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Resumo Dado os inimeros processos industriais que tem por base sistemas fermentativos, é fundamental
monitorizar as concentracdes de biomassa e/ou dos respectivos produtos de fermentagdo. Esta
monitorizacdo ¢é tanto mais eficaz quanto mais rapida e precisa for, pelo que é necessario estudar métodos
para a sua implementacdo em linha de producao.

Neste artigo, pretende-se relacionar a quantidade consumida de reagente regulador do pH com a
quantidade de uma enzima extracelular produzida, de modo a permitir o controlo dessa produgdo em linha.
O sistema utilizado como modelo foi a fermentagdo de uma estirpe floculante da levedura Kluyveromyces
marxianus, utilizando glucose como fonte de carbono e energia. Esta estirpe produz uma enzima associada
ao crescimento, a endopoligalacturonase. Foram realizados ensaios em sistemas continuo ¢ descontinuo,
com vista a comparacdo de resultados e @ demonstragdo da aplicabilidade do método a qualquer um dos
referidos sistemas.

A fase de crescimento celular em sistema fechado ocorreu entre as trés e meia e as nove horas de
fermentagdo. Adequando o modelo descrito por Vicente et al. (1998) a producdo de proteina, obteve-se
uma relagdo muito satisfatoria, pelo que se concluiu que a utilizagdo deste modelo ¢ possivel para
produtos associados ao crescimento. Aquando da realizagdo de culturas em sistema continuo foi possivel
provar que a determinagdo da relacdo entre a taxa de produgdo de protdes e¢ a taxa de produgdo de
biomassa serve para detectar o afastamento das condigdes 6ptimas de crescimento celular e/ou producao de

metabolitos.
1- Introduciao

Muitos dos processos industriais para a produgdo de
biomassa ou metabolitos de valor acrescentado sdo
baseados em tecnologia de fermentacgdo, pelo que €
muito importante monitorizar a concentracdo de
biomassa e produtos formados. Embora a industria
Biotecnologica tenha levado ao desenvolvimento de
muitos sensores que podem ser usados para detectar
a presenga de metabolitos, a sua precisdo e
reproductibilidade ainda é muito limitada. Assim,
existe uma necessidade premente de estabelecer a
informacao necessaria para estimar as variaveis de
processo (concentracdo de metabolitos e biomassa)
a partir de outros pardmetros cuja medicdo seja
mais facil (Wang et al., 1998). Esta monitorizagdo ¢é
geralmente feita numa fase de pds-producdo.
Assim, tendem a ser usados métodos de controlo
mais sofisticados, que permitam uma estimativa em
linha das variaveis de processo de uma forma
simples e reprodutivel.
De entre todos os

instrumentos de medida

disponiveis, o eléctrodo de pH, é o mais utilizado,
apesar da sua precisao relativamente baixa.

Durante uma fermentacdo podem ocorrer duas
situacdes: se o pH nédo for regulado, a sua variagdo
pode ser relacionada com a variagdo da
concentracao de biomassa ou metabolitos primarios
(associados ao crescimento). Se o pH for regulado é
possivel encontrar uma relagdo entre a quantidade
de reagente de controlo de pH utilizado e a
biomassa ou metabolitos produzidos (Pons et al.,
s.d.). Em muitos casos, a taxa de reaccdes
bioldgicas pode ser calculada a partir da quantidade
de base ou acido necessario para manter o pH
constante. Ja € possivel estimar a taxa de reacgdo de
uma enzima usando avancados sistemas de controlo
de pH (Shioya, 1989). Outros trabalhos provam que
existe uma relacdo metabdlica directa entre a
quantidade de reagente regulador de pH usada e a
quantidade de biomassa produzida (Castrillo et al.,
1995;Vicente et al., 1998) e indicam a possibilidade
de monitorizar os produtos ligados ao crescimento
(Vicente et al., 1998).



De facto, quando um produto de fermentacdo
aparece como resultado do metabolismo primario, a
sua concentragdo aumenta proporcionalmente a
concentracdo da biomassa. Os processos de
utilizagdo do substrato, sintese de biomassa ¢
formagdo de produto estdo ligados como numa
simples reac¢do quimica (Bailey e Ollis, 1986).
Para uma fermentagdo especifica onde sdo
formados biomassa e produtos primarios, pode ser
definido um coeficiente de rendimento (Ypx) que
pode ser definido como a relagdo entre a quantidade
de produto e o aumento de biomassa (Bailey e
Ollis, 1986).

Uma vez que a produg¢dao de metabolito primarios
estd directamente relacionada com a sintese de
biomassa, devera ser possivel estabelecer uma
relagdo entre estes semelhante a que foi obtida para
a dependéncia entre a biomassa e o consumo de
reagente controlador do pH. Uma vez conhecido o
rendimento de produgdo de biomassa relativamente
a produgdo de protdes (Yxnut) € o rendimento de
produto (Ypx), devera ser possivel usar a taxa de
consumo de reagente de pH para estimar a evolugao
da concentragdo dos produtos primdrios (Castrillo
et al., 2000).

O principal objectivo deste trabalho foi estudar a
relagdo existente entre a producdo de protdes, o
crescimento celular e os produtos ligados ao
crescimento como uma extensdo do modelo
proposto por Vicente et al., (1998). O sistema
usado como modelo foi a fermentagdo de
Kluyveromyces marxianus, usando glucose como
fonte de carbono e energia. Esta estirpe produz uma
enzima ligada ao crescimento -
endopoligalacturonase. Os resultados obtidos
deverdo poder ser aplicados a outros sistemas
celulares.

2 - Material e métodos

O sistema usado como modelo foi uma fermentagéo
da estirpe Kluyveromyces marxianus (CH4-1)
isolada da fermentacdo do cacau no Brasil por
Schwan e Rose (1994), usando glucose como fonte
de carbono e energia. Foram usados sistemas de
cultura continua e fechada de modo a que os
resultados pudessem ser comparados e que fosse
demonstrada a aplicabilidade do modelo aos dois
tipos de sistema.

2.1. Cultura em sistema fechado

Para preparar o in6culo, a estirpe foi cultivada num
meio desenvolvido por Schwan e Rose (1994),

durante 12 horas a 150 r.p.m. ¢ 30 °C e foi
armazenado a 4 °C num meio contendo 10 g/l de
glucose, 3 g/l de extracto de levedura, 3 g/l de
extracto de malte, 5 g/l de peptona e 20 g/l de agar.
Tanto o meio, como o material foram esterilizados
a 121 °C durante 20 minutos.

Foi também wusado outro meio de cultura
desenvolvido por Schwan e Rose (1994), contendo
10 g/l de glucose, 1 g/l de extracto de levedura, 3
g/l de sulfato de amonio, 4.5 g/l de
dihidrogenofosfato de potassio, 0.25 g/l de sulfato
de magnésio heptahidratado e 0.33 g/l de cloreto de
calcio dihidratado. Esta fermentacdo desenvolveu-
se num biorreactor de 10 litros (Biostat ED, B.
Braun, Alemanha). Este reactor, com capacidade de
auto esterilizagdo possuia sensores de temperatura,
pH e oxigénio dissolvido, uma valvula para
controlo de pressdo e varias portas para adicdo de
inoculo, meios de fermentacio e reagente
controlador de pH. Estava ainda equipado com
sistemas de controlo automatico para a temperatura,
pH e nivel de espuma, embora estes dois ultimos
ndo fossem usados.

A fermentagdo ocorreu sem arejamento, uma vez
que a endopoligalacturonase apresenta maior
rendimento de  producdo em  condigdes
microaerofilicas (Barnby, 1990). As fermentacdes
estudadas comegaram com uma densidade optica de
cerca de 0.2 (0.5 g de biomassa por litro de
solugdo) e pH 5.00+£0.01. Foram colhidas amostras
no arranque da fermentagdo e a intervalos de hora e
meia durante todo o processo. O pH foi ajustado
manual e continuamente durante toda a
fermentacdo com hidréxido de sédio, sendo esta
considerada como terminada quando toda a glucose

se esgotou.
A biomassa foi determinada, ap6s homogeneizagao,
por densidade Optica a 620 nm num

espectrofotometro (Jasco, Jap@o), usando 4agua
destilada como branco (através de uma curva de
calibracdo de densidade Optica vs. peso seco).
Depois de centrifugadas a 5000 r.p.m. (Sigma
4K10, B. Braun, Alemanha), o sobrenadante foi
analisado para a determinagdo da concentracdo de
acucares redutores usando o método DNS (Miller,
1959), amoénia usando um Kit TC ureia/amoénia
(cat. 542946 da Boehringer Manhein, Alemanha),
etanol, acetato de etilo e acetaldeido determinados
por cromatografia gasosa (CP 9001, Chromapack,
Holanda), usando coluna de Halcomide M18 a 1 %
e CW a 4 %, 400 Csorb WAW 6080 mesh-
(Chrompack, Holanda), proteinas, usando o método
de Bradford (1976) e a actividade da
endopoligalacturonase (método da cianoacetamida,
Honda et al., 1982).



As proteinas soliveis e a actividade enzimatica
foram determinadas apos didlise contra 4agua
destilada durante 16 horas usando membranas com
MWCO 14 000 Da (Medicell, USA). Depois de
dializadas, as amostras foram concentradas 30
vezes (por desidratacdo com polietilenoglicol —
PEG 20 000, seguida de reconstituicdo com um
volume de agua trinta vezes inferior) e analisadas
por Fast Performance Liquid Chromatography
(FPLC) para isolar a poligalacturonase das restantes
proteinas presentes na amostra. Em cada fracgéo

recolhida apds FPLC,foram quantificadas as
proteinas  soluveis e a  actividade da
poligalacturonase.

2.2. Cultura continua

A fermentagdo continua teve lugar num reactor de 7
litros, em Perpex” — airlift. Este reactor estava
equipado com sensores para a temperatura, pH e
oxigénio dissolvido assim como varias portas para
entrada de meio, saida de efluente e tomada de
amostras. A temperatura foi mantida a 30 °C por
meio de uma dupla camisa por onde circulava agua
aquecida. O reactor foi esterilizado com uma
solucdo de hipoclorito de sddio a 10 % durante 24
horas. O meio de cultura utilizado foi o
anteriormente descrito, excepto no que se refere a
concentracao de glucose, que foi aumentada para
50 g/l.

O sistema foi mantido fechado durante as primeiras
18 horas, ap6s as quais, a bomba de alimentagdo foi
ligada dando-se inicio a fermentagdo em sistema
continuo. Foram estudados quatro estados
estacionarios a taxas de diluicdo de 0.04, 0.07, 0.1 ¢
0.15 h''. Para cada estado estacionario, e durante
pelo menos 2 horas, o ajuste de pH foi feito
manualmente através de uma bureta, de modo a
determinar com precisdo a quantidade de base
consumida. Foi considerado que se atingiu um
estado estacionario sempre que a concentragdo de
biomassa ¢ glucose se mantiveram constantes
durante, pelo menos, quatro horas ¢ meia. Foram
colhidas amostras em todos os estados estacionarios
¢ analisadas relativamente aos mesmos parametros
descritos para a cultura em sistema fechado.
Excepgao feita para a biomassa que foi determinada
directamente por peso seco (secagem durante 12
horas a 121 °C) e viabilidade celular (método do
azul de metileno).

3 - Resultados e discussao

3.1. Fermentac¢ao em sistema fechado

A figura 1 mostra uma fermentacdo tipica para a
estirpe Kluyveromyces marxianus (CH4-1).

Tempo (h)

Figura 1. Grafico representativo da evolugdo da
fermentacdo em sistema fechado; glucose (A);
biomassa (e); actividade enzimatica (#); base
consumida (m).

Em todas as fermentacdes, a fase de crescimento
ocorreu entre as trés e as nove horas e meia de
cultivo.

A analise ao etanol apresentou o valor maximo de
4.5 g/l no final da fase de crescimento.

Observou-se também que o reagente de controlo do
pH (NaOH) consumido foi proporcional & biomassa
formada como descrito por Vicente et al., (1998).

A actividade da endopoligalacturonase foi
determinada durante todas as fermentacdes, tendo-
se verificado um aumento significativo durante a
fase de maior crescimento, correspondendo a
producdo de proteinas simultaneamente ao
crescimento. Foi determinada em termos de
quantidade de 4cido galacturénico formado (através
da accdo da endopoligalacturonase presente na
amostra) num litro de meio, durante uma hora, a
partir do acido poligalacturénico adicionado.
Analisaram-se ainda outros metabolitos como o
acetato (ndo detectado), acetaldeido e acetato de
etilo que foram detectados em quantidades
insignificantes (0.008 e 0.01 g/l, no maximo).

Foi estudada a relagdo entre a taxa de reagente
controlador do pH consumido ¢ a quantidade de
biomassa produzida, com o objectivo de relacionar
estes valores com a quantidade de enzima
produzida e estabelecer a relagdo entre a quantidade
de reagente controlador do pH utilizado e a enzima
formada. Conhecendo estes dados sera possivel
estabelecer uma estratégia para monitorizar o
processo de producdo de produtos ligados ao
crescimento.

3.1.1. Determinacio da taxa especifica de
producio de protoes (qut)



Como foi avangado anteriormente por Castrillo et
al., (1995) a troca de protdes entre a célula e o meio
responsavel pela variagdo de pH observadas em
culturas biologicas ¢ um processo de varias
componentes onde estdo envolvidos diferentes
mecanismos. A actividade metabdlica gera ou
consome protoes, dependendo do padrio
metabdlico que prevaleca. O equilibrio de
dissociagdo dos substratos adicionados, ou produtos
podem contribuir para o aparecimento ou
desaparecimento de protdes. Outros componentes
do meio podem fornecer uma capacidade tampao
que varia de acordo com o meio ¢ as condigdes da
cultura.

A segunda contribuicdo pode ser eliminada se os
substratos forem adicionados ao mesmo pH da
cultura, no caso da cultura continua ou semi-
continua ou se o pH da cultura for ajustado ao da
fermentacdo no seu inicio (sistema fechado). Em
muitos casos, como € o da cultura em acticar em
condigbes aerdbias, a contribuicdo da produgdo
externa de metabolitos acidos ou basicos pode ser
considerada negligencidvel. Quando a cultura esta
em condi¢des de pH constante, qualquer variagdo
na concentracdo de pH é compensada pela adi¢ao
de acido ou base ao meio. Uma vez que estes
também serdo sujeitas a capacidade tampao do
meio, este elemento ¢ anulado e os equivalentes de
acido ou base adicionados podem ser usados como
uma medida directa da taxa metabolica de
producido/consumo de H' pela cultura. Estudos nos
quais foi observada uma associacdo entre o
crescimento e a variagdo do pH do meio parecem
mostrar que a actividade metabdlica ¢ a principal
razdo para a troca de protdes entre 0 meio e as
células (Huth et al., 1990a,b,c; Kotyc, 1989 e Sigler
e Hofer, 1991). Estes resultados foram confirmados
por Castrillo et al. (1995) que, depois da
determinacdo rigorosa da taxa especifica de
producdo de protdes (qut), concluiu que a via de
assimilagdo do azoto € a principal responsavel pelas
variagdes de pH do meio durante o crescimento
celular em condi¢des aerdbias.

Segundo Castrillo ef al., (1995), a determinagdo do
gut compreende dois passos:

- Determinacdo do fluxo de acido/base necessario
para manter o pH constante.

- Aplicagdo do balango de massa aos protoes
presentes no meio.

O primeiro passo consiste na medida do volume da
base que foi usado para manter o pH da cultura
constante durante um determinado intervalo de
tempo. Representando estes dados num gréfico
tempo vs. volume de base consumida, o seu declive

corresponde ao consumo de base (ml/h).
O proéximo passo ¢ a aplicagdo do balango de massa
de protdes ao meio do reactor

[acumulagdo] = [entrada] - [saida] +
[aparecimento/desaparecimento no meio devido ao
metabolismo celular] -
[aparecimento/desaparecimento no meio devido a
adigdo externa de acido ou base] Q)

3.1.2. Determinacio da taxa especifica de
producio de biomassa (piomassa)

A taxa especifica de produgdo de biomassa
representa a variagdo da producdo de biomassa em
equivalentes, por grama de biomassa média no
periodo de tempo considerado, por hora (Castrillo e
Ugalde, 1994; Herbert, 1976 e Vicente et al., 1998).
Um equivalente de biomassa ¢ definido como uma
mole de biomassa, considerando que a biomassa
tem a formula CH; 790 57N 15 (Castrillo e Ugalde,
1994).

A aplicabilidade do método descrito por Vicente et
al., (1998) a culturas em sistema fechado foi
confirmada para a estirpe K. marxianus (CH4-1),
tendo sido calculada a relagao qu+/Qpiomassa Para esta
estirpe.

Para cada organismo, a quantidade de azoto por
peso seco depende de varios factores, entre os quais
a fonte de carbono e as condi¢cdes de cultura.
Apesar de poderem ocorrer variagdes pode ser
considerada aproximadamente constante, sendo
possivel formular uma composigdo elementar
média para a biomassa (Herbert, 1976 e Oura,
1972). Na maior parte das formulagdes, apos
normalizagdo para que contenha um 4atomo de
carbono obtém-se quantidades de azoto a volta dos
0.15 (Oura, 1972; Verduyn et al., 1991; Castrillo e
Ugalde, 1994; Roels, 1980 e Stonnleitner e
Kippeli, 1986). E a partir deste conceito que sdo
formuladas as equagdes estequiométricas para o
crescimento, onde a composi¢do da biomassa tem a
formula geral CHxOyNx normalizada para conter
um atomo de carbono (Castrillo e Ugalde, 1994;
Herbert, 1976 e Oura, 1972). A reaccao global para
o crescimento em glucose e sais de amonio pode ser
representada pela equagdo
aCgH},04+bNH, +cO, —cH,N,0,+dH+eCO,+fH,0 (2)

As taxas de produgdo e consumo ndo sdo
independentes, estando associadas através de
relacdes estequiométricas especificas (Herbert,
1976 e Roels, 1980)

qut/qn=d/b (3)
e



qH+/ qbiomassa:d (4)
O azoto presente nos reagentes vai ser usado para
formar biomassa, portanto,

b=z (5)
Segundo Castrillo et al., (1995), quando sdo usados
sais de amonio como fonte de azoto, verifica-se a

relacdo

qut/qn=1 (6)
e

qH+/ Obiomassa =b =d=z (7)

Sera esperada uma relacdo directa entre a taxa
especifica de producdo de protdes (qut) € a taxa
especifica de producdo de biomassa (Qpiomassa), qUE
correspondera a quantidade de azoto na biomassa.
A figura 2 representa a evolugdo do qu', Qpiomassa €
qut/Qbiomassa durante um processo de cultivo.
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Figura 2. Evolugdo da relacdo qu+/qpiomassa (W) 20
longo da fermentagao; Gpiomassa: (®); Gr+: (A).

Este coeficiente tem um valor médio de 0.41,
superior ao 0.15 esperado, segundo consta na
literatura para sistemas com metabolismo
respiratorio e respiro-fermentativo (Oura, 1972;
Roels, 1980; Verduyn et al., 1991 e Vicente et al.,
1998). O desvio deste valor deve-se,
provavelmente, ao facto do metabolismo presente
ser fermentativo, devido a limitagdo de oxigénio.
Nao ¢ introduzido ar no vaso de cultura uma vez
que a sua presenga tem um efeito inibitorio na
producdo da enzima em estudo. No inicio da
fermentacdo, a relacdo gqH+/gbiomassa ¢ 0.15, o
que pode ser devido a presenga de oxigénio
suficiente para que exista um metabolismo
respiratorio. Uma vez eliminados todos os factores
conhecidos que podem levar ao desvio do valor
0.15 esperado, pode suspeitar-se que o metabolismo
fermentativo produz compostos capazes de
influenciar o valor de qug+. A determinacao desses
compostos ndo estava no ambito deste trabalho,
pelo que isto pode ser uma proposta para
desenvolver futuramente. Assim, pode-se dizer que,
nestas condigdes, o valor de qut+ pode ser utilizado
para observar desvios ao valor de 0.15, o que

permite concluir que as condi¢gdes ndo sdo
favoraveis para a producdo de metabolitos
primdrios. Geralmente, condigdes anaerobias de
crescimento causam uma diminui¢do na produgdo
deste tipo de metabolitos, a0 mesmo tempo que
fomentam o aparecimento de outros produtos que
normalmente trazem outros problemas aos
processos de separagdo a jusante. Assim, ¢
desejavel desenvolver um método que permita a
deteccdo dessas condi¢des desfavoraveis, o mais
cedo possivel, de modo a poder estudar-se as
possibilidades e tomar medidas correctivas. Este
método poderd ser, como foi dito anteriormente, a
determinagdo da relacao qu+/qbiomassa-

3.1.3. Estimativa da
biomassa

concentracao de

Como foi mostrado por Vicente et al., (1998), para
uma cultura em sistema fechado com glucose e
sulfato de amonio como fontes de energia e azoto,
respectivamente, ¢ possivel estimar a concentragao
de biomassa através da expressao

Cx a= Cx,ctNow-. Yxmrad V (8)
Nou- - n° de moles de OH"
YxmtacH/qut ©

1L — taxa especifica de crescimento (h™")
Y)(/H+,At:qbiomass/ qH+ ( 1 0)
A figura 3 permite confirmar que o processo acima
descrito permite uma correcta estimativa da
biomassa neste caso.

assa (g/l)

_ biomagsa
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Figura 3. Comparacdo entre a biomassa estimada
() para uma dada cultura, a partir de uma cultura
modelo, e a biomassa efectivamente obtida (m).

3.14. Estimativa da
proteina

concentracao de

Uma vez confirmada a possibilidade de estimativa
da biomassa a partir do conhecimento da
quantidade de reagente controlador do pH
consumido, tentou-se estimar a concentragdo de
produtos ligados ao crescimento, através do mesmo
método. O produto utilizado como modelo foi a
poligalacturonase produzida pela K. marxianus



(CH4-1).

Quando o principal produto de um sistema de
cultivo aparece como resultado de um metabolismo
primario, a sua concentracao aumenta
proporcionalmente a concentracdo de biomassa.
Assim, para uma dada fermentagcdo, onde sdo
obtidos biomassa e produtos primarios, pode ser
definido um coeficiente (Ypx) definido como a
relacdo entre as quantidades de produto e de
biomassa formados num determinado periodo de
tempo. Uma vez que existe uma relagdo directa
entre produtos primarios e biomassa, ¢ esperada
uma relacdo semelhante a que foi estabelecida para
a relacdo da biomassa com o qut+

Psay=P oy tAP (11)
Onde P ¢ a concentracdo de produto (mole de acido
galacturénico por unidade de tempo de reacgdo e
por grama de proteina, por unidade de volume).

YP/X:AP/ACX (12)
Entao

Pag=Piyt Yox ACx ¢ (13)
e

ACx A=(1/V).Non-. Yxmtat (14)
entao

Pag=P oy t(1/V). Nop-. Y xsmta (15)
Ypx pode ser determinado em experiéncias

independentes (Bailey e Ollis, 1986), directamente
ou através da relacao

Yex=(Yrs/Yxis) (16)
Onde Yps ¢ definido como gramas de produto
obtido por grama de substrato consumido ¢ Y5 ¢
definido como grama de biomassa obtida por grama
de substrato consumido.

O valor de Ypx ¢ dado em moles de acido
galacturonico por grama de proteina e por hora de
reacg¢do, por grama de biomassa. Esta quantidade de
proteina devera corresponder inteiramente a
quantidade de endopoligalacturonase, pelo que a
sua separagdo foi feita por FPLC. Os resultados
obtidos ndo foram satisfatorios, uma vez que as
percentagens de recuperagdo da actividade e
proteina total foram muito baixas (cerca de 10 a 15
%). Estes resultados podem ser devidos a técnica de
concentracao necessaria para a analise. Durante o
processo de concentragdo, a membrana fica
totalmente seca, o que pode causar a desnaturacdo
da proteina ou a sua adsorc¢do as paredes da
membrana. Devido a esta limitacdo todos os
calculos foram efectuados com os valores de
proteina total apos didlise da amostra através de
uma membrana 14 000 MWC. Foi considerado
como aproximagao possivel que todas as proteinas
com tamanho igual ou superior a 14 000 Da sdo
endopoligalacturonases.

Uma vez determinados os valores de Yxute Ypx, €
possivel utilizar a taxa de consumo de reagente
controlador do pH para estimar a evolugdo da
concentracdo de produtos primarios. Esta
estimativa também pode ser feita através da relagao
entre a biomassa estimada e o Yxp, que € o inverso
do Ypx anteriormente definido.

Os resultados obtidos estdo presentes na figura 4
em comparagdo com a actividade determinada
experimentalmente para uma fermentacao tipica nas
condicdes estudadas. Ambas as curvas sdo
semelhantes, o que leva a concluir que o modelo
apresentado pode ser usado de um modo muito
satisfatorio.
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Figura
4. Comparagdo entre as actividades enzimaticas
especificas real (m) e estimada (e) para uma dada
fermentacao tipo.

3.2. Fermentacio em sistema continuo

Devido a importancia da producdo de produtos de
valor acrescentado (cuja poligalacturonase ¢ um
caso) em sistemas de cultura continuos ¢ uma vez
demonstrada a possibilidade da estimativa da
concentra¢do de biomassa através do conhecimento
da quantidade de reagente controlador de pH
utilizado para o crescimento (Vicente et al., 1998),
tentou-se estender essa possibilidade de estimativa
aos produtos primarios, neste caso particular, a uma
endopoligalacturonase.

Foram realizadas culturas continuas a diferentes
estados estaciondrios e seguidamente analisadas. Os
resultados obtidos apresentam-se na tabela 1.
Considera-se que se atingiu um novo estado
estacionario quando a concentragdo de biomassa ¢
constante no efluente do reactor (Stafford, 1986),
assim como a concentracdo de substrato e a
actividade enzimatica.

Uma vez atingido um estado estacionario, foram
colhidas varias amostras para serem analisadas e foi
determinada a taxa de consumo de reagente
regulador de pH. Finalizado este processo, fez-se
variar a taxa de diluicdo e esperou-se que se



atingisse um novo estado estacionario para se
repetir o procedimento anteriormente descrito.

Tabela 1. Resultados obtidos durante a cultura em
continuo com glucose (50 g/l) como fonte de
carbono e sulfato de amonio como fonte de azoto.

Taxa de diluicdo (h™) 0.04 0.08 0.1 0.15

Conc. biomassa (g/1) 4.24 4.37 3.35 2.77

Conc. proteina dialisada  29.7 21.4 15.8 12.7

(mg/l)

Actividade (mmol/I/h) 37.6 37.5 43.6 26.2

Actividade (mmol/g  1.27 1.76 2.75 2.06

proteina/h)

Conc. de etanol (g/1) 15.8 14.4 14.8 9.93

Conc. de acetato de etilo  6.88E-2 3.35E-2 2.15E-2 8.97E-3
/1)

(Cgonc, de acetaldeido 1.08E-2 8.50E-3 1.81E-2 1.50E-2

(€4))

Conc. de amonia (g/1) 0.663 0.567 0.536 0.441

Taxa de adi¢do de 9.22 17.6 20.6 24.3

reagente regulador do

pH (ml/h)

Tal como nas fermentagdes em sistema fechado, a
taxa de reagente controlador do pH consumido foi
determinada através do declive da curva tempo vs.
volume consumido. A contribuicdo da base
adicionada para o valor de qu+ foi determinada
mais uma vez. Para este efeito foi necessario
determinar a taxa de consumo de amonia (qnuz) ©
aplicar as correc¢des correspondentes, para
determinar o valor real do qu+ que corresponde ao
metabolismo do carbono. Uma vez feita esta
determinagdo, chega-se a conclusdo que a
concentracdo de amoénio varia em torno de um
ponto médio, pelo que se decidiu nido considerar
este valor para a determinacdo do gqy+. Analisando
a tabela 1 pode-se concluir que a concentragao de
acetaldeido e acetato de etilo sdo muito baixas.
Mesmo assim, foram feitas as correcgdes propostas
pelo método apresentado por Vicente et al., (1998).
O meio de cultura foi alimentado a um pH de 4.20,
pelo que foi necessario subtrair a sua contribuigao
para o consumo de reagente regulador do pH.

A partir dos valores apresentados na tabela 2 ¢
possivel determinar a relacdo qut/Quiomassa para
diferentes estados estacionarios. Pode verificar-se
que estes valores estdo mais proximos de 0.15,
talvez devido as condig¢des oxidativas presentes no
bioreactor (a mistura ¢ feita pelo ar — airlift). Estes
resultados confirmam que a relagdo qut/Qbiomassa
pode ser utilizada para calcular possiveis desvios as
condig¢des Optimas da cultura.

4 - Conclusao
Os dados obtidos por Vicente et al., (1998) foram

confirmados através da realizagdo de culturas em
sistema fechado. O valor da relacdo qu*/Qbiomassa

para esta estirpe foi determinado e ¢ 0.41, valor
superior ao 0.15 descrito na literatura (Oura, 1972;
Verduyn et al., 1991 e Vicente et al., 1998)
provavelmente devido ao metabolismo ser
fermentativo por limitacdo de oxigénio. Usando
este modelo para a producao de proteina foi obtida
uma relacdo muito satisfatoria entre os valores
estimados e aqueles que foram obtidos
experimentalmente nas culturas usadas como
modelo, o que leva a conclusao de que o modelo
pode ser aplicado a produtos ligados ao
crescimento.

Tabela 2. Calculos dos parametros relevantes
efectuados para a fermentagdo continua (act.
corresponde a actividade da enzima, em unidades
de mmol ac. galacturdnico/g proteina/h).

Taxa de diluigdo (h™) 0.04  0.08 0.1 0.15
Qurteorrigido (mmol/h/g  0.300  0.564 0.857 1.23
biomassa)

Qpiomassa (07) 0.04  0.08 0.1 0.15
Qproteina (Mg/h/g biomassa) 0.344  0.522 0.427 0.569
qQutH/Qviomassa (mol/mol  0.188  0.176 0.214 0.204
biomassa)

Produtividade (act/h) 0.051  0.141 0.275 0.310

Conc. de biomassa obtida 4.24 4.37 3.35 2.77

(€2
Actividade obtida (act) 127 176 2.75 2.06

As relagdes obtidas para as culturas em sistema
continuo revelam a possibilidade de detecgdo de

possiveis desvios as condigdes Optimas de
fermentacdo e/ou de produgdo de produtos,
considerando como condigdes optimas
metabolismos respiratorios ou respiro-
fermentativos.
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