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APRESENTACAO

A Colecdo “A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel’
apresenta artigos de pesquisa na area de quimica e que envolvem conceitos de
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciéncias naturais. A obra contem 69 artigos,
que estao distribuidos em 3 volumes. No volume 1 sdo apresentados 29 capitulos
sobre aplicacbes e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentaveis e
polimeros biodegradaveis; o volume 2 retine 20 capitulos sobre o desenvolvimento
de materiais alternativos para tratamento de agua e efluentes e propostas didaticas
para ensino das tematicas em questao. No volume 3 estdo compilados 20 capitulos
que incluem artigos sobre 6leos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de
combustiveis.

Os objetivos principais da presente cole¢cdo s@o apresentar aos leitores
diferentes aspectos das aplicagcbes e pesquisas de quimica e de suas areas correlatas
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e
0 ensino de quimica de forma transversal e ludica.

Os artigos constituintes da colecdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até
mesmo para a atualizagcdo do estado da arte nas areas de adsorventes, polimeros,
andlise e tratamento de agua e efluentes, propostas didaticas para ensino de
quimica, 6leos essenciais, produtos naturais e combustiveis.

Apés esta apresentagéo, convido os leitores a apreciarem e consultarem,
sempre que necessario, a colegdo “A Quimica nas areas natural, tecnologica e
Sustentavel”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: No presente trabalho, é apresentado
um estudo do cultivo de um fungo num biorreator
de leito empacotado construido de forma modular
para fermentacédo em estado sélido, seguido da
extracdo de enzimas por percolagdo. O reator
foi operado em batelada com trés moddulos
fermentativos. O microrganismo cultivado foi o
fungo Aspergillus niger, usando como substrato
bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo. A
extracao foi realizada em dois dos trés médulos
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fermentativos mediante a lixiviagdo com agua
destilada, sob vazbes de 60 e 2400 L/h. Em
seguida, também foi realizada extracdo em
tanque das proteinas remanescentes. A analise
térmica demonstrou que os modulos superiores
apresentaram as maiores temperaturas durante
todoocultivo,todaviaesseaumentonaoprejudicou
0 processo, uma vez que a diferenca de proteinas
totais e com atividade de endoglucanase entre
os modulos nao foi significativa. Com respeito a
vazao, foi verificado que a percola¢do a 2400 L/h
extraiu maior quantidade de proteinas do que a
60/L. O sistema de extragdo demonstrou que a
lixiviacao foi eficiente para extracéo de proteinas
com atividade de endoglucanase, contudo
ainda precisa de melhorias para extracdo de
proteinas totais, que podem ser outras enzimas
de interesse.

PALAVRAS-CHAVE: Cultivo soélido, biorreatores,
downstream, enzimas.

Aspergillus niger CULTIVATION IN SOLID
STATE IN PACKED BED BIOREACTOR
FOLLOWED OF ENZYMES EXTRACTION
BY PERCOLATION

ABSTRACT: The current paper presents a study
of a fungus cultivation in a packed-bed bioreactor
built in modules for solid-state fermentation,
followed of enzymes extraction by percolation.
The reactor has been operated in batch-
mode with three fermentative modules. The
microorganism cultivated was fungus Aspergillus
niger, using sugarcane bagasse and wheat bran
as substrate. Extraction was performed for two
of the three fermentative modules by leaching
with distilled water at flowrates 60 and 2400
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L/h. Further, tank extraction of remaining proteins was performed. Thermal analysis
showed that upper modules experienced higher temperatures along the cultivation,
but the mild temperature increase did not harm the process, once total proteins and
endoglucanase activity between both modules did not differ significantly. Concerning
flowrate for extraction, percolation with 2400 L/h extract higher amount of proteins
than with 60/L. The system for extraction demonstrate that leaching was efficient for
extraction enzymes with endoglucanase activity, but still needs improvements for
extraction of total proteins, that may comprise other interesting enzymes.

KEYWORDS: Solid-state cultivation, bioreactors, downstream, enzymes.

11 INTRODUGAO

A fermentacédo em estado soélido (FES) pode ser definida como o crescimento
ou cultivo de microrganismos sobre particulas sélidas Umidas, em situacdes nas
quais 0 espago entre as particulas contém uma fase gasosa continua e a agua esta
impregnada nas particulas ou forma um fino filme sobre elas. Entretanto, o contetdo
de agua da matriz porosa deve ser suficientemente alto para assegurar adequadas
condig¢des para o desenvolvimento microbiano (Mitchell et al., 2006).

Devido as atividades de agua mais baixas nos sistemas de FES em
comparacao aos de fermentacdo submersa (FSm), os microrganismos que
mais se adaptam a esse cultivo sédo os fungos filamentosos. Nesse contexto, o
género Aspergillus, que se trata de um género de fungo filamentoso mesofilico,
se destaca como importante produtor de enzimas celuloliticas, acidos organicos e
outros produtos com alto valor agregado através de FES (Castro, 2006). Diversas
exigéncias para producdo comercial de enzimas sao atendidas por esse género,
como capacidade de crescer em substratos de baixo custo e produgéo de enzimas
estaveis a variagdes de temperatura e pH em uma velocidade relativamente elevada
(Dhingra; Sinclair, 1995).

Em comparagdo aos tradicionais processos de fermentagcdo submersa
(FSm), os processos de FES séo particularmente atrativos, especialmente pela
possibilidade de minimizar o problema da disposi¢éao inadequada e desperdicio dos
rejeitos solidos agroindustriais, que podem ser utilizados como substratos de baixo
custo com pouca adi¢éo de nutrientes, além de minimizar os riscos de contaminacgéo
devido a baixa umidade do meio (Pandey, 2003).

No entanto, apesar de seu excelente potencial de aplicagéo, a FES ainda
ndo estd plenamente estabelecida como alternativa industrial bem-sucedida,
principalmente devido a falta de equipamentos industriais disponiveis e otimizados.
Fundamentalmente, a solucéo desse impasse depende de estudos de engenharia,
incluindo modelagem, simulacédo e experimentagéo, envolvendo ensaios em escala
de bancada e piloto.
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Pensando na ampliacdo de escala de bioprocessos de FES, tornam-se
necessarios biorreatores apropriados para condugédo do processo. Neste contexto,
cabe lembrar dos leitos empacotados, amplamente aplicados em importantes
operacdes unitarias nas industrias quimicas, de alimentos e de bioprocessos. Alguns
exemplos de aplicagcéo incluem seus usos como filtros, separadores, absorvedores,
secadores, trocadores de calor e reatores quimicos e bioquimicos (Thoméo et
al., 2004; Wen; Ding, 2006). Um caso particular de sua aplicagdo como reatores
bioquimicos é a prépria FES.

Biorreatores de FES de leito empacotado consistem em uma coluna de
sec¢ao transversal cilindrica encamisada, orientada verticalmente e com uma placa
perfurada no fundo para suportar o leito de substrato, com ar sendo continuamente
soprado através da base e percolando através do leito. Varios estudos vém sendo
conduzidos para producdo de biocompostos microbianos nestes biorreatores, com
destaque para enzimas (Casciatori; Thoméo, 2015).

Todavia, apesar do 6timo potencial de aplicacdo demonstrado em estudos
prévios por Zanelato et al. (2012), Casciatori (2015) e Perez et al. (2019), biorreatores
de FES de leito empacotado s@o raramente operados em larga escala ao longo de
todo o periodo de cultivo. Para o projeto e desenvolvimento destes biorreatores, é
necessario um grande conjunto de informacgdes a respeito do microrganismo, do
meio e das varidveis operacionais.

Um dos principais problemas na operacao desta classe de biorreatores é a
remocao deficiente do calor metabdlico gerado, em decorréncia de fatores associados
ao substrato, ao microrganismo e a operagao do sistema. Normalmente, residuos
agroindustriais sdo materiais organicos e, portanto, possuem condutividades
térmicas baixas, o0 que, associado as pequenas vazdes de escoamento, torna baixas
as condutividades térmicas efetivas estatica e dinamica, dificultando a disperséo do
calor (Casciatori et al., 2013).

Outra dificuldade na operagéo de biorreatores de leito empacotado é a
secagem do meio poroso ao longo da fermentacéo (Zanelato et al., 2012; Casciatori
et al.,, 2016), o que tem consequéncias diretas sobre o0 crescimento fungico e
producdo de metabdlitos. A reducdo de umidade do meio é decorrente do néao-
equilibrio termodin&mico entre o ar e o substrato.

Ademais, a definicéo de critérios de ampliagéo de escala para biorreatores de
FES em leito empacotado néo é trivial. Quando da ampliagdo de escala de reatores
quimicos de leito catalitico heterogéneo, recomenda-se que o aumento da vazéo
de operacao seja proporcional ao aumento do volume do reator, de modo a manter
constante o gradiente longitudinal de temperatura (Nauman, 2002). No entanto, para
FES ha a limitacdo de se empregar baixas vazdes de ar para néo ressecar o meio de

cultivo, de modo que gradientes axiais de temperatura sdo praticamente inevitaveis e
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as temperaturas podem atingir valores criticos. Além disso, enquanto nos processos
de FSm o desenvolvimento do microrganismo é limitado apenas pela transferéncia
de oxigénio na interface gas-liquido, nos processos de FES o crescimento pode ser
limitado por transferéncia de calor, oxigénio, nutrientes, metabdlitos e agua. Como
resultado, ndo ha critérios fixos para ampliacdo de escala desses sistemas e fica
evidente a necessidade da ampliacdo dos estudos nessa éarea.

Aextragdo dos subprodutos originados na FES também carece de otimizacéo,
todavia ela é favorecida pelo fato de os produtos se encontrarem em concentracdes
elevadas (Pandey, 2003). Trata-se de uma extragcédo soélido-liquido que pode ser
realizada por lixiviacdo ou em tanque de mistura. Nesse contexto, a lixiviagao
se mostra como alternativa interessante, visto que pode ser realizada tanto em
leitos fixos como em leitos méveis (Richardson; Harker; Backhurst, 2002). Alguns
fatores influenciam a eficiéncia da extragdo, como a vazao, tempo, tipo de solvente,
volume de solvente e temperatura. Desse modo, é necessario que tais fatores
sejam ajustados de acordo com a molécula de interesse a ser extraida, bem como
sistemas de extracdo precisam ser projetados de acordo com as especificidades do
biorreator.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil térmico do
cultivo de A. niger em biorreator de FES em leito empacotado e analisar a influéncia

da vazao na extracao por lixiviacao das proteinas produzidas.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo e substrato

Como estudo de caso, foi realizado o cultivo do fungo Aspergillus niger
C, mesma espécie utilizada na simulacéo feita por Mitchell et al. (2010). O
isolado utilizado pertence a colecdo do Laboratério de Agroenergia da Embrapa
Instrumentacdo (Sédo Carlos — SP). Para ativagdo da cepa, o fungo foi repicado
em meio nutriente liquido. O frasco foi mantido em incubadora com agitacdo de
220 rpm, a 30°C por 48 h. Entéo, foi preparada uma solugdo estoque do fungo
em tubo criogénico com glicerol a 20 % a — 80°C. Para utilizagdo, a cultura foi
repicada em frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL de meio Agar-Sabouraud-
Dextrose inclinado. Esses frascos foram mantidos em camara DBO por 7 dias a 30
°C, para crescimento do inoculo, apds o que foram adicionados 100 mL de solucédo
nutriente para remoc¢éao dos esporos crescidos na superficie. Uma aliquota de 1
mL foi retirada da suspenséo para contagem de esporos em camara de Neubauer,
sendo a concentragéo final da suspenséo ajustada para se ter padronizagdo da
concentragdo do inéculo.

Como substratos, foram empregados bagaco de cana-de-agUcar e farelo de
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trigo na proporcao 7:3 (m/m). O bagacgo foi doado pela Usina Santa Cruz, situada
em Américo Brasiliense — SP, empresa do Grupo S&o Martinho. O farelo de trigo foi
comprado no comércio de Sao Carlos — SP. O bagaco foi seco em estufa a 60 °C e

peneirado para uniformizagéo de tamanho das fibras.
2.2 Etapas upstream

Aesterilizacdo dos médulos previamente aos cultivos foi feita por limpeza com
etanol 70 %. A esterilizacdo do substrato foi feita por calor Umido em autoclave (121
°C, 1,1 atm, 20 minutos), em sacos plasticos ja contendo a quantidade suficiente
de substrato seco para empacotar um moédulo. A umidificagdo do material até o
contetdo de umidade de 75 % em base umida (b.u.) foi feita com solucdo salina
(Zanelato et al., 2012) e a inoculagdo do material foi feita com a suspenséo de
esporos.

A solugéo e a suspenséo foram acrescentadas ao substrato no préprio saco
plastico em que o mesmo foi esterilizado, sendo essas duas etapas realizadas dentro
de camara de fluxo laminar, seguidas de mistura manual. Depois disso, o material
foi empacotado nos modulos segundo a técnica simples descrita por Casciatori et
al. (2014).

2.3 Biorreator de FES em leito empacotado

A configuracdo de biorreator proposta neste trabalho foi muito similar a ja
empregada nos estudos de Casciatori (2015) e Perez et al. (2019). O ar foi fornecido
por compressor e filtrado para retirada de impurezas grosseiras, passou por valvula
de agulha e medidor de vazéo, ap6s o que foi umidificado em coluna encamisada,
recheada de esferas de vidro e preenchida de agua.

Os modulos empregados na estrutura do biorreator foram feitos em acgo
inoxidavel, com comprimento de 10 cm cada e didmetros interno e externo de 13 e
15 cm, respectivamente, sendo o espaco anular usado como camisa para circulacéo
de agua na temperatura ideal de processo. O biorreator foi orientado verticalmente e
operado em batelada, sendo composto por 1 médulo de entrada (médulo 1 na Figura
1) e 1 de saida (mddulo 7 na Figura 1), 2 modulos acessérios (mddulos 2 e 6) e 3
modulos fermentativos (modulos 3 a 5). Na base de cada modulo, foi fixada uma tela
para sustentagéo da matriz sélida.
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Figura 1: Diagrama esquemético da estrutura do biorreator.

A velocidade superficial do ar foi mantida constante em 0,7 cm/s. As
temperaturas do ar percolante (saturado de umidade) e da camisa do biorreator foram
30 °C, ideal para crescimento da cepa utilizada do fungo A. niger. Os modulos de
entrada e de saida também foram encamisados e possuiam as mesmas dimensoes
dos intermediarios, mas com interior coénico. O médulo de entrada foi preenchido
com esferas de vidro para estabelecimento do perfil de escoamento do ar e o de
saida foi mantido vazio. Os modulos acessorios, localizados ap6s a entrada e antes
da saida, foram preenchidos com material inerte tmido e seco, respectivamente.
O modulo acess6rio umido protege o primeiro médulo inoculado da secagem, ja
0 moédulo seco € necessario para absorver goticulas de agua condensadas nas
paredes do médulo de saida devido ao contato com ambiente externo a temperatura
mais baixa.

Termopares tipo T foram instalados em vérias posicdes longitudinais do
fermentador, sendo inseridos radialmente através de flanges de acoplamento entre
o0s mbdulos, permitindo acompanhar a temperatura ao longo do processo. Os sinais
foram registrados por sistema de aquisicdo de dados da National Instruments
COMPAQ-DAQ, gerenciado por uma rotina do software Labview (National
Instruments, Austin, USA).

2.4 Etapas dowstream

Para a extracdo das proteinas secretadas, foi construido um sistema
utilizando os mesmos médulos dos experimentos de cultivo em biorreator, o qual
consistiu em um médulo de entrada, um moédulo intermediario contendo o material
a ser extraido e um modulo de saida. A entrada foi preenchida com esferas de vidro
a fim de dispersar a passagem de liquido no leito. A flange de separagédo entre
os modulos de entrada e o intermediario foi modificada com a colagem de uma
tela de nylon, além do acoplamento de uma placa perfurada de metal para evitar a
passagem das esferas de vidro. A placa e a tela também foram adicionadas a flange
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de saida para evitar arraste do substrato.

Foram comparadas duas vazdes de percolacdo 60 e 2400 L/h, aplicadas nos
modulos 3 e 5 da Figura 1, respectivamente. Em seguida, foi realizada a extracao
convencional em tanque, conforme Perez et al. (2019), empregando-se 10 mL de
agua destilada por grama de substrato solido seco inicial, com objetivo de recuperar
as proteinas remanescentes e avaliar a eficiéncia da extracdo por lixiviagéo. Para
facilitar a identificagcdo de cada extragédo foi utilizada a seguinte nomenclatura: M3L,
M3B, M5L e M5B, que correspondem a extragdo do modulo 3 por lixiviagédo, extracao
do remanescente do modulo 3 em tanque, extracao de 5 por lixiviagdo e de 5 em
tanque, respectivamente.

A concentracdo de proteinas foi analisada pelo método de Bradford (20pL
da amostra, 1 mL do reagente de Bradford, 5 min a temperatura ambiente) e a
absorbancia foi lida a 595 nm. A atividade de endoglucanase foi determinada de
acordo com Ghose (1987), na qual 0,1 mL de amostra e 0,9 mL de solu¢édo 4 %
(m/v) de carboximetilcelulose em tampédo acetato 0,1 M pH 5,0 reagiram por 10
minutos a 60 °C. A quantificagcdo de agucares redutores liberados foi determinada
segundo Miller (1959), com leitura de absorbancia a 540 nm. Com os valores de
absorbancia lidos nos testes de Bradford e na quantificacéo de acgucares redutores,
foram calculadas a concentragdo de proteinas, a atividade de endoglucanase e a
atividade enzimatica especifica das amostras.

Para obtencéo da concentracédo de proteinas, foi utilizada curva padrao de
soro-albumina bovina, j& para a obtencédo da atividade de endoglucanase, uma
curva padréo do reagente DNS foi construida, a partir de solugbes com diferentes
concentragdes de glicose. Os valores de absorbéncia foram, entéo, convertidos em
concentragéo de glicose em ymol/mL. Tal valor foi dividido pelo volume de extrato
enzimatico utilizado e pelo tempo de reagéo. A unidade foi convertida para U/gss
(gss: gramas de substrato seco inicial) multiplicando-se o valor em U/mL pela
razdo de volume de 4gua por massa de substrato seco na extragdo. Para calculo
da atividade especifica, os valores em U/mL foram divididos pela concentragédo
de proteinas (mg/mL), resultando em U/mg de proteina. Quanto maior a atividade

especifica, maior pureza de endoglucanase.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil térmico do biorreator

A Figura 2 apresenta o perfil térmico do biorreator operado em batelada, na
qual é possivel verificar que houve um pico de geragédo de calor por volta de 20
horas de cultivo. O valor maximo registrado foi de 32,6 °C alcan¢ado na saida do
modulo 4. Apos esse pico, houve uma queda nas temperaturas, que pode ter ocorrido
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devido ao ar ter ficado abaixo da saturagéo (devido ao aquecimento) nesse intervalo
de tempo, desse modo tendo adquirido capacidade para remover calor evaporativo,
fazendo com que as temperaturas diminuissem. Além disso, a atividade metabdlica
do fungo tende a decair em funcdo da curva de crescimento microbiano tipica.

Mddulo3
Médulod
33 Madulo5
32 4
5 314
o
]
2
2 304
o
o
o
£ 29
(0]
[
28 4
27 4
T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Tempo (h)

Figura 2: Temperatura dos modulos fermentativos do biorreator em funcéo do tempo de
cultivo.

Durante todo o cultivo, os mddulos fermentativos mais distantes da entrada
(modulos 4 e 5) apresentaram temperaturas superiores em relagdo ao modulo
3, 0 que j4 era esperado devido ao efeito advectivo da aeragdo ascendente e a
dificuldade de remocéo do calor metabdlico gerado, uma vez que a condutividade
térmica do substrato e o coeficiente convectivo de transferéncia de calor sé&o
baixos. No entanto, o aumento de temperatura nao foi tdo elevado quanto o que é
reportado na literatura, o que pode ser decorrente da alta porosidade do substrato,
proporcionada pelo bagacgo de cana, o que favorece a remog¢éao de calor metabolico
(Casciatori et al., 2014). Além disso, o didmetro do leito é tal que ainda proporciona
significativa remogé&o de calor por conducéo radial (Casciatori et al., 2016). Ao final
do cultivo, todos os modulos tenderam para a temperatura de circulacdo de agua na
camisa (30 °C), indicando redugéo da taxa de geracgéo de calor.

Tendo em vista que a quantidade de moédulos fermentativos foi baixa, a
ndo homogeneidade térmica do biorreator foi pouco expressiva. Contudo, para
um numero maior de modulos, a temperatura pode aumentar até um ponto que
comprometa o desempenho do biorreator. Uma das formas de minimizar esse
problema, em leitos mais longos, é através da movimentagao periédica dos mddulos
durante o cultivo, conforme proposto e mostrado como promissor no trabalho de
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simulagéo realizado por Mitchell et al. (2010).
3.2 Extracao de proteinas totais e com atividade de endoglucanase

Os resultados de massa total de proteinas soluveis extraidas, atividade de
endoglucanase total recuperada e atividade enzimatica especifica dos médulos 3 e 5
séo apresentadas na Tabela 1. Apesar de 0 médulo 5 ter apresentado a maior massa
total de proteinas recuperadas e maior atividade de endoglucanase, este modulo
ndo apresentou maior atividade enzimatica especifica, indicando que no médulo 3
a pureza do extrato enziméatico em proteinas com atividade de endoglucanase foi
maior. A diferenca dos resultados entre os dois modulos néo foi significativa (a = 5
%), todavia os maiores valores de proteinas totais e com atividade de endoglucanase
foram observados no moédulo 5, que estava a uma temperatura ligeiramente
superior. Isso sugere que o aumento de temperatura néo prejudicou o processo,
podendo inclusive ter acelerado o crescimento e consequentemente a produgao
de proteinas totais, embora a seletividade pela sintese de enzimas com atividade
de endoglucanase tenha diminuido, refletindo-se na menor atividade especifica
total. A Figura 3 apresenta os dados, respectivamente, da massa de proteinas
totais extraidas (a), da atividade de endoglucanase por grama de substrato (b) e da
atividade especifica (c) dos médulos fermentativos 3 e 5, de acordo com o método
de extracgéo utilizado.

Médulo 3 Médulo 5

Massa de proteinas extraidas (mg) 247 + 51 332+19
Atividade de endoglucanase (U/gss) 148 + 29 211 +£84
Atividade especifica (U/mg) 225 +39 209 +57

Tabela 1: Proteinas totais, atividade endoglucanase e atividade especifica dos modulos
3eb.
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Figura 3: Dados da etapa downstream dos modulos 3 e 5 (a) massa de proteinas
recuperada (mg); (b) atividade de endoglucanase recuperada (U/gss); (c) atividade
especifica do extrato (U/mg

proteina)'

De acordo com a Figura 3a, a lixiviagcdo foi mais efetiva que o método
convencional em batelada para extragdo de proteinas em ambos 0os modulos. No
entanto, no médulo 3, 70 % da massa total de proteinas recuperadas foi extraida por
percolagcéo a 60 L/h, enquanto que no médulo 5 obteve-se 79 % da massa total de
proteinas recuperada por percolagdo a 2400 L/h. Tal diferenca foi estatisticamente
significativa (a = 5 %), o que denota que a mais alta vazao de percolagéo foi mais
eficiente para recuperar as proteinas soluveis totais secretadas para o meio de
cultivo.

Em termos de atividades absoluta (Figura 3b) e especifica (Figura 3c) de
endoglucanase, foi observada maior recuperacéo por lixiviagdo nos dois modulos
em relacéo a extracdo em batelada, contudo ndo houve diferenca significativa entre
as vazdes de percolagdo para estas variaveis respostas (a = 5 %). No caso da
atividade de endoglucanase, o resultado néo significativo pode estar relacionado
ao grande desvio padréo observado no médulo 5, o que € inerente ao método de
determinacé@o da atividade. Com respeito a comparacéo entre os valores médios
de atividades entre as duas vazdes, pode-se afirmar que a maior vazao foi mais
favoravel a extracdo proteinas com atividade de endoglucanase, o que pode estar
associado ao fato de estas enzimas estarem fortemente adsorvidas a superficie das

particulas de bagaco, ricas em celulose, que € o substrato da enzima.
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Além disso, pode-se inferir que a maior vazao néo causou a desnaturagcéo
das enzimas, uma vez que a analise de variancia (a = 5 %) mostrou ndao haver
diferenca significativa entre as atividades especificas entre M3L e M5L, entre M3L e
M3B e entre M5L e M5B, indicando que a atividade de endoglucanase foi preservada

dentro do total de proteinas recuperadas pelos diferentes métodos.

41 CONCLUSOES

O biorreator de leito empacotado ndo apresentou homogeneidade térmica ao
longo de seu comprimento, visto que os médulos mais distantes da entrada atingiram
temperaturas mais elevadas, mas o aumento de temperatura nao foi expressivo.
Além disso, a maior produgéo de proteinas e maior atividade de endoglucanase no
maodulo superior indicam que o ligeiro aumento da temperatura ndo prejudicou o
processo, podendo inclusive ter acelerado a reagédo bioquimica.

Quanto as etapas de downstream, tem-se que o sistema de extracdo soélido-
liquido desenvolvido para extracéo de celulases produzidas por FES em biorreator
de leito empacotado € viavel e promissor, uma vez que a quantidade de proteinas
com atividade de endoglucanase remanescentes apds a extragcao por percolagédo
foi baixa. Contudo, o sistema ainda pode ser otimizado, visto que o conteldo
de proteinas totais remanescentes ainda é elevado. Com respeito a vazdo de
percolagéo, a maior vazdo melhorou o desempenho da extracdo e ndo causou

desnaturacédo enzimatica por cisalhamento.
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