Tabela 4.27 apresenta a analise de
varidncia para a reta ideal, considerando que esta representa os dados de velocidade
especifica de crescimento do fungo obtida pela rede. A alta porcentagem de variagdo
explicada pela regressdo de 96,95% e com um coeficiente de correlacdo de 0,9846,
confirma os bons resultados preditos pela rede, para os dados utilizados no treinamento da

mesma.
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Figura 4.40: Relagdo entre velocidade especifica maxima de crescimento obtida a partir de
dados experimentais (Lexp) € a prevista pela rede neural (pede), representada pela reta real,
e reta ideal onde rede=Llexp-

Tabela 4.27: Anélise de varidncia para o modelo de redes neurais, utilizado
na simulagdo do conjunto de dados utilizados no treinamento da rede.

Fonte de Soma Quadratica
Variacao

Regressao 0,2316
Residuos 0,0073
Total 0,2389

% de variacdo explicada=96,95 — R =0,9846
E a Figura 4.41 mostra Ly, em fungdo de pirege, relativos aos ensaios nos pontos

axiais e representado pela reta real, onde verifica-se a boa concordancia das previsdes do
modelo obtido através da rede neural. A boa capacidade preditiva da rede também pode ser
observada, comparando a reta real com a reta ideal (Hrede=Hexp). A Tabela 4.28 apresenta a
analise de variancia para a reta ideal, considerando que esta representa os dados de
velocidade especifica de crescimento do fungo obtida pela rede. A alta porcentagem de
variagdo explicada pela regressdo de 91,72% e com um coeficiente de correlagdo de
0,9577, confirma os bons resultados preditos pela rede, para os dados relativos aos pontos

axiais dos planejamentos.
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Figura 4.41: Relacao entre velocidade especifica maxima de crescimento obtida a partir de
dados experimentais (Llexp) € a prevista pela rede neural (Lreqe), relativos aos pontos axiais.

Tabela 4.28: Analise de variancia para o modelo de redes neurais, utilizado
na simulacdo do conjunto de dados referentes aos ensaios nos pontos axiais.

Fonte de Soma Quadratica
Variagao

Regressao 0,0410
Residuos 0,0037
Total 0,0447

% de variagdo explicada=91,72 — R =0,9577

4.3.3 Analise da Superficie de Resposta obtida pela Rede Neural

A rede neural definida anteriormente foi utilizada para simular todo o dominio
definido pela Figura 4.37. Em todas as simulacdes a seguir, considerou-se constantes as
concentragdes de fosforo, DL-metionina e &cido oléico em 0,82, 0,5, 0,5 g/L,
respectivamente, ¢ para a solu¢do de sais em 20,0 mL/L. As superficies foram obtidas em
funcdo das variaveis concentragdes de glicose e acetato de amodnio, por terem sido
consideradas como as varidveis mais importantes na andlise estatistica efetuada
anteriormente.

A Figura 4.42 mostra alguns perfis obtidos na simulag@o através da rede neural da

velocidade especifica maxima de crescimento em funcdo da concentracdo de glicose,
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mantendo a de acetato de amoénio fixa. A Figura 4.43 mostra a velocidade especifica
maxima de crescimento em funcao da concentracdo de acetato de amonio, mantendo fixo a
de glicose. Nas duas figuras fica claro que o crescimento celular segue um modelo de
inibicao pelo substrato, no caso por dois substratos, concentragdo de glicose e acetato de
amonio. Nas duas figuras observa-se que maiores valores de velocidade especifica maxima
de crescimento celular s3o obtidas para concentragoes de glicose e de acetato de amonio na
ordem de 4,0 e 2,5 g/L, respectivamente, em concordancia com os valores obtidos
experimentalmente e os valores otimizados para estas variaveis e apresentados na Tabela
4.18.

Na Figura 4.42 observa-se que para concentragdes de acetato de amonio fixas em
9,0 e 13,0 g/L e concentragdes de glicose na faixa de 9,0 a 35,0 g/L a velocidade especifica
maxima de crescimento celular sofre pouca variagdo, na faixa de 0,04 a 0,07 h'! e valores
correspondentes, obtidos experimentalmente, sdo apresentados nas Tabela 4.2 e 4.9.
Maiores valores de pmax s30 encontrados para regides de concentracdes de glicose e acetato
de amoénio na faixa de 3,0 a 6,0 ¢ 0,4 a 2,5 g/L, respectivamente, e¢ valores
correspondentes, obtidos experimentalmente, sdo apresentados nas Tabela 4.12 e 4.15.

Na Figura 4.43 observagdes semelhantes podem serem feitas, onde para
concentragdes de glicose fixas em 10,0 e 35,0 g/L. e concentragdes de acetato de amdnio na
faixa de 6,0 a 13,0 g/L a velocidade especifica maxima de crescimento celular sofre pouca
varia¢do, na faixa de 0,04 a 0,09 h'! e valores correspondentes, obtidos experimentalmente,
sao apresentados nas Tabela 4.2 e 4.9. Maiores valores de pm.x sdo encontrados para
regides de concentracdes de glicose e acetato de amonio na faixa de 0,5 a 10,0 e 0,4 a 3,0
g/L, respectivamente, e valores correspondentes, obtidos experimentalmente, sao

apresentados nas Tabela 4.12 e 4.15.
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Figura 4.42: Perfis da velocidade especifica maxima de crescimento em funcdo da
concentracdo de glicose, mantendo a de acetato de amodnio fixa, obtidos na simulacao

através da rede neural.
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Figura 4.43: Perfis da velocidade especifica maxima de crescimento em funcdo da
concentragdo de acetato de amoénio, mantendo a de glicose fixa, obtidos na simulagdo

através da rede neural.
Primeiramente, superficies de respostas foram obtidas dividindo o dominio global
mostrado na Figura 4.37, em quatro regides. A Figura 4.44 mostra as velocidades
especificas de crescimento celular, obtidos pela simulacdo do dominio da concentracao de
glicose e de acetato de amoénio, variando de acordo com a respectiva regido. Na Figura
4.44, (A) mostra a velocidade especifica de crescimento celular, obtida pela simulagdo do

dominio de concentragdo de glicose variando de 0,0 a 15,0 g/L. e de acetato de amonio
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variando de 6,0 a 13,0 g/L, (B) concentragao de glicose variando de 15,0 a 35,0 g/LL e de
acetato de amonio variando de 6,0 a 13,0 g/L, (C) concentracao de glicose variando de 0,0
a 15,0 g/L e de acetato de amonio variando de 0,0 a 6,0 g/L e (D) concentracao de glicose
variando de 15,0 a 35,0 g/L e de acetato de amonio variando de 0,0 a 6,0 g/L. Observando
estas figuras fica claro que o crescimento celular ¢ fortemente influenciado pelas

concentragdes de glicose e de acetato de aménio onde um maior valor de velocidade
especifica de crescimento pode ser visualizado na Figura 4.44-(C), destacando o efeito

inibitdrio para concentragdo de glicose e de acetato de amonio a partir de de 4,0 e 2,5 g/L,
respectivamente.
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Figura 4.44: Superficie de resposta da velocidade especifica de crescimento celular (pmax),

obtidos pela simulagdo, em rede neural, para os varios dominios de concentragdes de
glicose e de acetato de amonio.

As Figuras 4.45-(A), (B), (C) e (D) mostram os contornos da velocidade especifica
de crescimento celular, obtidos pela simulacdo do dominio da concentragdo de glicose e de

acetato de amoénio, variando de acordo com a respectiva regido, correspondentes as
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superficies da Figura 4.44-(A), (B), (C) e (D), respectivamente. Observando estas figuras
fica claro que um maior valor de velocidade especifica de crescimento pode ser visualizado
na Figura 4.45-(C), para uma faixa de concentracao de glicose de 3,0 a 5,0 g/L e de acetato

de amonio de 2,0 a 3,0 g/L.
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Figura 4.45: Contornos da superficies da resposta velocidade especifica de crescimento
celular (pmax), obtidos pela simulagdo, em rede neural, para os varios dominios de
concentragdes de glicose e de acetato de amonio.

A Figura 4.46 mostra a Figura 4.44-(A), (B), (C) e (D) juntas em duas rotacdes
diferentes para uma melhor visualizagdo. Ela mostra o efeito das varidveis concentragdes
de glicose e de acetato de amdnio na velocidade especifica maxima de crescimento celular
obtida pela simulagdo de todo o dominio representado pela Figura 4.37. Mais uma vez fica

evidente o efeito inibitério tanto da concentragdo de glicose como a de acetato de amonio,
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0 que justifica a maior importancia destas varidveis no meio de cultura, fato confirmado

pela analise estatistica discutida no item 4.2.
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Figura 4.46: Superficie de resposta da velocidade especifica de crescimento celular,
obtidos pela simulacdo, em rede neural, em fun¢do das concentracdes de glicose e de
acetato de amonio,numa ampla faixa, para duas rotagdes diferentes, (A) e (B).
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A Figura 4.47 mostra a superficie de contorno da velocidade especifica maxima de
crescimeto no espaco das variaveis concentracdes de glicose e de acetato de amonio obtida

pela simula¢do, do todo o dominio representado pela Figura 4.37.
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Figura 4.47: Contorno da velocidade especifica méxima de crescimento no espaco das
variaveis concentragdes de glicose e de acetato de amonio obtida pela simulagcdo em rede
neural.

A Tabela 4.29 apresenta valores de velocidade especifica méxima de crescimento,
simulados na rede neural, pelo modelo estatistico e, para alguns casos, valores
experimentais. Observa-se o bom ajuste, em todos os casos analisados e em casos de
interpolagdes, valores comparaveis sdo obtidos, pelo modelo estatistico e os simulados na

rede.

Tabela 4.29: Valores da velocidade especifica maxima de crescimento,
simulados na rede neural (peqe), pelo modelo estatistico (Lest) € experimental
(Lexp), €m funcdo da concentracdo de glicose (G) e de acetato de amonio (N).

G (g/L) N (/L) Mrege (K)  Pese (h7) Hexp (™)
1,5 1,0 0,1459 0,1471 0,1506
2,75 1,75 0,1864 0,1988 -
4,0 2,5 0,2009 0,2174 0,2174
5,25 3,25 0,1632 0,2028 -
6,5 4,0 0,1574 0,1551 0,1512

9,0 5,5 0,1120 - 0,1390
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos conclui-se o seguinte:

a)Das seis varidveis estudadas durante a fase de crescimento do fungo Cephalosporium
acremonium ATCC 48272, como variaveis independentes: concentragdo de glicose,
acetato de amonio, DL-metionina, fosforo, acido oleico e solugdo de sais, mostraram efeito
significativo na variavel resposta velocidade especifica maxima de crescimento, a

concentragdo de glicose e a de acetato de amonio.

b) Os maiores valores de pm.x foram obtidos a partir dos ensaios conduzidos segundo um
planejamento fatorial composto central para dominios das varidveis mais significativas,
concentragdes de glicose e de acetato de amdnio. O modelo que correlacionou as varidveis
significativas, concentracdo de glicose e acetato de aménio a um nivel de 5% de

significancia foi um modelo de 2* ordem, dado pela seguinte equagio:

2 2
Mmax = 0,2174+ o,oo4o(w) _ 0,0288(—(} - 4=0j _ 0,0246(N - 2,5j

3

—0,0129 G-40) N-25
2,5 L5

onde:

2 b

Hmax = Velocidade especifica maxima de crescimento (h™)
G = Concentrac¢ao de glicose, 0,5 - 7,5 (g/L);

N = Concentracdo acetato de amdnio, 0,4 - 4,6 (g/L);

¢)As duas varidveis estudadas durante a fase de produgdo de antibidtico como varidveis
independentes: concentragdo de sacarose ¢ DL-metionina (planejamento fatorial composto
central), mostraram-se significativas na variavel resposta velocidade especifica de

producdo do antibidtico, medida no inicio da fase produtiva do microrganismo.

d) O modelo que melhor correlacionou as variaveis significativas envolvidas no inicio da
fase de produgdo de antibidtico pelo fungo C. acremonium ATCC 48272, ao nivel de 5%

de significancia, ¢ um modelo de segunda ordem, dado pela seguinte equagao:
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2
tp =0,9619+ 0,2424(S - 7’Oj - 0,0954(S - ZOJ _ 0,1330[ Met - 3,0j

M 2 9

2
- 0,2044(—Met _ 3’0]

onde:
1y = Velocidade especifica de produgdo de cefalosporina C (mgcpc/geer h)
S = Concentragao de sacarose, 2,8-11,2 (g/L);
Met = Concentracdo DL-metionina, 0,9-5,1 (g/L);

e) O planejamento estatistico mostrou-se uma ferramenta bastante eficiente para avaliagao
do bioprocesso, pois com a realizacdo dos ensaios propostos, foi possivel atingir valores de

Umax € de p, de até 0,22 h'le 1,1 mgcpc/geel h, respectivamente.

f) As superficies e contornos de velocidade especifica maxima de crescimento celular
obtidas a partir dos dados de concentracao de glicose e acetato de amonio simulados com
uma rede neural do tipo "feedforward”, com trés camadas, 22 neur6nios na camada oculta,
treinada com o algoritmo retropropagagdo, por um conjunto de ensaios dos planejamentos
de experimentos, mostraram-se que o crescimento do fungo Cephalosporium acremonium

ATCC 48272 segue um modelo cinético de inibi¢ao por este dois nutrientes.

g) Valores maximos de pm.x foram obtidos a partir de simulagdes com o modelo neural
para concentragdes de glicose e acetato de amonio da ordem de 4,0 e 2,5 g/L,

respectivamente, semelhantes aos obtidos com o modelo estatistico.
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6 SUGESTOES

Como sugestdes para futuros trabalhos, estao as seguintes:

A elaboragdo de um meio de cultivo para o indculo, visando uma adaptacao gradual
do microrganismo, para concentracdes inferiores ao utilizado neste trabalho, pois as
diferencgas de concentragdes para todos os componentes do meio de cultivo no indculo em
relagdo ao meio onde se obteve altas velocidades de crescimento, sao muito diferentes.

Avaliar as possibilidades de se obterem, em fermentador, altas velocidades de
formagao de biomassa e de produto para outras faixa de concentragdes dos componentes
estudados que nao sejam necessariamente no ponto 6timo.

Avaliar o potencial da rede na determinacdo de um modelo representativo para a

formagao de produto.
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APENDICE A

A tabela 4.2 apresentou o desenvolvimento do planejamento fatorial fracionario
com 6 fatores, em valores codificados e reais de concentragdes e a variavel resposta
velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo(limax), para cada ensaio
executado. A tabela 3.8 ¢ aqui reproduzida por definir os niveis dos fatores usados no
planejamento e a Tabela Al apresenta a matriz planejamento da Tabela 4.2 juntamente
com os valores de Hmax. Os valores de pmax foram obtidos a partir dos dados experimentais

como descrito no item 3.2.3.3, e estdo apresentados nas Figuras A1 a A19.
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Tabela 3.8: Defini¢do dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no
crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272.

Nivel

Fator N° Definigao -1 0 +1

G 1 Glicose (g/L) 15,0 25,0 35,0

N 2 Acetato de Amonio (g/L) 5,.0 9,0 13,0

p 3 KH,PO./ KoHPO, (g/L)” 1,012,567 2,0/5,012% 3,077,510
MET 4 DL-metionina (g/L) 1,5 3,0 4,5
OLEI 5 Acido Oléico (g/L) 0,5 1,0 1,5
SAIS 6 Solugao de Sais (mL/L) 20,0 40,0 60,0

* Valores sobrescritos correspondem a quantidade de fosforo (P) total.

Tabela Al: Planejamento Fatorial Fracionario 2?\72 realizado para estudo da

influéncia das varidveis concentragdo de glicose = G, acetato de aménio = N, fosforo

= P, DL-metionina = Met, acido oléico = Olei ¢ solu¢des de sais = Sais na velocidade

especifica maxima de crescimento (max) do fungo C. acremonium ATCC 48272.
NvelConcentragdo (g/L)

Ensaio G N P Met Olei Sais Hmax (h)
1 35,0 13,0 2,016 45 1,5 60,0 0,0361
2 15,0 13,0 2,016 45 0,5 60,0 0,0346
3 35,0 5,0 2,016 ‘45 1,5 20,0 0,0364
4 15,0 5,0 2,016 45 0,5 20,0 0,0433
5 35,0 13,0 0,672 ‘45 0,5 20,0 0,0374
6 15,0 13,0 0,672 45 1,5 20,0 0,0194
7 35,0 5,0 0,672 ‘45 0,5 60,0 0,0496
8 15,0 5,0 0,672 45 1,5 60,0 0,0469
9 35,0 13,0 2,016 1,5 0,5 20,0 0,0536
10 15,0 13,0 2,016 1,5 1,5 20,0 0,0435
11 35,0 5,0 2,016 1,5 0,5 60,0 0,0440
12 15,0 5,0 2,016 1,5 1,5 60,0 0,0464
13 35,0 13,0 0,672 1,5 1,5 60,0 0,0461
14 15,0 13,0 0,672 1,5 0,5 60,0 0,0254
15 35,0 5,0 0,672 1,5 1,5 20,0 0,0482
16 15,0 5,0 0,672 1,5 0,5 20,0 0,0508
17 25,0 9.0 01,344 30 91,0 %40,0 0,0400
18 25,0 %90 01,344 3.0 1,0 40,0 0,0450
19 25,0 9.0 01,344 30 91,0 %40,0 0,0412




1359 30
12,01
- 251
C -y
10543
z &5 20
8 9043
O Q
Im O 15
O. 7,5 g
e o
S 6,04 104
© [
A 45-
54
310- T T T T T T T T T T T -
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h)
Figura Al: Resultados experimentais referentes ao ensaio 1.
ffffff C =7,348929%exp(0,0345592*(t-4.0)) : R=0,9929
14
144 14} ]
*. -
~ k§ AN 2
D 134 5 121 O ) 1ol
- |3 A<°\*\ - .
T 2 *. J10
Z 124§ 10 \ ~-a ]
o) K o . 0
(@] = \ * o
3) o n K 18 3
I 114© s o ° {
o 2 Q
c | A 46 =
S Q ]
€ 10409 64 | @
8 \x 4 e
| 1% @
A 97 4 \ 1 =
12
8- 2 T T T T T T T
o 3 6 9 12 15 18 21
Tempo (h)
Figura A2: Resultados experimentais referentes ao ensaio 2.
—————— C =9,543784*exp(0,0364111*(t-4)) : R=0,9922
6
229 S m 34
~ 5 20—\ . -—32
I 2L
= 1< 18- * . 130 o
Iv4_ ) i /-’ s 2
& |&°7 ‘\ —k, 28 ol
o EN T~ [ -9
0,348 147 '\ 26 3
I . pre L
5 o2 \ 24 @
S 2] S - A \ (.8
g 240 10+ B L22 @t
8 ] . a L o
. H 8- l\.\ -20@ |
A 1 \ e i Z
6 A\. 18
0- 4 T T T T A 16 L
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Tempo (h)

Figura A3: Resultados experimentais referentes ao ensaio 3.

1,40

1,60

=
(1/6) olojsoq 0u0D

- -
e [o)]
(9] o

21

2,0

(71/B) 0104504 U0 ¥

157



158

T NG I L 1,800
0] \.\. & 14|
g {121 v L
33545 r\\ \ L 10 1,725
12 — - | @ *
3.04 T a0 [ ] R 1,650
% ) E10 A\. - _100 o
Q2543 e [ St15758
O, O % F8 ©
T 1 8 ‘ o T
G 204 6 - A @1 1,500 &
5 16 el | . 63 @
- (o]
S 154° 4. m *— N @ L1425 3
© [ | .- \ 4 Q Q
a0 - [, S350 E
4
0.5+ I L 1,275
T T T T T T O
0 4 8 12 16 20 24 28

Tempo (h)

Figura A4: Resultados experimentais referentes ao ensaio 4.

—————— C,=5,01667*exp(0,037402*(t-7.0)) : R=0,9882

1307 125 3% 075
1254 4 _u\.l. mla  lozo
S 120- "x \ . I I
S 2015 K . 0,65
= i3 S p 32 g0
= 11,5— - 1 A\ \.\ // r L 060
o 18 o A Tk e F30 o[ o
g 1072 \ \ / LS S
) 10 s A */ | o8 o 0,55
5 1051 ¢ , of .y
. 15 _1 : | & ko050 &
S 10043 7- 26 S | g
/o) | e A L@ 5]
. 2 Loas
© 951m ¢ oo L24 @ | )
A 90 1 " N Tlo4 T
T 5 - L22 L
8,5- — T T T T T T — T T T T -0,35
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tempo (h)
Figura A5: Resultados experimentais referentes ao ensaio 5.
ffffff C,=6,044236"exp(0,0193764%(t)) : R=0,9547
1224 90 _ r
] > Il 136 0,74
5 12,01 s,s-Q'\ e I [ o072
9118.'\ \ ° L -~ _13’40- |
~ - 7’ -
’ = 8,0 P 0,70
z 3] L132 |k
8 11615 751 . L S0
8 i3] ‘e’ L1303 O
o 4142 - [ 751066 3
L 710 7,04 5’\ of :
o 16 7] A r128=Lo64 I
S 11,245 T x L 81 &
c ’ Q 6.5 7 7] o
Q {0 ® .- \ 126 (0,62 ©
© 110+ *—<X b @l
A |60 AT T A | 124=0.60@
] Tt !
10,8 ] F —0,58v
| 557 L122 |
10,6 - 1 I — R S S — -0,56
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura A6: Resultados experimentais referentes ao ensaio 6.



16 -0,85
6
— 144 -0,80
=
251542 >
T 12 0,75
% 44 8104 S
o] 2 =]
9 13 0,703
s | O
T34 . 84 iy
o e 10,654
%) [ 64 e
g 240 o
A
24 oo 055
0- | LI R R B B R B R B B R R BN R B R |
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tempo (h)
Figura A7: Resultados experimentais referentes ao ensaio 7.
ffffff C,=5,323266"exp(0,046892*(t-4.0)) : R=0,9950
79 185 16
16 e .l r07s
—~ T B L1g
2 67 \*\t e
2 12 14'\ S n’ 12® Lo70%
ol 512 A\ \ I e
Z °7 5124 A e o) S
S 13 A g \ - 108 | 5652
O, 44§ 104 \ -~ S
5«: (i /2/ * I 9 | é'!
S 318 87 3 \. 8 Lo60g
< o JPtae A\* lg @ o
3 6- m ) e @
o™ . [ ClossC
A 4 $ L4
1 L
1 - 2 T T T T T T T 2 _0150
0 4 8 12 16 20 24 28
Tempo (h)
Figura A8: Resultados experimentais referentes ao ensaio 8.
ffffff C,=3,188714*exp(0,05364") : R=0,9974
16
14+ L34 F2,1
o 14_\ -
= 2 A 7
21315 — . 12,0
= |5 12- ‘\ o Pl *
31245 2 — o 91,49
8 715 10- e S e .- 283 (1,95
O 10 * A P ¢ o 3]
g |O
I']']_ _— ///-\‘\ -266_) g‘!
o g - a ° grilsa
. |8 X A 243 S
51099 - T ey By -
] 1 I Loo@a r1./@a
of" o \* el E
A 4 —___-—l' \ L 20 16
8- 2 T T T T T T T T T T T 18
0 4 8 12 16 20 24 28

Tempo (h)

Figura A9: Resultados experimentais referentes ao ensaio 9.

159



160

-
o
N
S

1

N

)

14,74 F— &
1 u
514,04 14"¥A\ 7 12 L2a
Sl ] NI T e
L1337 242, — e . F10  F20
<4 © //
o, {8&10- \. " Ls © 1193
o] g A\ ]
O c o Q O
1s 8 i)
211240 81 - \o 6 @18
[e] P —~ o
O m | - A\ rQ &
10597 64 -7 \ La T L7
A ¥ 1| —
9,84
4 T T T T T T T 2 -116
0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo (h)
Figura A10: Resultados experimentais referentes ao ensaio 10.
ffffff C,=6,34834*exp(0,044031*) : R=0,9955
5] 18—% . n _'33 1,8
—~ 1 22— 4 L I
= f— ’ %0 17
3 |~ 18- *\ \ a I 1,
= 444 7 L
~ [} 1 o L 27 @ *
% o 144 \A \ , | 1,6
o (£ | ¢ Loa OF O
Q 343 * . SHis S
O, o 121 \ P
I // B i n
] 8 P 4 *\. F 9 14 o
8 24 8 10 ///’ *\. L 18 § L (:g:
8 - a N e Spe g
14 u 81 -'// o - 15 @ B @
A L *\* o Clo O
6 A L12
0 P A A L1,1
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tempo (h)

Figura A11: Resultados experimentais referentes ao ensaio 11.

N
N
N
£

1] L2,0
51 L0 \ ™
— T 7 412
3 "\’\ . 1,9
24518 X [ 2 -
I<r @ /// —110-@ *
= 16 P
6l ° ° e ort8o
Q132 o 18 8 S
5] o 144 s =] =]
) (@) ‘ - o o
5 24 g121 x& 1eerta
S o] e * 8 &
o - A 3
§ i 10 1 o 14 2 163
A el 7 ° *'2 RS
o4 I PR { L 15
— 7T ‘T T T ‘' T T T T T T 1 0
0 3 6 9 12 15 18 21

Tempo (h)

Figura A12: Resultados experimentais referentes ao ensaio 12.



14,0 ~0,70
@
12 - 34 r
—~ 13,5 N A a] 10,68
— A v o
=) o A +433
G —~ 10,66
1310 ,
13043 \. A\ ol
P4 - -
o 432 0,64
o < - 0O
312572 . o eL ¢
O, 8 4 3 2 -0,62 2
51204 177 or &
2 2
; S 6 5 0602,
£ 115 ° {02t 3
o} 39 o
10,58 ~
(&) [ ] 4l ./’//_ (/.: I L'Q>
‘11,0- |__~—’/ _29:_0,56"’
* 1 I
1054 2 . . ——————128 Los4
0 4 8 12 16 20 24 28
Tempo (h)
Figura A13: Resultados experimentais referentes ao ensaio 13.
ffffff C,=5,6567"exp(0,0254337*t) : R=0,9907
T
Jo70
12,54 L12
= ,JO- Joes8
< 1204 5 1
i | 10®] 066
Z 15] & 9 010844
o = o] o)
(@) ) L83 ] 0,628
O, 11,04 © 8- : ;
-~ S o)y 0,608'!
o = 2 g
;1054 O 68 {058%
g9 8 10569
. |m & 1%
10,0 ol W L4 = 40545
A 1 -
95 ] J052
- 5 T T T T T T T 2 - 0,50
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)
Figura A14: Resultados experimentais referentes ao ensaio 14.
ffffff C,=4,184936%exp(0,0481862*(t-4.0)) : R=0,9898
14
e I 10,85
64 x \o . w34
5 12-? \A> /m I 0,80
S — * .
2513 | ~ ‘\ /," - 32 F0.75
r |2 *— A 4l
Zz 1L 107 * i £0,70
S 413 ot .8
o, {8 s \ *\ g3 2993
Saqg \ @ rosod
S 1R 64 1268 [ &
2 10 2 Fos59
o] e o [ o
© g - m L 24@ 0,508
Al 0" S g
10,45
14 1 22 ’
2 L e B e U L B B A | - 0,40
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tempo (h)

Figura A15: Resultados experimentais referentes ao ensaio 15.



ffffff C =3,179229%exp(0,050789"t) : R=0,9907

o3 0,72
48 S S 116 [o70
~ 8 A I
< _ A 10,68
24443 1150 [ %
T 274 0,66
Z = O [y O
O 404 & 1140 0640
o] % 6 *\*/ T~ 143 3 3
o, 8 o [062
T 36 g @ !
o 2 5 1135 Lo60 &
%) Q ] o
O P =
& 3,24 d rosso
, q112@
o m 4 B o) <)
- — (0,56
A 5] 1.---m -
2,8 N 141 Foss
T T T T T T T T T T _0152
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (h)
Figura A16: Resultados experimentais referentes ao ensaio 16.
ffffff C,=4,45210*exp(0,040035*) : R=0,9831
914 165 26
] { e mt 11,23
_ 844 144 e s 20
= !
24,13 '\**‘ko A~ 229
N AN ok
Z — -1 \A // r
704 & * * . L L
S ™15 —— x o 209 F1140
() D - 27 =)
o, 6,340 1 * A/ —18'0 1,110
T 1 84 | T Ot n
O s6dS 51,088
. 564 6 ] - B
g ]o r16gr O
8 40l &7 N A ® 11053
o .\ PR 08
A 420 4 W *\$ —[L
1 T o 12 ro,99
3,5- 2 — 7T T T T T T T T T T T T -
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tempo (h)
Figura A17: Resultados experimentais referentes ao ensaio 17.
10+ - 1,48
22'_ 24
Jo- 20 '_22 - 1,46
2 5184 I :
= 13 ] o x
T 164 F20 144
Z 8=
o) o Ol 0O
Q {2 144 18 S S
Om7 8 ob1420
747 12
O e L 16 o] iy
S 18 104 Slis0g
c O ] o[ "9
8 61 8 -14 @ | o
[w ® g @
A 6] L1 e
5 E L
4 L
T T T T T T T 10 1,36
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Tempo (h)

Figura A18: Resultados experimentais referentes ao ensaio 18.

162



163

0,9875

5,75132%exp(0,04121*t) : R=!

X

--eeeC

¥ Conc. Fosforo (glL)
o o) o Yo} [Te)
o < < ! @ N
L I T
Conc. Glicose (g/L)
© < N o © © < N o
N N N N ~ — - -~ — [ee]
PR | | I NI I S| 1 N
32}
[
| ©
N
<
N
L ©
N
-2
-
v 3
\.\* n <
_'.\_._._ T T T _._1_ o
N o © © < N o © © <
N N «~ ~ « +~ -
(/B) seInj@ oU0D  m
s o ® ~ o <

(7/8) "HNOOD HD "ou0D

|

Tempo (h)

Figura A19: Resultados experimentais referentes ao ensaio 19.



164

APENDICE B

A tabela 4.9 apresentou o desenvolvimento do planejamento fatorial completo com
4 fatores, em valores codificados e reais de concentragdes e a variavel resposta velocidade
especifica maxima de crescimento do microrganismo(max), para cada ensaio executado.

A tabela 3.11 ¢ aqui reproduzida por definir os niveis dos fatores usados no
planejamento e a Tabela B1 apresenta a matriz planejamento da Tabela 4.9 acrescida dos
ensaios relativos aos pontos axiais do planejamento, determinados pela equagdo 3.2,
juntamente com os valores de pmax. Os valores de pmax foram obtidos a partir dos dados

experimentais como descrito no item 3.2.3.3, e estdo apresentados nas Figuras B1 a B28.
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Tabela 3.11: Definicdo dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no
crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272,

Nivel
Fator N Defini¢do -1 0 +1
G 1 Glicose (g/L) 10,0 15,0 20,0
N 2 Acet. Amonio (g/L) 5,0 7,0 9,0
P 3 KH,PO4/ Ko:HPO,4 (g/L)  0,8/2,0%*  1,2/3,0%%  1,6/4,0"!
MET 4 DL-metionina (g/L) 0,5 1,0 1,5
OLEI 5 Acido Oléico (g/L) 0,50
SAIS 6 Solugao de Sais (mL/L) 20,0

* Valores sobrescritos correspondem a quantidade de fosforo (P) total.

Tabela B1: Planejamento Fatorial Composto Central realizado para estudo

da influéncia das variaveis, concentragdo de glicose = G, de acetato de

amoénio = N, fosforo = P e DL-metionina = Met, na velocidade especifica

maxima de crescimento de C. acremonium ATCC 48272.
NvelConcentracdo

Ensaio G(gL) N(g/L) Met(gL) P(gL)  pma (b

1 20,0 9,0 1,5 1,10 0,0558
2 10,0 79,0 1,5 1,10 0,0654
3 20,0 5,0 1,5 1,10 0,0672
4 10,0 5,0 1,5 1,10 0,0863
5 20,0 9,0 0,5 1,10 0,0613
6 10,0 79,0 0,5 1,10 0,0753
7 20,0 5,0 0,5 1,10 0,0412
8 10,0 5,0 0,5 1,10 0,0788
9 20,0 79,0 1,5 0,54 0,0548
10 10,0 9,0 1,5 0,54 0,0784
11 20,0 5,0 1,5 0,54 0,0455
12 10,0 5,0 1,5 0,54 0,0585
13 20,0 79,0 0,5 0,54 0,0429
14 10,0 9,0 0,5 0,54 0,0552
15 20,0 5,0 0,5 0,54 0,0689
16 10,0 5,0 0,5 0,54 0,0761
17 15,0 970 1,0 90,82 0,0614
18 15,0 7.0 1,0 90,82 0,0583
19 15,0 970 1,0 90,82 0,0594
20 15,0 7.0 1,0 90,82 0,0604
21 225.0 7.0 °1.0 90,82 0,0536
22 25.0 7.0 1.0 90,82 0,0884
23 915.0 211.0 °1.0 90,82 0,0455
24 915.0 23.0 1.0 90,82 0,0532
25 915.0 7.0 220 90,82 0,0600
26 915.0 7.0 20.0 90,82 0,0536
27 915.0 7.0 °1.0 21.38 0,0593
28 915.0 7.0 °1.0 20.26 0,0621
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Figura B25: Resultados experimentais referentes ao ensaio 25.
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Figura B26: Resultados experimentais referentes ao ensaio 26.
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Figura B27: Resultados experimentais referentes ao ensaio 27.
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APENDICE C
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A Tabela 4.12, apresentou o desenvolvimento do planejamento fatorial composto

central para as variaveis concentracdo de glicose, acetato de amonio e a variavel resposta,

velocidade especifica maxima de crescimento (Lmax), para cada ensaio realizado. A Tabela

3.13 ¢ aqui reproduzida por definir os niveis dos fatores usados no planejamento e a Tabela

C1 apresenta a matriz planejamento da Tabela 4.15 juntamente com os valores de pmax. Os

valores de pm.x foram obtidos a partir dos dados experimentais como descrito no item

3.2.3.3, e estdo apresentados nas Figuras C1 a C12.

Tabela 3.13: Definicdo dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no

crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272.

Nivel
Fator N° Defini¢ao -1,4142 -1 0 +1 +1,4142
G 1 Glicose (g/L) 3,0 4,0 6,5 9,0 10,0
N 2 Acet. Amonio (g/L) 2,0 2,5 4,0 5,5 6,0

* Valores sobrescrito corresponde a quantidade de fosforo (P) total.

Tabela Cl: Resultados de um Planejamento Fatorial
Composto Central realizado para estudo da influéncia das
variaveis concentracdo de glicose = G e acetato de amoénio =
N na velocidade especifica maxima de crescimento do fungo
C. acremonium ATCC 48272.

vaelConcentra(;ﬁo Iimax (h'l)*

Ensaio G (g/L) N (g/L) (D) 2)

1 9,0 5,5 0,1418 0,1362
2 4,0 5,5 0,1669  0,1744
3 9,0 2.5 0,1677 0,1482
4 4,0 2.5 02161  0,2239
5 %5 %4 0 0,1499 -

6 %,5 %4.0 0,1622 -

7 %5 %4 0 0,1513 -

8 %,5 %4.0 0,1524 -

9 %10,0 %4.0 0,1185  0,1302
10 3 0 °4,0 0,1692  0,1775
11 %,5 6,0 0,1661  0,1562
12 %5 2.0 0,1766  0,1871

*duplicatas
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Figura C1: Resultados experimentais referentes ao ensaio 1.
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Figura C2: Resultados experimentais referentes ao ensaio 2.
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Figura C3: Resultados experimentais referentes ao ensaio 3.
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****** C =1,48616exp(0,21608"t) : R=0,9934
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Figura C4: Resultados experimentais referentes ao ensaio 4.
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Figura C5: Resultados experimentais referentes ao ensaio 9.

—————— C,=1,42931%exp(0,16920*) : R=0,9929
rrrrrrrrrrrr C,=1,38550%exp(0,17746*) : R=0,9915

O Conc. Celular (g/L)
IR I -

| |
- N
i &)
1 n 1 1

0,0

Tempo (h)

Figura C6: Resultados experimentais referentes ao ensaio 10.

ouo) > B

| 374>

3,69

0

F350

49

O0O¢H

3Z

(1/6) ¥H

178



179

—————— C,=1,58388%exp(0,16606™) : R=0,9957
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Figura C7: Resultados experimentais referentes ao ensaio 11.
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Figura C8: Resultados experimentais referentes ao ensaio 12.
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Figura C9: Resultados experimentais referentes ao ensaio 5 e 6.
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APENDICE D

A Tabela 4.15, apresentou o desenvolvimento do planejamento fatorial composto
central para as variaveis concentracdo de glicose, acetato de amonio e a variavel resposta,
velocidade especifica maxima de crescimento (Lmax), para cada ensaio realizado. A Tabela
3.15 ¢ aqui reproduzida por definir os niveis dos fatores usados no planejamento e a Tabela
D1 apresenta a matriz planejamento da Tabela 4.15 juntamente com os valores de pmax. Os
valores de pm.x foram obtidos a partir dos dados experimentais como descrito no item
3.2.3.3, e estdo apresentados nas Figuras D1 a D7. O ensaio 1 (Tabela D1) é representado

pelas Figuras C9 e C10 e os ensaios 5 ¢ 6 pela Figura C4.

Tabela 3.15: Definicdo dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias no
crescimento do fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272,

Nivel
Fator N° Defini¢do -1,4142 -1 0 +1 +1,4142
G 1 Glicose (g/L) 0,5 1,5 4,0 6,5 7,5
N 2 Acet. Amonio (g/L) 0,4 1,0 2,5 4,0 4.6

Tabela D1: Resultados obtidos de um Planejamento Fatorial
Composto Central realizado para o estudo da influéncia das
varidveis concentracdo de glicose = G e acetato de amdnio = N
na velocidade especifica maxima de crescimento do fungo C.

acremonium ATCC 48272.
NvelConcentragdo timax (B

Ensaio G(g/L) N(gl) (1) (2)

1 6,5 4.0 0,1500 0,1524
2 1,5 4,0 0,1785 0,1703
3 6,5 1,0 0,1766  0,1813
4 1,5 1,0 0,1512  0,1499
5 %40 95 0,2161 -

6 %4.0 9.5 0,2239 -

7 %40 95 0,2122 -

8 75 92,5 0,1667  0,1724
9 0,5 92,5 0,1447  0,1565
10 %40 oy 6 0,1723  0,1689
11 °4,0 0,4 0,1606  0,1715

*duplicata



CPC=1,213561%*exp(0,178921*t) : R=0,9400
CPC=1,381949"exp(0,170205"t) : R=0,9663

1,6-'\ 7
T ] PN
. p s A
s 1.5 -
o) - T
1,44
l//_—’ L
o 1,34 [
12477
| |
1,14
1:0 T T T T T
0,0 05 1,0 1,5 2,0
Tempo (h)

Figura D1: Resultados experimentais referentes ao ensaio 2.
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Figura D2: Resultados experimentais referentes ao ensaio 3.
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Figura D3: Resultados experimentais referentes ao ensaio 4.
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Figura D4: Resultados experimentais referentes ao ensaio 7.
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Figura D5: Resultados experimentais referentes ao ensaio 8.
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Figura D6: Resultados experimentais referentes ao ensaio 9.
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Figura D6: Resultados experimentais referentes ao ensaio 10.
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Figura D7: Resultados experimentais referentes ao ensaio 11.
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APENDICE E

A Tabela 4.19, apresentou o desenvolvimento do planejamento fatorial completo
para as varidveis concentragdo de sacarose, DL-metionina e a variavel resposta, velocidade
especifica de produgao de antibiotico (1), para cada ensaio realizado. A Tabela 3.16 ¢ aqui
reproduzida por definir os niveis dos fatores usados no planejamento ¢ a Tabela El
apresenta a matriz planejamento da Tabela 4.19 juntamente com os valores de p,. Os
valores de p, foram obtidos a partir dos dados experimentais como descrito no item

3.2.3.4, e estdo apresentados nas Figuras E1 a ES.

Tabela 3.16: Definicdo dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias na
producao de cefalosporina C pelo fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272,

Nivel
Fator N° Definicao -1,4142 -1 0 +1 +1,4142
Planejamento 1
S 1 Sacarose (g/L) - 8,0 13,0 18,0 -
MET 2  DL-Metionina (g/L) - 1,5 3,0 4,5 -

Tabela E1: Planejamento Fatorial completo realizado para estudo da
influéncia das variaveis concentragao de sacarose = S, DL-metionina
= Met na velocidade especifica de producao de antibidtico
cefalosporina C (CPC), pelo fungo C. acremonium ATCC 48272.

NivelConcentracdo W, (mgcpc/ gCé].h)*

Ensaio S (g/L) Met (g/L) (1) 2)

1 18,0 45 0,6079 0,7008
2 8,0 4.5 0,8694 0,7854
3 18,0 1,5 0,8407 0,8173
4 8,0 1,5 1,0298 0,9807
5 13,0 30 0,9890 0,9222
*duplicata



****** CPC=0,607923"11,97849*(t-40,5)+143,569 : R=0,9736

****** CPC=0,70084812,80590*(t-41,5)+99,7750 : R=O,9qQ/A(1)

15
14 4 160
3 [ en O
=) L
= 134 150 — |
& L
E L 140 O
o 12 1 L o
J 130 ©
c 3t
o 114 3 o
O 120 O
L T
@ 10 Or
F110 ~
-
- 91 100 =
8 90
40

Tempo (h)

Figura E1: Resultados experimentais referentes ao ensaio 1.

CPC=0,869436*12.4328(t-40.5)+ 140,857 : R=0,9972
CPC=0,785459%12.3397*(t-41.5)+64,7185 : R=0,9747

154 180
EH\ L
T4 ]
z')14 ] o 160 L
= -7 F
2139 g7 . o 140,
3 ) }74 — |
(&) | \ ./.
12 - e
9] 120 &
c >
8 114 ol I o
— o -100QF
® o
110_ 5‘\@\@ L ,(2
T -80 3
0 Q
& 9 Q. =t
60 ~—
8 T T T T T T
40 41 42 43 44 45 46
Tempo (h)

Figura E2: Resultados experimentais referentes ao ensaio 2.
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Figura E3: Resultados experimentais referentes ao ensaio 3.
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-CPC=1,029788"12.0057*(t-40.5)+145,235 : R=0,9952

****** -CPC=0,980667*12.0577*(t-40.0)+76,9845 : R=0,9903
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Figura E4: Resultados experimentais referentes ao ensaio 4.
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Figura ES: Resultados experimentais referentes ao ensaio 5.

187



188

APENDICE F

A Tabela 4.22, apresentou o desenvolvimento do planejamento fatorial composto
central para as varidveis concentra¢do de sacarose e DL-metionina e a varidvel resposta,
velocidade especifica de produgdo de antibidtico (L), para cada ensaio realizado. Cada um
dos ensaios originou um valor experimental de p, obtida como descrita no item 3.2.3.4.

A Tabela 3.16 ¢ aqui reproduzida por definir os niveis dos fatores usados no
planejamento, juntamente com a Tabela 4.19 acrescida dos valores de pmax obtidos
experimentalmente para cada ensaio (Tabela F1). As Figuras F1 a F9 mostram os dados
experimentais para cada ensaio apresentado na Tabela F1 bem como o ajuste da equacao

3.32, para determinacdo de p,.

Tabela 3.16: Defini¢do dos niveis dos fatores para o estudo de suas influéncias na
producao de cefalosporina C pelo fungo Cephalosporium acremonium ATCC 48272,

Nivel
Fator N° Definicao -1,4142 -1 0 +1 +1,4142
S 1 Sacarose (g/L) 2,8 4,0 7,0 10,0 11,2
MET 2  DL-Metionina (g/L) 0,9 1,5 3,0 4,5 5,1

Tabela F1: Planejamento Fatorial composto central realizado para
estudo da influéncia das varidveis concentra¢do de glicose = G, DL-
metionina = Met na velocidade especifica de producdo de antibidtico
cefalosporina C (CPC), pelo fungo C. acremonium ATCC 48272.

NivelConcentracdo W, (mgcpc/ gcah)’
Ensaio S(g/L) Met(g/L) (1) (2)
1 10,0 4,5 0,7381 0,8126
2 4,0 45 0,2827  0,2634
3 10,0 1,5 1,1491 1,0524
4 4,0 1,5 0,5697  0,6579
5 7.0 3.0 1,0119 -
6 7.0 3.0 0,9584 -
7 7.0 3.0 0,9155 -
8 911,25 93,0 1,0127  1,1441
9 275 °3.0 0,4206  0,3925
10 %7.,0 5.1 0,3887  0,3789
11 97,0 0,9 0,6413  0,6893

*duplicatas



ffffff CPC=0,7380626*15.3781*(t-42)+159,2 : R=0,9965
————CPC=0,8126054*16.6747*(t-44)+204,6 : R=0,9960

19

300

18—-
17
16
15

14

® Conc. Celular (g/L)

134

124

.

11

10

T
N
~
o
O

240

210

T
-
©
o

w

) OdD ou0y O

(/6

-8,0

o
(4]
(7/6) asoseoesg "ou0)

7,5

Tempo (h)

Figura F1: Resultados experimentais referentes ao ensaio 1.

ffffff CPC=0,2827004*14.86935%(t-42)+208,657 : R=0,9989
fffffffff CPC=0,2634276*16.03856"(t-46)+238,033 : R=0,9840
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Figura F2: Resultados experimentais referentes ao ensaio 2.

CPC=1,149063"16.81805"(t-42)+113,55 : R=0,9852
B CPC=1,052423%16.53803*(t-42)+165,01 : R=0,9636
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Figura F3: Resultados experimentais referentes ao ensaio 3.
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CPC=0,5696982*16.07869*(t-42)+162,67 : R=0,9921

~—-CPC=0,6580724"15.99368"(t-42)+176,50 : R=0,9981
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Figura F4: Resultados experimentais referentes ao ensaio 4.

ffffff CPC=1,011904"15.56471*(t-42)+139,25 : R=0,9989
————CPC=0,958364"15.29167*(t-42)+150,05 : R=0.9983
******* CPC=0,915500%15.48378%(t-42)+67,670 : R=0,9884
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Figura F5: Resultados experimentais referentes ao ensaio 5, 6 € 7.
ffffff CPC=1,012701*15.48339*(t-42)+51,483 : R=0,9949
~—-CPC=1,144056*14.69027*(t-42)+49,696 : R=0,9644
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Figura F6: Resultados experimentais referentes ao ensaio 8.
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ffffff CPC=0,420607*16.3049*(t-46)+110,96 : R=0,9989
ffffffffff CPC=0,392473"13.9487*(t-40)+65,319 : R=0,9671
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Figura F7: Resultados experimentais referentes ao ensaio 9.

****** CPC=0,388693"15.0054*(t-42)+68,7816 : R=0,9544
******** -CPC=0,378988"15.54438"(t-42)+81,534 : R=0,9887
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Figura F8: Resultados experimentais referentes ao ensaio 10.

ffffff CPC=0,641274"15.95985"(t-42)+66,474 : R=0,9534
********** CPC=0,689312%16.22197*(t-42)+73,509 : R=0,9586
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Figura F9: Resultados experimentais referentes ao ensaio 11.
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