Az

=¥

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA
AREA DE CONCENTRACAO:
DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

TRANSFERENCIA DE OXIGENIO NO CULTIVO EM ESTADO
SOLIDO DE Drechslera (Helminthosporium) monoceras

Reinaldo Gaspar Bastos
Autor

Prof® Dr® Maria Helena Andrade Santana
Orientadora

Tese de doutorado apresentada a Faculdade de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Campinas como requisito final para obtengao do titulo de

Doutor em Engenharia Quimica

Campinas, 2006



BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE - UNICAMP

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

B297t

Bastos, Reinaldo Gaspar

Transferéncia de oxigénio no cultivo em estado
sélido de Drechslera (Helminthosporium) monoceras /
Reinaldo Gaspar Bastos.--Campinas, SP: [s.n.], 2006.

Orientador: Maria Helena Andrade Santana.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Engenharia bioquimica. 2. Oxigénio -
Transferéncia. 3. Fungos - Crescimento. |. Santana,
Maria Helena Andrade. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. lII.
Titulo.

Titulo em Inglés: Oxygen transfer in solid state cultivation of Drechslera
Palavras-chave em Inglés: Solid state cultivation, Oxygen transfer,

Area de concentracédo: Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos

(Helminthosporium) monoceras

Drechslera

Titulagdo: Doutor em Engenharia Quimica

Banca examinadora: Leda dos Reis Castilho, Ranulfo Monte Alegre, Silvio
Roberto Andrietta e Salah Din Mahmud Hasan.

Data da defesa: 18/12/2006




Tese de Doutorado defendida por Reinaldo Gaspar Bastos e aprovada em 18 de
dezembro de 2006 pela banca examinadora constituida pelos doutores:

N o

Prof® Dr? Maria Helena Andrade Santana (orientadora)

(Phetl

Profa Dr? Leda dos Reis Castilho

)

{
Prof Dr.

A E—

=g 2

Prof. Dr. Silvio Roberto Andrietta

Tro—

-Prof. Dr. Salah Din Mahmud Hasan

G&@ £ J’(/‘?/;

nulfo Monte Alegre /

Q
Ra

——TO TS 3

i







Este exemplar corresponde a verséo final da tese de doutorado em
Engenharia Quimica.

Prof? Dr? Maria Helena Andrade Santana



AGRADECIMENTOS

Agradeco a professora Maria Helena Andrade Santana pela sua
orientagdo sempre eficiente e pela amizade sincera que cultivamos durante estes
anos de convivéncia harmoniosa.

Aos colegas do Laboratério de Desenvolvimento Processos
Biotecnoldgicos (DPB/FEQ/UNICAMP) Adriano, Aline, Amanda, Ana Paula, André,
Beatriz, Christiane, Christine, Classius, Claudia, Elaine, Fernanda, Fernando,
Giuliana, Humberto, Luciana, Lucimara, Pablo, Patricia, Rafaela, Raquel, Salah,
Tatiana e Thais, pelos momentos que passamos juntos e pelo aprendizado que
tive com eles.

Aos amigos do laboratério Amés e Gilson, pela amizade, companheirismo
e por todos os momentos de descontragdo que passamos.

A Kelly, Andréa e Aline do Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibracao (LRAC/FEQ/UNICAMP) pelas micrografias, pela andlise de
fisioadsorcao e granulometria no Mastersizer S (Malvern).

Ao Laboratério de Interacdo  Molecular e  Bioengenharia
(LIMBio/FEQ/UNICAMP), em particular ao colega Igor pela sua ajuda no SDS-
Page.

Ao Prof. Dr. Walderez Gamabale (ICB/USP), pelo fornecimento da cepa
de D. monoceras.

Ao Departamento de Processos Biotecnologicos da Faculdade de
Engenharia Quimica da UNICAMP.

Ao pessoal de Guarapuava/PR, em especial ao Departamento de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual do Centro-Oeste
(DEALI/UNICENTRO), pelo incentivo a qualificacdo do seu quadro docente.

A todos que participaram e de alguma forma contribuiram no
desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus familiares, pelo incentivo.

A Mariana pelo seu amor, carinho e companheirismo durante todos esses
anos, e ao Murilo, por ter surgido na minha vida.

A Aquele, responsavel por tudo.

vi



RESUMO

O cultivo em estado solido tem merecido expressiva atencdo nos ultimos anos
pelas vantagens oferecidas principalmente nos processos que envolvem fungos
filamentosos. Entretanto, o interesse pelos fenémenos de transferéncia de massa
e pelo desempenho de biorreatores € objeto de estudos mais recentes, motivado
pelo escalonamento dos processos. Nesse contexto, o presente trabalho tem
como objetivo estudar a transferéncia de oxigénio no processo de producao de
proteinas alergénicas obtidas da biomassa de Drechslera (Helminthosporium)
monoceras por cultivo em estado solido em colunas de leito fixo com farelo de
trigo e espuma de poliuretano. Os resultados indicam que vazdes de ar da ordem
de 1L/min e 30mm de altura de leito de particulas mantém a umidade inicial do
meio solido praticamente constante para farelo de trigo. Essas condigbes
asseguram os melhores valores de K. as, além de minimizar a compactacao do
leito, permitir o crescimento na fase aérea e assegurar a auséncia de agua livre
durante o processo. O cultivo em espuma de poliuretano apresenta producao de
proteinas superior aos ensaios com farelo de trigo devido a manutengdo das
propriedades fisicas da matriz sélida inerte. Foram identificadas proteinas na faixa
de 15 a 139kDa para ensaios em farelo de trigo e 11 a 244kDa sobre espuma de
poliuretano, sendo que as fragbes indicadas como mais alergénicas 14,4, 36 e
60kDa foram encontradas para os dois tipos de suportes. Estes resultados
mostram que condigbes selecionadas de vazdo de ar, altura de leito e suporte
solido preservam a auséncia de agua livre no cultivo em estado sdlido,
aumentando a producdo das proteinas alergénicas e facilitando o controle do

processo.

Palavras-chave: cultivo em estado soélido, transferéncia de oxigénio, Drechslera

(Helminthosporium) monoceras
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ABSTRACT

In recent years, a resurgence of interest in solid-state cultivation has been
observed due to its numerous advantages, mainly concerning the growth of
filamentous fungi. However, studies on the oxygen transfer and performance of
bioreactors are still scarce. The main difficulties faced by process scale-up are the
control of parameters and limiting oxygen transfer. The aim of this research was to
study the oxygen transfer for the production of allergenic proteins from the biomass
of Drechslera (Helminthosporium) monoceras cultured on wheat bran and
polyurethane foam. Results indicated that flow rates about 1L/min and 30mm of
bed height lead to the best values of overall oxygen transfer coefficient (K.a) on
wheat bran, showing no substrate bed packing and formation of aerial hyphae,
maintaining the characteristics of solid state cultivation. Evaluation of polyurethane
foam showed high protein production, without changing the physical properties of
support. SDS-Page assays identified proteins from crude extract in an approximate
range of 15 to 139kDa and 11to 244kDa for polyurethane foam and for wheat bran,
respectively. The pool of proteins obtained includes the molecular masses,
identified in previous works, as the most allergenic fractions (14,4, 36 and 60kDa)
These results show that selected conditions of air-flow rate, bed height and solid
support preserve the absence of free water in solid state cultivation, increasing the

production of allergenic proteins and facilitating the control of the process.

Key-words: solid state cultivation, oxygen transfer, Drechslera (Helminthosporium)

monoceras
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1 INTRODUGCAO

O cultivo em estado sélido € caracterizado pelo crescimento de
microrganismos na auséncia ou proximo da auséncia de agua livre, sendo que o
meio solido deve apresentar umidade suficiente para manter o metabolismo
microbiano (Pandey, 1992; Rahardjo et al., 2006). Estes processos vém
recebendo atencao especial devido as suas vantagens quando comparados aos
cultivos submersos. Até os anos 90, as principais vantagens citadas para os
processos em estado sélido estavam ligadas a limitacdo de agua no sistema, que
conduz a maiores produtividades e obtencdo de produtos mais concentrados
quando comparadas aos processos de fermentagdo submersa. A essas vantagens
adiciona-se a diversidade de suportes naturais que podem ser usados nos cultivos
em estado soélido. Atualmente, dois outros aspectos também tém sido
evidenciados tais como a adesado de fungos filamentosos na superficie das
matrizes sélidas e a importancia do seu crescimento aéreo, ambos ausentes no
crescimento submerso. A adesdo de células em superficies soélidas produz
diferencas no comportamento fisiolégico dos fungos, evidenciadas por mudancas
na expressao génica, secrecdo de enzimas e morfologia (Gutiérrez-Correa &
Villena, 2003). O crescimento aéreo tem sido citado na literatura de modo
qualitativo como um detalhamento das fases do crescimento fungico (Mitchell,
1991), e poucos trabalhos tém estudado esse aspecto, como reportado por
Rahardjo et al. (2006) em seu artigo de revisdao. Com essas novas abordagens, a
andlise do comportamento dos cultivos em estado sélido deve contemplar
adicionalmente todo um conjunto de conceitos relacionados com a formacao de
biofilmes, imobilizagdo de células e crescimento microbiano sobre superficies

solidas.

Os processos em estado sélido possuem um potencial econdmico
consideravel na obtencdo de produtos para as industrias quimica, alimenticia,
farmacéutica e agricola. Em geral, estes cultivos sao atrativos pela sua

simplicidade e semelhangca com o habitat natural de muitos microrganismos.

Diversos suportes naturais e inertes vém sendo utilizados nestes

processos. Os suportes naturais servem como matriz sélida para o crescimento



2  Introdugéo

fungico, sendo a principal fonte de energia para os microrganismos. O uso de
materiais nutricionalmente inertes como suporte em cultivos em estado sélido visa
facilitar o projeto do meio nutriente e o monitoramento dos parametros de
processo (Sabu et al., 2000). Durante o crescimento nos suportes naturais, 0s
microrganismos penetram e ligam-se fortemente as particulas sélidas, as quais
vao sendo degradadas, alterando as caracteristicas fisico-quimicas do meio
(Lareo et al., 2005). Assim, 0 uso de suportes inertes impregnados com liquido
nutriente permite a manutengéo da estrutura fisica da matriz, facilitando o controle

dos processos.

Apesar de a tecnologia ser conhecida ha varios séculos, somente nas
ultimas décadas é que tem havido avangos significativos no entendimento dos
fendbmenos que ocorrem nos cultivos em estado soélido, motivados pela
necessidade de escalonamento dos processos. Na literatura isso é evidenciado
pela escassez de trabalhos abordando esses aspectos e pela natureza qualitativa
dos trabalhos de revisao (Raghavarao et al., 2003).

A principal dificuldade no escalonamento é o controle das variaveis do
processo. Para contornar essas dificuldades, novas configurages de biorreatores
tém sido usadas tais como tambores rotativos e colunas de leito fixo e fluidizado.
Além disso, tém sido utilizados suportes inertes 0os quais nao interagem com a

fase bidtica do processo, mantendo sua estrutura fisica praticamente constante.

Do ponto de vista dos fendmenos de transporte, os estudos na ultima
década tém sido mais voltados para a transferéncia de calor (Mitchell et al., 2000;
Durand, 2003; Pandey, 2003; Lekanda & Pérez-Correa, 2004), enquanto que os

estudos dos fendbmenos de transferéncia de massa ainda sdo muito escassos.

As limitagbes de transferéncia de oxigénio sao inevitaveis nestes
processos. A principal resisténcia ao transporte ocorre no biofilme celular formado
na superficie e/ou interior das particulas sélidas, onde ocorre difusdo e consumo
de oxigénio (Gowthaman et al., 1995). A transferéncia de oxigénio é o parametro
mais importante no estudo do escalonamento e controle destes processos uma

vez que a produgao de calor € proporcional ao consumo de oxigénio. Além disso,
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0 suprimento do oxigénio para o micélio que cresce na superficie ou no interior

das particulas pode ser prejudicado pela difusao ineficiente (Rahardjo et al., 2002).

Outro aspecto importante dos processos em estado sélido é a diversidade
de produtos que podem ser obtidos, os quais atualmente compreendem enzimas e
proteinas para aplicagdes médico-farmacéuticas (Hasan et al., 2003). O micélio e
os esporos de fungos contém componentes bioquimicos 0s quais podem
apresentar propriedades alergénicas (Menezes, 1995). Este conhecimento abriu
novas perspectivas de producao de antigenos para o tratamento de doencas
respiratorias como a rinite alérgica. Reagdes alérgicas de significativa intensidade
foram obtidas com Drechslera (Helminthosporium) monoceras (DHm) e o
tratamento com o extrato alergénico obtido da biomassa fungica apresentou
resultados promissores. DHm é encontrado na natureza como parasita de cereais
e a sua presenca pode ser identificada no solo e no ar. A caracteristica do seu
habitat natural motivou o estudo do crescimento da sua biomassa em estado
sélido e a caracterizagcao do produto obtido foi objeto de pesquisa em trabalhos
recentes do nosso grupo. Nesse sentido, Saraiva (2001) estudou a extragdo das
proteinas alergénicas da biomassa de DHm obtida por fermentagdo em estado
sélido. Hasan (2002) avaliou o cultivo deste fungo em estado sélido utilizando um
sistema de colunas de leito fixo (colunas de Raimbault) através de uma analise
estatistica de variaveis. Estudou ainda a producao do extrato alergénico (proteinas
semi-purificadas) e caracterizacao do produto obtido quanto a alergenicidade das
proteinas do extrato. Os resultados obtidos através de dot blotting e
immunoblotting foram positivos, indicando que os antigenos fungicos podem ser
produzidos por cultivo em estado sélido. A transferéncia de oxigénio foi um fator
limitante para o crescimento da biomassa fungica e produgdo das proteinas
alergénicas. Outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa destacaram a
perspectiva de utilizacdo desses antigenos no tratamento de rinite alérgica,
envolvendo a encapsulagao dessas proteinas em lipossomas para aplicagcédo em
terapia de alergia por dessensibilizacao (Cabral et al., 2004).

Nesse contexto, o presente trabalho visa contribuir para o desenvolvimento
da producgéo de proteinas alergénicas obtidas da biomassa de DHm, com vistas

ao escalonamento do processo, estudando aspectos macroscopicos da
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transferéncia de oxigénio nos cultivos em estado sélido conduzidos em biorreator
de leito fixo e analisando os resultados a luz dos novos conceitos microscépicos
envolvidos no crescimento de fungos sobre superficies sélidas. Assim, essa
pesquisa foi focada no estudo da influéncia da altura de leito, vazdo de ar e
umidade inicial na transferéncia de oxigénio usando inicialmente o farelo de trigo
como suporte natural. Adicionalmente, a transferéncia de oxigénio também foi
estudada em espuma de poliuretano como suporte inerte. Em ambos os casos o
desempenho da transferéncia de oxigénio foi analisada em termos do coeficiente
global de transferéncia de massa gas-liquido (Kia), perfis de proteinas e

coeficientes de rendimento proteina/glicose ao longo dos cultivos.



2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar a transferéncia de oxigénio no cultivo
em estado solido de Drechslera (Helminthosporium) monoceras (DHm) em

suportes natural e inerte.
O estudo abordou os seguintes aspectos:
Em suporte natural:
- Influéncia de diferentes alturas de leito e vazéo de ar;

- Influéncia do nivel de umidade do meio soélido sob condicoes
controladas;

- Influéncia do tamanho de particula

- Comparacao do comportamento dos cultivos conduzidos em biorreator

do tipo coluna de maiores dimensoes;

- Caracterizacao da transferéncia de oxigénio em cultivo de Drechslera
(Helminthosporium) monoceras em suporte inerte em condi¢cdes de vazéo de ar e

umidade previamente selecionadas para o suporte natural.
- Estimativa da biomassa nos cultivos com suporte natural e inerte;

- Identificacdo das proteinas produzidas nos cultivos sobre os suportes

natural e inerte.

Para todos os aspectos foram determinadas a quantidade total de
proteinas produzidas, os perfis de umidade do meio sélido, consumos de glicose e
oxigénio e determinado o coeficiente global de transferéncia de oxigénio gas-
liquido (K. a) durante as fermentacées.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultivo em estado sélido

O cultivo em estado sélido tem apresentado grande potencial tecnoldgico
para produgao de alimentos, produtos quimicos e farmacéuticos (Guitiérrez-Correa
& Villena, 2003; Pandey, 2003). O processo caracteriza-se pelo crescimento de
microrganismos sobre uma matriz sélida, ou seja, substrato insoluvel, na auséncia
ou perto da auséncia de agua livre (Lonsane et al., 1992; Pandey, 1992; Viccini &
Mitchell, 2003). Estes processos, portanto, diferenciam-se dos cultivos submersos
e das reagdes com células imobilizadas pela quantidade de agua livre presente
(Guitiérrez-Correa & Villena, 2003). Comparado com as fermenta¢des submersas,
0 meio sdélido apresenta baixa quantidade de agua e uma fase gasosa importante
entre as particulas (Durand, 2003). Mais recentemente, o cultivo de
microrganismos em estado sélido vem sendo também caracterizado e definido
como fermentacdo por biofilme ou por adesdo em superficies, por envolver
conceitos comuns a esses processos (Gutiérrez-Correa & Villena, 2003). A adesao
dos fungos filamentosos ocorre devido a uma classe de proteinas de massas
molares baixas chamadas hidrofobinas, podendo ser produzidas por ascomicetos,
basidiomicetos e zigomicetos (Wessels, 1996; Wdsten & De Vocht, 2000; Linder et
al., 2005). Estas proteinas estabilizam a adesao das células em suportes naturais
e inertes. Entretanto, outras moléculas como glicoproteinas, podem participar do
processo de adeséo.

A matriz sélida pode ser substrato natural contendo fonte de carbono ou
um suporte inerte impregnado de solugao nutriente (Ooijkaas et al., 2000a). As
matrizes usadas como suportes nos processos em estado sélido podem variar na
sua composi¢do, tamanho, resisténcia mecanica, porosidade e capacidade de
retencao de 4gua (Durand, 2003).

Recentes estudos tém buscado aplicar esta tecnologia para producao de
enzimas, metabdlitos e esporos (Holker et al., 2004). Nesse sentido, residuos

agroindustriais como farelo de trigo e milho servem como fonte de nutrientes e
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suporte para estes processos na medida em que possuem caracteristicas
poliméricas e sao insoluveis em agua. Como suportes inertes usados nestes
cultivos podemos citar poliuretano, poliestireno, nylon, alumina, amberlite, dentre
outros (Ooijkaas et al., 2000a; Sabu et al., 2001). O preparo e pré-tratamento do
substrato sélido consistem em etapas que visam transformar o substrato bruto em
uma forma utilizavel para fermentagao. Estas etapas compreendem a diminui¢ao
do tamanho das particulas; hidrélise fisico-quimico ou enzimatica dos polimeros
para aumentar a disponibilidade do substrato ao microrganismo; suplementagao
de nutrientes do meio de cultivo; ajuste do pH e umidade; cozimento ou tratamento
a vapor para pré-degradacao da estrutura macromolecular e eliminacao dos
contaminantes (Lonsane et al., 1992). Zhao et al. (2001), trataram palha de trigo
por secagem a 50°C por 4 horas, seguido de tratamento térmico em autoclave a
121°C por 60 min. Hoogschagem et al. (2001) avaliaram a influéncia do tipo de
gréo de trigo e do pré-tratamento no cultivo de Aspergillus oryzae. Foram testados
seis tipos de graos de trigo comerciais e dois tratamentos: graos encharcados em
agua destilada a 50°C por 4 horas e a 20°C por 16 horas. De acordo com os
autores, a variedade do trigo e o pré-tratamento afetam o desempenho dos

cultivos em estado sélido.

O cultivo em estado soélido é considerado o mais antigo processo
fermentativo, sendo utilizado pelos egipcios para producdo de pao desde 2600
a.C. As aplicagbes mais recentes consistem no enriquecimento de residuos
agroindustriais, produgdo de enzimas, acidos organicos e outros metabdlitos
fungicos (Ooijkaas et al., 2000a).

Diversos microrganismos podem ser cultivados a partir de substratos
sOlidos. No entanto, os fungos filamentosos possuem a melhor capacidade de
crescer nestas condicbes devido as suas caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas. Sendo assim, dentre as classes mais estudadas podemos citar
Phycomycetes (Mucor e Rhizopus), Ascomycetes (Aspergillus e Penicillium) e
Basidiomycetes (Polysporus) (Pandey, 1992) e Hyphomycetes (Drechslera
monoceras) (Menezes et al., 1995; Hasan et al, 2003).
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Os sistemas em estado sélido apresentam diversas vantagens sobre os
cultivos submersos. Como vantagens bioldgicas podemos citar a baixa demanda
de agua, utilizacdo de substratos insolUveis em agua e fontes de carbono pouco
usuais e a similaridade com o ambiente natural de muitos fungos filamentosos.
Podemos citar como vantagens de processo a alta produtividade volumétrica,
facilitada recuperacdo de produtos e reduzidas exigéncias energéticas. No
entanto, estes sistemas podem apresentar alguns problemas como o surgimento
de gradientes de temperatura, umidade, oxigénio e nutrientes. Além disso, estes
processos apresentam desvantagens tais como a utilizagcdo apenas de
microrganismos que se desenvolvam em baixos niveis de umidade e atividade de
agua, dificuldades na medida e controle dos parametros, necessidade de elevadas
concentracbes de inoculo, pré-tratamento do substrato e dificuldades no
escalonamento do processo (Ooijkaas et al., 2000b; Hélker et al., 2004). Mais
recentemente, estudos do comportamento dos fungos no cultivo em estado sélido
mostraram diferenciagcdes marcantes na expressao génica, fisiologia e morfologia
ligadas muito mais ao crescimento adesivo das células do que a limitagdo de agua
no meio (Gutiérrez-Correa & Villena, 2003).

3.2 Transferéncia de massa nos cultivos em estado solido

Os cultivos em estado sélido possuem algumas limitacbes ligadas a
heterogeneidade dos sistemas, especialmente quanto ao transporte de massa e
calor, 0 que pode comprometer a produtividade do processo (Gowthaman et al,
1993). As caracteristicas de transferéncia de calor e massa dependem da
natureza do substrato e do microrganismo, condutividade térmica, difusividade
efetiva, porosidade e teor de umidade do substrato sélido.

Os fenbmenos que ocorrem nos biorreatores sao conceitualmente
classificados como fendmenos macro e microscopicos (Raghavarao et al., 2002).
A Figura 3.1 ilustra os fenbmenos macroscépicos que ocorrem nos biorreatores
em estado sélido, sendo que podemos destacar o fluxo de ar no biorreator com

consequentes mudancas na temperatura e nas concentracées de oxigénio, gas
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carbbnico e agua; conveccao, difusdo e condugcao que ocorrem na direcao normal
ao fluxo de ar durante a aeracao forcada; efeitos de cisalhamento devido a
mistura, incluindo a manutencao da integridade das particulas soélidas; conducao
de calor através da parede do biorreator. Esses fenOmenos representam
contribuicbes importantes para os balangos de massa e energia, porém nao
necessariamente possuem a mesma intensidade em todos os tipos de
biorreatores (Mitchell et al., 2000).

saida de ar —theoo “tulk™ de massae
calor

| Leito: mustara de
partimalas de
Transt. massa e erergia substrato +
corpechva espagos de ar
nterpartionls
=
Trant! calor por cordugio — Pawde do
Transf. massa por difis 3o bioreator
Flooo “talk’” de massae 1\\' Transter€nciade
calor devido & ris tara o ] calor através da
] parede do
bioreator
reraio de dgna
metabdlica
e

.T.

Entrada de ar —fheo “m k™ de

mass a e erersia

Figura 3.1. Fenbmenos macroscépicos que ocorrem nos biorreatores durante o

crescimento fungico sobre suportes sélidos (Adaptado de Mitchell et al., 2000)
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Na Figura 3.2, estdo esquematizados os fendmenos microscépicos que
ocorrem nos biorreatores durante o crescimento fungico sobre substratos

solidos.
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Figura 3.2 Fenémenos microscdpicos que ocorrem nos biorreatores durante o
cultivo sobre suportes sélidos (Adaptado de Mitchell et al., 2000)

Os microrganismos crescem na regido umida na superficie do substrato
formando um biofilme. Durante o crescimento, as hifas penetram na particula em

busca dos nutrientes havendo a difusao de solutos no interior da particula (Mitchell
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et al., 2000). A transferéncia de massa intraparticula refere-se ao transporte de
nutrientes e enzimas para o interior dos substratos solidos. Assim, o fator de
efetividade é um conceito muito utilizado para caracterizar estes fen6menos,
sendo definido como a relagdo entre a taxa de reacdo observada pela taxa de
reacdo na auséncia de qualquer gradiente de concentragdo de substratos
(Raghavarao et al., 2003). Estes conceitos auxiliam os estudos das limitagdes
difusionais na catélise heterogénea, sendo também aplicados nos processos em
estado sélido. Mitchell et al. (1991) avaliaram as limitacbes difusionais da
glucoamilase produzida por Rhizopus oligosporus por FES, constatando que,
devido a difusdo, a concentragdo da enzima tende a ser maior na superficie,

resultando em rapido consumo de amido nesta regiao.

Os estagios da adesdao dos fungos na superficie de particulas,
caracteristico da fermentagcdo por biofilmes ou fermentagdo por adesao, estdo
esquematizados na Fig. 3.3. A formacao do biofilme é dividida em trés partes:
adesdo nas particulas; crescimento inicial a partir da geminacdo de esporos; e
fase de maturacdo com aumento da densidade celular. Os estagios da adesao de
fungos incluem a diferenciagdo na expressao génica, caracteristicas nos cultivos
em estado solido ou na fermentacao por biofilmes (Gutiérrez-Correa & Villena,
2003).

A formagdo e manutencao dos biofilmes sdo processos dindmicos que
envolvem complexas interagdes fisicas e bioldgicas. As propriedades fisicas do
suporte como a hidrofobicidade, carga eletrostatica e superficie rugosa devem
permitir uma etapa inicial de adesdo dos microrganismos. A adesdo de fungos
filamentosos € mediada principalmente por uma classe de proteinas de massa
molar baixa (por volta de 10kDa) chamadas “hidrofobinas” (Gutiérrez & Villena,
2003; Linder et al., 2005). De acordo com Wésten & Vocht (2000), as hidrofobinas
sdo proteinas excretadas por fungos durante o seu desenvolvimento, estando
diretamente envolvidas nos diferentes estagios de crescimento fungico, desde a
formacdo de estruturas aéreas hidrofébicas como hifas, esporos e corpos de
frutificacdo. Além disso, estas proteinas apresentam diversas fun¢cdes durante o

crescimento fungico, sendo que a mais importante diz respeito a sua habilidade
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em diminuir a tensao superficial, permitindo a adesdo das hifas em superficies
organicas e inertes (Wessels, 1996; Linder et al., 2005).

o .
Imobilizacao
Etapa passiva e
reversivel
A\ 4
Caracteristicas Contato com a superficie |
da superficie
v T
Adesao dos esporos Ativacao dos
genes
‘ |
Produgéo de adesivos Produgéo de
Adesivos
! |

Diferenciagcao

Diferenciacéo na

| expressao génica e
¢ producao de enzimas
e metabdlitos

Desenvolvimento de estruturas
para penetragdo no substrato ou
formagéao de biofilmes

Figura 3.3 Etapas para a adesao de células aplicadas na fermentacao em estado
s6lido e crescimento de biofilmes (Adaptado de Gutiérrez & Villena, 2003)

A Fig. 3.4 apresenta um esquema que ilustra as diferentes camadas
fungicas sobre um substrato sélido. As hifas fungicas formam uma rede
tridimensional porosa conhecida como micélio. Inicialmente, o micélio se
desenvolve dentro da matriz sélida, na superficie do substrato e no ar. A
penetracdo dentro do substrato dependera da disponibilidade de oxigénio para
desenvolvimento dos filamentos penetrantes (Rahardjo et al., 2002). Como o

micélio continua crescendo, no decorrer do processo a camada aérea pode tornar-
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se tdo densa que os poros ficam cheios de a4gua, aumentando assim a camada de
micélio umido. Com o aumento da espessura do filme liquido ou da densidade de
empacotamento, as regides mais profundas desta camada tornam-se anaerdébias,
retardando o crescimento ou levando ao metabolismo endégeno. Se os poros da
fase aérea sdo preenchidos com ar, ha uma rapida difusdo de oxigénio, mas um
lento transporte dos demais nutrientes, como fonte de carbono, e de enzimas. Por
outro lado, se os poros sdo preenchidos com agua, o suprimento dos nutrientes

para o biofilme é prejudicado pela difusao lenta.

Interface ar-liquidao

AYIIALY

Camada de micélio drmido

hicélio penetrativo

Suporte sdlido

Figura 3.4 Modelo de crescimento de fungos filamentosos (Adaptado de Rahardjo
et al., 2006)

Modelos de reacao-difusao sao utilizados para descrever a transferéncia
de massa em sistemas com biofilmes microbianos, sendo que a difusdao do
oxigénio é assumida numa Uunica direcdo (Fig. 3.5). Oostra et al. (2001)
determinaram os gradientes de concentragcao de oxigénio no cultivo de Rhizopus
oligosporium em um meio nutriente definido usando microeletrodos. Estes autores
constataram que apés 36h ndo havia disponibilidade de oxigénio em camadas
superiores a 100um. Analisando da mesma forma, Rahardjo et al. (2002)
reportaram observacdes similares para biofilme de Aspergilus oryzae. Neste caso,
foi demonstrada a auséncia de gradientes de concentracdo no micélio aéreo.
Estes autores verificaram que este fungo forma micélio aéreo abundante, sendo

importante no consumo de oxigénio durante o cultivo. A contribuicdo da fase aérea
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chega proximo a 75% da taxa de consumo global de oxigénio. Além disso, nao foi
verificado um fluxo constante de oxigénio, o qual era atribuido a uma penetracao
de oxigénio constante na camada Umida de substrato. Sendo assim, as limitagées

difusionais sdo menos importantes para fungos que formam hifas aéreas

abundantes.
Micélio aéreo
o) Difusdo + consumo
2
210/0 EEmsEImImImEmEEES glicose
H
0% '
/ Espessura do Suporte solido

Blofilme aerdbio biofilme

Figura 3.5 Modelo de reacao-difusdo (Adaptado de Rahardjo et al., 2006)

3.3 Transferéncia de oxigénio

Nos processos aerébios, a transferéncia de oxigénio para os fungos é um
dos fendbmenos mais importantes e sustenta o crescimento dos microrganismos
(Gowthaman et al, 1995). Assim, o coeficiente global de transferéncia de massa
gas-liquido (K a) é uma variavel importante a ser considerada nestes processos
(Poughon et al., 2003). Nos cultivos submersos, a transferéncia de oxigénio
depende da forma e tamanho do biorreator e do sistema de agitagdo e aeragao
(Durand, 2003). Nestes casos, o Kia tem sido bem definido para avaliar o

transporte de massa, sendo usado para expressar a capacidade do equipamento
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de transferir oxigénio independente do volume do reator. Nos cultivos em estado
solido sao raros os trabalhos que abordam este tema de maneira quantitativa
(Gowthaman et al.,, 1995; Thibault et al., 2000), embora a transferéncia de
oxigénio possa ser um fator limitante em alguns reatores, sendo afetada
principalmente pelo controle da temperatura e conteudo de agua do meio soélido.
Nestes processos, 0s microrganismos crescem no interior de uma estrutura
porosa ou na superficie de particulas sélidas, as quais sao envolvidas por um filme
estagnado de liquido (biofilme). O oxigénio é transferido por conveccao da fase
gasosa para o filme e por difusdo molecular através do filme e nos poros do
substrato soélido (Thibault et al., 2000). Assim, a maior resisténcia a transferéncia

de oxigénio nos cultivos em estado sélido ocorre devido a difusdo no biofilme.

De fato, os resultados de Thibault et al. (2000) comprovaram que o
coeficiente de transferéncia de massa convectivo (kg) ndo influencia na
transferéncia de oxigénio em cultivos sobre substratos sélidos. No entanto, para
fungos que formam hifas aéreas abundantes, a transferéncia de oxigénio
dependera da composi¢cao dos poros da fase aérea preenchidos com agua ou ar
(Rahardjo et al., 2002; Rahardjo et al., 2006).

De acordo com os resultados obtidos por Oostra et al. (2001), a taxa de
transferéncia de oxigénio € limitada devido a resisténcia ao transporte de oxigénio
através do biofilme Umido. O crescimento aerdbio ocorre na fina camada
(aproximadamente 60 um) proxima a interface gas-liquido, enquanto nas regides

mais profundas ocorre crescimento e conversao anaerébia (Tanaka et al., 1986).

As limitagcdes de oxigénio sao inevitaveis e ocorrem em maior proporcao
na fase aquosa no interior do biofilme, comparada com a transferéncia através da
interface gas-liquido, a qual é a etapa limitante na fermentacdo submersa. Como
resultado, o coeficiente global de transferéncia de massa gas-liquido (K.a) nos
cultivos em estado soélido possui contribuicbes diferentes em relacdo a
fermentacdo submersa, e nesse caso torna-se importante a determinacdo da
difusividade do oxigénio dentro da fase aquosa (Mitchell, et al., 2000). Além disso,

Thibault et al. (2000) apontaram que o K. a nos cultivos em estado sélido é uma
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constante fisica do sistema dependendo apenas da area interfacial de
transferéncia de massa, da difusividade de oxigénio na fase liquida e da
espessura do filme, sendo independente da concentragao de oxigénio. Assim, se a
espessura de biofilme aumentar com o tempo de cultivo, podem ocorrer mudancgas
na difusividade fazendo com que o valor de K,a varie durante o processo. No
entanto, a interpretacdo do Kia deve ser usada com cuidado uma vez que devido
a presenca de microrganismos no filme liquido, os perfis da concentragdo de
oxigénio sao resultado da difusdo e consumo, diferentemente do que ocorre nos

cultivos submersos.

Oostra et al. (2001) constataram limitagdes de transferéncia de oxigénio
na fermentacdo em estado sélido com Rhizopus oligosporus em meio de cultivo
nutricionalmente definido. Segundo esses autores, a conversdao anaerbébia da
glicose em etanol por R. oligosporus foi indicativo da resisténcia ao transporte de
oxigénio através do biofilme fangico, alterando o quociente respirométrico. Além
disso, outra constatacdo das condi¢cdes anaerdbias foi a reducdo do rendimento
em biomassa por glicose consumida ao longo da fermentacdo. Nesse sentido,
segundo Hasan (2002), o perfil do rendimento (Yxs) € concentragcao de agucares
no final do cultivo de D. monoceras em biorreator de leito fixo (colunas de
Raimbault) podem ser indicativos da limitagdo de oxigénio na fermentagdo em
estado solido. Isto ocorre tanto pela resisténcia no biofilme quanto pela
distribuicao de ar ineficiente através do leito de particulas, com a formacgéao de
caminhos preferenciais devido ao acumulo de agua proveniente das reacoes
metabdlicas. A forma mais pratica de aumentar o metabolismo aerébio é facilitar a
transferéncia de oxigénio da fase gasosa para 0os microrganismos via aumento da
area de interface entre a fase gasosa e o biofilme flngico. A area interfacial pode
ser aumentada através da reducao do tamanho das particulas ou pré-tratamento
do substrato (Oostra et al., 2001).
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3.3.1 Caracterizacao da transferéncia de oxigénio

Embora o coeficiente global de transferéncia de oxigénio gas-liquido (K.a)
seja um parametro muito bem estudado na fermentacdo submersa, a sua
determinagdo nos cultivos em estado sélido tem sido objeto de estudos mais
recentes (Gowthaman et al., 1995 Thibault et al., 2000). O balango gasoso no
biorreator e a variacdo com o tempo da concentragcdo de oxigénio dissolvida na
fase liquida (método dindmico) sao os métodos convencionais de determinacao do
Kia na fermentagdo submersa. No entanto, o0 método dindmico ndo pode ser
empregado para estimar K a nos processos em estado solido uma vez que a
concentracao de oxigénio na fase liquida nao é facilmente determinada por tratar-
se de um biofilme estagnado que estd em contato direto com a superficie do
sOlido. Desta forma, estima-se o Kia somente pelo balanco gasoso nos
biorreatores (Thibault et al., 2000). O mecanismo de transferéncia de oxigénio da
fase gasosa para os microrganismos é controlado pela resisténcia no filme liquido
estagnado. A taxa global de transferéncia de oxigénio pode ser expressa

matematicamente de acordo com a Eq. 3.1:
N=Kalc -C,) (Equag&o 3.1)

onde N é a taxa volumétrica de transferéncia de oxigénio; K. € o
coeficiente de transferéncia de oxigénio da fase liquida; a € a area interfacial
por volume para transferéncia de oxigénio; C* é a concentracdo de oxigénio no
gas em equilibrio com o liquido (concentracdo de saturacédo na temperatura e
pressao considerada); C, é a concentracao de oxigénio no filme liquido.

A Figura 3.6 apresenta as resisténcias a transferéncia de oxigénio em
um sistema de fermentagdo em estado sélido, sendo que a teoria classica do
filme pode ser aplicada. A transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase
liquida estatica envolve as seguintes etapas: transferéncia da fase gasosa para
a interface gas-liquido e transferéncia através do filme liquido, tornando-se
disponivel aos microrganismos. Estes crescem e formam produtos no filme
liqguido sobre as particulas sélidas de substrato. Desde que o fluxo de ar seja
suficiente para permitir turbuléncia, a resisténcia do filme gasoso pode ser
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desprezada e a resisténcia no biofilme controla o processo (Gowthaman et al.,
1995).

Filire
Zasoso

INTERFACE

Figura 3.6 Resisténcia ao transporte de oxigénio nos cultivos em estado sélido
(Adaptado de Gowthaman et al., 1995)

André et al (1981) adaptaram o método dindmico de medida do Ka
através da medida continua de gés carbénico (CO.) na entrada e saida de um
reator de coluna, para aplicacdo em sistemas gas-liquido-sélido. Este método
baseou-se na absor¢do e dessorcao de gas carbdnico em um sistema semi-
continuo, com medida da composi¢cao do gas na saida com avariagao de CO, no
gas de entrada. De acordo com os autores, a determinagdo de K a usando este
indicador no gas € viavel, uma vez que foram obtidos valores normalmente

encontrados na literatura para sistemas envolvendo gas, liquido e sélido.

Gowthaman et al (1995) estimaram K, a na fermentagdo em estado sélido
usando biorreator de leito fixo através da medida direta da composi¢cao do gas na
entrada e saida do reator. Neste trabalho, os autores usaram como hipétese, com
base em dados da literatura em que a concentragdo de oxigénio decresce, devido
a resisténcia difusional, em aproximadamente 10% no filme liquido, ou seja, AC, =
(C* - C.) = 0,9C". Sendo assim, K;a foi calculado pela Equacao 3.1. Segundo os
autores, esta aproximacao para calculo do coeficiente de transferéncia de massa

pareceu razoavel para processos em estado sélido, uma vez que a concentracao
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de oxigénio no filme liquido (C.) é de dificil medida experimental, diferente da
fermentacdo submersa onde determina-se a concentracao de oxigénio dissolvido
diretamente no seio do liquido. No entanto, Thibault et al. (2000) indicaram que
estas consideracdes nao foram apropriadas para os sistemas em estado sélido.
Com base na Equagdo 1, quando é assumida constante a diferenca de
concentracao de oxigénio em 10% através do filme liquido, isto reflete em uma
variacao consideravel no K a, conforme demonstrado por Gowthaman et al (1995).
Kia é uma constante do sistema, e geralmente assume-se como independente da
concentracao de oxigénio (Thibault et al., 2000). Segundo estes autores, Kia €
proporcional a relacao entre a difusividade de oxigénio e a espessura do biofilme.
Desta forma, espera-se que o Kia varie ao longo da fermentacdo na medida que
ocorre crescimento da biomassa e pequenas variagbes da difusividade de
oxigénio no filme liquido, mas ndo da forma apresentada por Gowthaman et al.
(1995).

Nesse contexto, Thibault et al. (2000), reavaliaram a estimativa do K.a
proposta por Gowthaman et al., 1995, desenvolvendo um modelo matematico de
crescimento uniforme de fungos na superficie de particulas esféricas em leito fixo.
Considerando hipétese de estado pseudo-estacionario, ou seja, os perfis de
concentracdo de oxigénio no gas e no liquido sdo constantes e resultado do
consumo de oxigénio, e assumindo espessura de biofilme constante de 25um, os
autores encontraram valores de K,a proximos a 0,344s™ para todas as condicdes
de vazao de ar e em diferentes posicdes axiais da coluna de leito fixo. Estes
resultados indicaram que o gradiente de concentracdo de oxigénio no filme liquido
nao é constante ao longo dos cultivos, no entanto o K a depende apenas da

espessura do filme e da difusividade de oxigénio.

Diversos modelos tém sido propostos para explicar como o crescimento
fungico pode ser afetado pela difusdo intraparticula de oxigénio, enzimas,
produtos de hidrolise e outros nutrientes e a importancia de fenémenos como o
encolhimento das particulas e a distribuicdo espacial da biomassa (Mitchell et al.,
2003). Georgiou & Shuler (1986) descreveram o crescimento microbiano na

superficie de uma fina camada de substrato contendo glicose. No entanto, a
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geometria esférica é considerada uma aproximagao de forma de particula mais
conveniente para os cultivos em estado soélido. Rajagopalan & Modak (1995)
desenvolveram um modelo matematico para avaliar a difusdo de oxigénio em
particulas esféricas considerando a formagao de um biofilme Umido de densidade
constante. O modelo descreve varias etapas, como a liberacdo da enzima na
interface biomassa/substrato; a difusdo da enzima na particula sélida; a hidrélise
de polisssacarideos; liberacdo da glicose e difusdo dentro da particula sélida;
difusdo da glicose através do biofilme e consumo pela biomassa; difusdao do
oxigénio através do biofilme e consumo pela biomassa; e expansao do biofilme em
virtude do crescimento fungico. De acordo com estes autores, o crescimento da
biomassa (dX/df) causa uma expansao no biofilme. Considerando que as
particulas mantém a sua estrutura fisica como se fosse uma matriz inerte, os
resultados demonstraram que a limitacdo de oxigénio é um problema mais sério
que a limitagdo por glicose, podendo haver condi¢des anaerdbias em 70-80% da

espessura do biofilme durante o crescimento microbiano exponencial.

3.4 Tipos de biorreatores

Os fatores a serem considerados no projeto de reatores para o cultivo em
estado solido e controle de parametros diferem dos cultivos com células em
suspensao. A fase gasosa existente entre as particulas do meio sélido é de
grande importancia uma vez que o ar apresenta uma condutividade térmica bem
inferior a da agua. Outro ponto importante é a variedade de matrizes usadas
nestes cultivos, as quais variam de composicdo, granulometria, resisténcia

mecanica, porosidade e capacidade de retencao de agua.

Os biorreatores geralmente utilizados para os processos em estado soélido
séo do tipo bandeja, leito fixo, agitados e de leito fluidizado gas-sélido (Durand et
al., 1997; Mitchell et al., 2000).

Os biorreatores de bandeja caracterizam-se por sua simplicidade, uma vez
que o substrato é disposto em bandejas normalmente perfuradas, facilitando a
conveccao do ar. Neste tipo de biorreator ndo ha aeragao forcada nem agitacao
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mecanica. Desta forma, para evitar o aquecimento metabdlico e para manter as

condigOes aerodbias sao utilizadas camadas finas de substrato.

Nos biorreatores de leito fixo ocorre a aeracao forcada através da camada
de substrato. Muitas variagdes de projeto sdo possiveis, sendo que para uso em
laboratérios esses reatores sao tipicamente colunas cilindricas de vidro ou
plastico. O controle da temperatura é feito através de imersdao em banho térmico
termostatizado ou através do uso de colunas encamisadas. A propria aeracao
permite o controle da temperatura ao forcar a evaporacao da agua presente no
substrato (Durand et al., 1997).

Os biorreatores agitados compreendem tambores rotativos e os estéticos,
onde outros sistemas de agitacdo tais como agitadores mecéanicos promovem a
mistura do meio solido (Figura 3.7), sendo classificados como de mistura e
aeracao forcada (Michell et al., 2000). Nesses casos, quando a mistura € continua,
assume-se mistura perfeita dentro do biorreator, e as contribuicbes mais
importantes para o balanco de energia dentro do leito de substrato sdo a geracao
de calor; a remogao de calor por convecgao; e a evaporacao da agua na corrente
de ar do sistema. No caso de mistura intermitente o comportamento de leito
empacotado deve ser considerado no periodo estatico.

7

Nos reatores de leito fluidizado gas-sélido, o gas €& soprado
ascendentemente através da base perfurada a uma velocidade suficiente para
fluidizar as particulas do substrato, podendo ser utilizados dispositivos que
quebrem possiveis aglomerados. A coluna é alta o bastante para promover a
expansdo do leito e a velocidade do fluxo de ar deve permitir uma eficiente
transferéncia de calor e massa através das particulas de substrato e a fase
gasosa (Mitchell, et al., 2000). Para contornar as limitacées de transferéncia de
massa devido a presenca de aglomerados, Tanaka et al., 1986, avaliaram o cultivo
de leveduras em fermentador de leito fluidizado gas-sélido com agitadores.
Segundo estes autores, o leito fluidizado permite a manutencao das
caracteristicas 6timas de crescimento dos microrganismos, melhor suprimento de

agua e nutrientes e remocao do calor metabdlico e gas carbbnico produzidos.
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A Figura 3.8 apresenta o esquema tipico de colunas de leito fixo (colunas
de Raimbault). Este sistema possibilita a aeragcdo das culturas e analise da
respiracao microbiana (Durand, 2003). Além disso, a pequena quantidade de meio
sOlido e a geometria das colunas permitem a manutencdo da temperatura dos
reatores. Nesse sentido, a Figura 3.9 apresenta esquema de coluna de leito fixo
com volume de aproximadamente 1L, onde a temperatura e a quantidade de agua
do meio podem ser monitoradas, havendo controle da umidade relativa e vazao de

ar de alimentagéo.
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Figura 3.7 Biorreatores de mistura e aeragao forcada (Adaptado de Mitchell, et al.,
2000)
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Figura 3.8 Esquema das colunas de leito fixo em escala de laboratério (Colunas
de Raimbault) (Adaptado de Durand, 2003)

agua estéril
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Figura 3.9 Esquema de coluna esterilizavel para escala de laboratério (1) colunas
(2) termopar; (3) coluna de vidro; (4) termopar para ar de entrada da coluna, (5)
termohigrobmetro, (6) aquecedor, (7) termopar para temperatura da agua, (8)
rotametro (9) medidor de nivel (10) jaqueta térmica (Adaptado de Durand, 2003)
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Modelos de desempenho dos reatores de leito fluidizado tém
desconsiderado o balanco de energia devido a eficiéncia da transferéncia de calor
interparticulas. No entanto, muita atencdo vem sendo dada aos processos de
difusao intraparticula. O volume de ar ocupado dentro do substrato compreende a
fracdo de vazios na particula e depende da porosidade e umidade do substrato.
Teores de umidade elevados fazem com que a fracao de vazios do leito de sélidos
seja ocupada pela 4gua, limitando a transferéncia de oxigénio e criando condi¢des
anaerobias. Por outro lado, teores de umidade baixos limitam a formacao de
biofilme, inibindo o crescimento dos microrganismos (Ramana Murthy et al., 1993).

A transferéncia de massa intraparticula refere-se também ao transporte de
nutrientes e enzimas no interior do substrato sdélido. Assim, devem ser
considerados aspectos como a degradacdao do substrato sélido pelas enzimas
secretadas no meio de fermentagcéo. A relagdo entre o crescimento fungico e os
fendbmenos de transferéncia de massa é bastante complexa e os modelos
matematicos auxiliam a descricdo desse comportamento e o entendimento dos

processos.

A Figura 3.10 apresenta de uma maneira geral um sistema de leito fixo e
nas condicdbes minimas de fluidizacdo. Os sélidos serao suspensos quando a
queda de pressao exceder a sua massa, quando a velocidade do gas atinge a
velocidade minima de fluidizacdo (Kunii & Levenspiel, 1997). De acordo com a
classificagéo de sélidos proposta por Geldart, materiais agricolas tais como farelo
de trigo, milho ou soja sao particulas coesivas, de dificil fluidizacao devido a
formacgéo de aglomerados e caminhos preferenciais no leito.
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Figura 3.10 Sistemas em leito fixo e nas condi¢ées minimas de fluidizagcao
(Adaptado de Kunii & Levenspiel, 1997)

Estes biorreatores de leito fluidizado ou seus variantes tém sido utilizados
para produgao de biomassa e enzimas fungicas por leveduras. Nesse sentido,
Tanaka et al. (1986), utilizaram um reator de leito fluidizado com agitadores para
producao de biomassa de Saccharomyces cereviseae e enzimas por Eupenicillium
javanicum. Estes autores constataram que as células de leveduras tiveram uma
taxa de consumo de oxigénio alta e um consumo de glicose baixo, indicando
aerobiose, resultado do excessivo suprimento de oxigénio com elevada vazao de
ar durante a fluidizagéo do leito. A produtividade de enzimas por leito fluidizado foi
duas vezes superior aos cultivos em leito fixo, considerando massa seca das

células e atividade enzimatica.
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3.5 Suportes para processos em estado sélido

O uso de materiais nutricionalmente inertes como suporte para processos
em estado sélido visa facilitar o projeto do meio nutriente, 0 monitoramento dos
parametros de processo e o estudo das estratégias de escalonamento e aspectos
de engenharia dificeis de serem avaliados quando séo utilizados substratos
sOlidos organicos (Nagendra & Chandrasekaran, 1997; Sabu et al., 2001). Os
materiais inertes, quando impregnados com solugdo nutriente adequada,
promovem condicdo de aerobiose homogénea nos reatores e minimizam as
impurezas no produto de interesse. Nos cultivos que utilizam substratos naturais, a
matriz sélida serve tanto como suporte para crescimento microbiano como fonte
de carbono. Estes materiais sao tipicamente polissacarideos de origem agricola,
de fontes tais como cereais, mandioca, batata, feijao e bagaco de cana. Ja os
suportes inertes podem ser naturais ou sintéticos, no entanto servem apenas
como matriz para o crescimento do microrganismo. Espuma de poliuretano,
poliestireno, nylon, vermiculite, alumina e amberlite tém sido utilizados como
suportes inertes nos cultivos em estado sélido (Rodriguez et al., 1997; Ooijkaas et
al., 2000a; Sabu et al., 2001; Lareo et al., 2005).

Os substratos naturais apresentam como desvantagem o fato de que séao
degradados ao longo dos cultivos, resultando em alteragcbes nas suas
caracteristicas fisicas e na sua geometria. Conseqlientemente, os mecanismos de
transporte de calor e massa podem ser afetados. Este problema é contornado
utilizando suportes inertes que nao interagem com a fase bibtica do processo
(microrganismos), mantendo sua estrutura fisica praticamente constante. Sao
citadas ainda como vantagens do uso de suportes inertes a facilitada recuperacao
e purificacdo de produtos e uma adequada avaliagcao dos balangos de massa, uma

vez que tratar-se de meios de cultura definidos.

Espumas de polipropileno foram selecionadas como suportes inertes por
apresentarem consideravel area para adesao das células, difusao eficiente de
nutrientes e oxigénio, por ndo serem degradadas durante os cultivos e por serem
disponiveis e de baixo custo (Rodriguez Couto et al., 2001).
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Weber et al. (1999) propds a escolha de suportes para coluna de leito fixo
baseando-se em dados da literatura e em balangos de massa e energia. Nesse
sentido, avaliaram linho, bagaco de cana-de-acgucar e perlite como suporte para
producao de esporos de C. minitans. Os ensaios utilizando linho apresentaram um
maior rendimento, uma vez que este suporte mostrou-se mais eficiente no controle
da atividade de agua devido a melhor absorcdo de agua, nado havendo
encolhimento ao longo do cultivo.

Lareo et al. (2005) estudaram o efeito da umidade na producao de gés
carbbénico por Mucor bacilliformis cultivado sobre espuma de poliuretano
impregnada de solucao de nutrientes concentrados. A producao de gas carbbnico
e a biomassa foram méximas em 96 horas de cultivo, com 90% de umidade do

meio solido.

Poliestireno comercial pode ser usado como suporte sélido inerte para
producdo de L-glutaminase por Beauveria sp. (Sabu et al. 2001). Estes autores
citaram que o poliestireno € comercializado na forma de esferas expandidas
(diametro 4 — 5 mm), sendo que devem ser inicialmente submetidas a um pré-
tratamento em autoclave a 121°C por 15 min, quando entram em colapso,
atingindo um terco do tamanho original. Apds, o material deve ser repetidamente
lavado com &gua destilada e seco por algumas horas a 110°C. Assim, as esferas
de poliestireno ficam preparadas para serem utilizadas como suportes inertes na
producdo de enzimas extracelulares por Beauveria sp.

A producao de manganés-peroxidase e lignina-peroxidase foi estudada
em biorreator preenchido com cubos de nylon contendo Phanerochaete
chrysosporium imobilizado (Rivela et al., 2000). Os cubos de 5 mm de nylon
fibroso, foram pré-tratados em agua fervente por 10 min, seguido de lavagem com
agua destilada, secagem a temperatura ambiente e esterilizagdo a 121°C por 20
mim. Este sistema mostrou-se adequado para producao das enzimas lignoliticas
por cultivo em estado sélido, sendo conduzido continuamente por até 20 dias sem

problemas operacionais.
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Rodriguez Couto et al. (2001) estudaram a produgdo de enzimas
lignoliticas por Phanerochaete chrysosporium em coluna de leito fixo e biorreator
de imersao, operando com esponjas de polipropileno como suporte. O biorreator
de imersao utilizado foi preenchido por polipropileno e apresentava um sistema
pneumatico, o qual realizava a imersdo do suporte sélida numa solugcado de
nutrientes a uma freqiiéncia de 0,5s”'. Os resultados indicaram que este sistema
mostrou-se adequado para a producdo de enzimas lignoliticas e que os
microrganismos mantiveram-se aderidos a superficie do polipropileno, uma vez
que o meio liquido manteve a coloragao original. Os autores concluiram que a
escolha do reator adequado e a selecdo do suporte apropriado definem a

eficiéncia de produgéo de enzimas lignoliticas por cultivos em estado sélido.

Culturas de Phanerochaete chrysosporium em suportes inertes (esponja
de nylon) e né&o inertes (palha de cevada) foram empregadas para a producao da
enzima lacase por cultivo em estado sélido (Cabaleiro et al, 2002). Foram
utilizadas palhas de cevada de aproximadamente 3 mm e cubos de nylon fibroso
de 5 mm. O nylon foi tratado em agua fervente por 10 min, seguido de lavagem
com &gua destilada. Posteriormente, os cubos foram secos a 60°C. Tanto nylon
como palha de cevada foram esterilizados antes dos cultivos. Os autores
verificaram que a produgdo da lacase foi superior nos cultivos em palha de
cevada, provavelmente devido a adicdo de lignina no suporte que serviu de
ativador e estabilizou a atividade enzimatica. No entanto, trabalhos anteriores
mencionavam que fungos crescem de maneira satisfatéria em esponjas de nylon
motivado pela alta porosidade e rigidez. Nesse sentido, a producdo de enzimas
por fungos depende da natureza quimica do suporte, além das suas

caracteristicas fisicas.

Amberlite foi utilizado como suporte para cultivo em estado sélido de
Giberella fujikuroi (Gelmi et al., 2000). Segundo estes autores, o uso de amberlite
facilita a avaliacdo da cinética de consumo de nutrientes e ndo influencia na
medida dos componentes do meio. O preparo do suporte consistiu na secagem a
50°C até 10% de umidade, sendo entdo misturado com nutriente e solugdo
contendo micélio. As velocidades especificas de crescimento elevadas e as
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concentragdes celulares maximas obtidas sugerem o uso de amberlite como
suporte inerte nos cultivos de G. fujikuroi.

Gelmi et al. (2002) desenvolveram um modelo matematico para cultivo em
estado solido de Giberella fujikuroi em colunas, representando as variagcoes da
concentracao de biomassa ativa e producdo de metabdlitos secundarios em
diferentes condicées de temperatura e atividade de agua. Os autores utilizaram
amberlite com o objetivo de simplificar a modelagem, uma vez que a degradacao
do suporte sélido foi desconsiderada e os efeitos da transferéncia de massa
minimizados. Este modelo reproduziu satisfatoriamente as medidas de biomassa,
uréia, oxigénio, gas carbdnico e acido gibelérico. Além disso, 0 modelo sugere que
Giberella fujikuroi nao assimila diretamente uréia, sendo necessaria a
quantificacdo em laboratério para identificar os compostos nitrogenados

intermediarios.

A producao de enzimas lignoliticas sobre cubos de esponja fibrosa de
nylon em biorreator de tambor rotatério por Phanerochaete chrysosporium
(Dominguez et al., 2001). Este sistema permitiu a produgdo continua de lignina

peroxidase por até 18 dias, sem a ocorréncia de problemas operacionais.

O cultivo de Phanerochete chrysosporium e Phlebia radiata foi conduzido
sobre suporte inerte (esponja de nylon) e natural (cubos de sabugo de milho). De
acordo com Cabaleiro et al. (2002), o meio de cultivo adequado foi escolhido
através da producdo de enzimas lignoliticas. Os resultados ndo indicaram
influéncia significativa do tipo de suporte na producao de enzimas.

Zhao et al. (2001) compararam palha de trigo e carvdo vegetal como
suportes inertes para o cultivo de Rhizobium leguminosarum em coluna de 18 cm
de altura por 12 cm de diametro. Os autores nao detectaram diferencas
significativas nas células vidveis em 24, 48 e 72 horas entre os dois modelos de
suporte.

Esferas de poliestireno foram utilizadas como suporte inerte para
producdo de L-glutaminase em estado solido por Vibrio costicola (Nagendra &

Chandrasekaran, 1997). As esferas com 2-3 mm de didmetro foram autoclavadas
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a 121°C por 15 minutos, o que causou um colapso na estrutura e reduziu o
tamanho das particulas para 1-1,5mm. De acordo com os resultados, os autores
sugerem o uso de suportes solidos nutricionalmente inertes nestes cultivos
visando contornar os problemas operacionais na obtencao de bioprodutos Uteis

tais como enzimas, acidos organicos e antibioticos.

Rinzema et al. (1997) utilizaram esferas de agar com &cido oléico e
glicose como meio de cultura definido para cultivo de Rhizopus oligosporium. Os
autores verificaram que nas colunas de leito fixo o meio de cultura contendo
glicose apresentou periodos de metabolismo anaerdbio. No entanto, a utilizagao
de esferas de agar com &cido oléico em colunas rotatérias mostrou ser uma
perspectiva interessante para estes processos, uma vez que nesta situacao nao

houve conversao anaeroébia.

A produgédo de enzimas ligninoliticas por Phanerochaete chrysosporium
foi estudada em biorreator de tambor rotatério (Dominguez et al., 2001). Os fungos
foram cultivados sobre cubos de esponja de nylon. O nylon foi preferido como
suporte devido principalmente a sua natureza inerte, o que permite avaliar a
eficiéncia do biorreator sem as interagdes de uma série de variaveis com um
suporte nao inerte. Além disso, a alta aspereza, natureza hidrofébica e alta
porosidade permitem a aderéncia do fungo ao suporte e uma difusdo de nutrientes
e oxigénio eficiente no leito do reator. O suporte foi preparado por aquecimento e
lavagem com agua destilada, secagem a temperatura ambiente e foi autoclavado
a 121°C por 20 minutos. Os resultados obtidos foram satisfatérios para produgao

de enzimas lignoliticas para esta configuracao de biorreator.

Mariano et al. (1995) desenvolveram um modelo matematico para o
crescimento de fungos filamentosos em leito fixo usando amberlite como suporte
inerte. Este sistema é composto de poros heterogéneos de um material
biologicamente inativo impregnado de meio de cultura definido e indculo. O
modelo matematico mostrou-se eficiente na estimativa de parametros biol6gicos

de dificil medida experimental.
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Demirci & Pometto (1995) conduziram fermentagdo Ilactica por
Lactobacillus casei em suportes inertes plasticos. Os suportes foram obtidos a
partir da mistura de polipropileno, casca de graos, albumina bovina e extrato de
leveduras. Ho et al. (1997) avaliaram os efeitos de diferentes componentes
agricolas nas propriedades de suportes plasticos usados na produgcado de &cido
lactico por cultivo em biofilmes. Foram usados 50% de componentes de origem
agricola e 50% de polipropileno. Segundo esses autores, o0s resultados indicaram
que a formulacao usando 35% de cascas, 5% de farinha de soja, 5% de extrato de
leveduras e 5% de albumina bovina apresentou grande potencial para ser utilizado
como meio nutricional e suporte para desenvolvimento do biofilme e producao de

acido lactico.

Segundo Ooijkaas et al. (2000a), os suportes inertes com meios de
cultura definidos devem continuar sendo avaliados uma vez que permitem
reprodutibilidade dos experimentos e estudos de cinética em cultivos em estado

solido.

3.6 Determinacao da concentracao celular no cultivo em estado sélido

A determinacdo da biomassa constitui um parametro fundamental na
caracterizacdo do cultivo microbiano. Nos processos em estado sélido €
geralmente impossivel obter medidas diretas da biomassa ja que, como os
microrganismos crescem aderidos a superficie e estdao intimamente ligados a
matriz sélida, a biomassa nao pode ser separada quantitativamente (Durand et al.,
1997; Viccini & Mitchell, 2003). Desta forma, estes estudos baseiam-se em
métodos indiretos de estimativa de biomassa, tais como medidas de componentes

celulares, taxas de consumo de oxigénio ou producao de gas carbénico.

Nos processos em estado sélido existem trés fases, ou seja, uma matriz
sélida (organica, mineral ou sintética), uma fase liquida que circunda a matriz e a
fase gasosa. Como os microrganismos podem estar presentes nas trés fases, €
dificil a determinagdao direta da biomassa. Na fermentagdo submersa os

microrganismos sao facilmente separados do meio de cultivo, uma vez que
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envolve formas esporuladas ou unicelulares. No entanto, quando os fungos
crescem em estado sélido na forma de micélio, as hifas penetram na matriz sélida,
tornando impossivel a separacdo da biomassa (Durand et al, 1997).

Em geral, os métodos de analise de constituintes celulares baseiam-se na
medida de glucosamina, ergosterol, quitina, acidos nucléicos, agucares totais e
proteina (Sharma et al., 1977; Desgranges et al., 1991; Scotti et al, 2001).

De acordo com Durand et al. (1997) alguns metabdlitos estdo associados
ao crescimento e podem ser usados como indicadores da biomassa, tais como
enzimas extracelulares, ATP e consumo de substrato. Por exemplo, a atividade de
o-amilase é diretamente proporcional a massa de micélio de Aspergillus oryzae. O
teor de ATP pode ser usado como indicador de biomassa, embora ndo seja
preciso na fase de crescimento estacionario. Além disso, o0 consumo de substratos
pelo microrganismo nos cultivos em estado sélido resulta em uma seqiéncia
metabdlica complexa série de passos. (Viccini & Mitchell, 2003). Se a fonte de
carbono é um polimero, incluird a liberagédo de enzimas hidroliticas e sua difuséo
dentro das particulas do substrato, a reagdo com o polimero para liberar
compostos soluveis, a difusao destes compostos dentro da matriz sélida e o
consumo pela biomassa (Mitchell et al, 1991).

Zhao et al. (2001) trabalhando com Rhizobium leguminosarum, estimaram
a biomassa pelo numero de células viaveis. Aproximadamente 1g da massa
fermentada foi misturada com 10mL de &gua destilada estéril e agitado
vigorosamente por 10min. O extrato foi entdo diluido e plaqueado. Os resultados
foram expressos em unidades formadoras de colénias (UFC).

Os métodos de estimativa de biomassa em linha compreendem a medida
de evolucao de gas carbdnico ou consumo de oxigénio (Durand et al, 1997).

Pouca atencédo tem sido dada aos sistemas de medida utilizados nos
cultivos em estado soélido. Viccini & Mitchell (2003) desenvolveram um modelo
matematico para converter os dados obtidos em termos de concentragao absoluta
(massa de biomassa seca por massa de substrato seco inicial) e concentragdo

relativa (massa de biomassa seca por massa de matéria seca na amostra no
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momento da amostragem). Devido ao fato da maioria dos biorreatores
apresentarem gradientes em macroescala, cujos efeitos s&o descritos por
equacbes diferenciais parciais, 0s pesquisadores costumam usar equacgdes
empiricas para descrever a cinética de crescimento. No entanto, nos ajustes com
equacgdes empiricas simples, existe uma complicacao pelo fato da matéria seca do
leito do substrato diminuir durante a fermentacdo, devido a liberacao de gas

carbénico (Figura 3.11).

[] = substratc Wl = biomassa uma parie &
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Figura 3.11 Representacao da perda de matéria seca (Adaptado de Viccini &
Mitchell, 2003)

Desgranges et al. (1991) avaliaram a variagdo de glucosamina, ergosterol
e acUcares totais durante o cultivo de Beauveria bassiana em estado sélido, sendo
que glucosamina foi considerada como melhor indicador da biomassa.

Auria et al. (1993) propuseram a medida da queda de pressao do leito de
fermentacdo para quantificar as mudangas macroscépicas nos processos em
estado sélido. Segundo esses autores, um aumento na queda de pressdo esta
correlacionado com as diferentes fases de crescimento fungico. Durante o
processo de esporulacdo, ocorre rapido crescimento dos fungos, o que reduz os

espacos interparticulas, causando um aumento na queda de pressao.
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3.6 Extratos alergénicos

Os extratos brutos contém substancias extraidas da biomassa fungica
mediante processos simples em que se empregam liquidos extratores como agua
ou solugdes de Tris-HCI, Evans, Coca, Frugoni e solugbes bicarbonatadas. Sao
compostos de proteinas, carboidratos e outros componentes em menor
concentracdo. As proteinas sdo os principais compostos alergénicos, sendo que
para sua utilizacdo em diagnéstico e terapia de alergia torna-se imprescindivel o
fracionamento e padronizagdo destes extratos (Basomba, 1982; Menezes et al.,
1995). A maioria das pesquisas realizadas com alergia em fungos apontam a

atividade alergénica de proteinas de massas moleculares entre 10 e 150 kDa.

Os extratos alergénicos utilizados para fins diagnosticos e de terapia séo
preparados a partir de esporos e do micélio vegetativo de fungos (Yunginger,
1988), sendo que os mais importantes ja estudados referem-se aos géneros
Alternaria, Aspergillus, Penicillium e Cladosporium. Yunginger (1980) isolaram um
alérgeno de Alternaria alternata, denominado-o de Alt-1, a partir de fermentagéo
submersa a 25°C em meio Czapeck suplementado com maltose, dextrose e
tripticase. Aspergillus sp. é um importante fungo anemdfilo, detectado em
praticamente todos os paises. Extratos fungicos deste género tém sido estudados
principalmente no que diz respeito a produgcao de reagentes para diagndstico da
aspergilose broncopulmonar, para controle de producdao de toxinas (Hoffman,
1984). Espécies de Penicillium sp. foram isoladas dos mais variados ambientes,
sendo que a maior fonte de alérgenos foi considerada no interior de residéncias.
Fungos do género Cladosporium sp. sdo anemdéfilos mais freqlientes em regides

com clima temperado (Bush, 1993).

De acordo com Marques (1997), para cada fungo, a quantidade e a
qualidade das fracbes alergénicas estao associadas com os substratos, condicoes
de cultivo e liquido extrator. O estabelecimento criterioso destes parametros de
processo representa uma condicdo basica para a padronizacdo dos extratos
alergénicos de fungos.
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3.7 Extratos alergénicos de Drechslera (Helminthosporium) monoceras

A literatura apresenta poucos estudos sobre os extratos alergénicos de
Drechslera (Helminthosporium) monoceras. Praticamente os trabalhos sdo de
Menezes et al. (1995) os quais realizaram um extenso estudo sobre a
alergenicidade do extrato obtido da sua biomassa cultivada em fermentagéo
submersa. As fragbes protéicas mais alergénicas foram identificadas como as de
massas moleculares 60, 36 e 14,4 kDa, designadas por Dre 1, 2 e 3,
respectivamente. Em trabalhos do nosso grupo, Saraiva (2001) estudou o
processo de extracdo, por meio de diferentes liquidos, de componentes da
biomassa de Drechslera monoceras produzido por fermentacdo em estado sélido
usando farelo de trigo e bagaco de cana-de-acucar. Obteve melhores resultados
de extragado de proteinas usando agua como liquido extrator (relacao 1:15 solido-
solvente), pH entre 8,3 e 9, a temperatura de 30°C. Hasan (2002) estudou a
producdo de proteinas alergénicas da biomassa de Drechslera
(Helminthosporium) monoceras obtida por fermentacdo em estado sélido em
biorreator de leito fixo, do tipo colunas de Raimbault. Nesse trabalho, foram
otimizadas as condicbes operacionais através de planejamento e analise
estatistica de experimentos. Para o farelo de trigo, substrato que apresentou maior
produtividade comparado ao bagaco de cana e farelo de milho, as condigcbes
otimizadas partindo-se de 0,4 mg/mL de inéculo, temperatura 25°C e vazéo de ar
2 L/h foram pH 9,5 e 45,8% de umidade. Na faixa de variaveis estudadas, os
efeitos da vazao de ar nao foram significativos ao nivel de 90%, porém a evolucao
dos perfis de biomassa e glicose ao longo dos cultivos indicou possiveis limitagées
de transferéncia de oxigénio no sistema. Ainda nesse trabalho foi estudada a
obtengao do extrato alergénico a partir da semi-purificacdo do extrato bruto com a
precipitacdo das proteinas e remocéao de polifendis. Como os resultados de Hasan
(2002) sugeriram limitacbes de transferéncia de oxigénio e apontam para a

necessidade de um estudo particular a respeito desde aspecto especifico.



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Nos ensaios foram utilizados como suportes naturais farelo de trigo com
granulometria 0,35 e 0,59mm, classificados num conjunto de peneiras Tyler. O
farelo foi obtido no Moinho Paulista, S.A. e mantido no laboratério com
aproximadamente 12% de umidade (base Umida) a temperatura ambiente. A
espuma de poliuretano foi obtida no comércio local na forma de cubos, sendo
confeccionados cilindros 30mm de didmetro por 30mm de altura para adaptacao
nas colunas. Estes foram mantidos secos no laboratério a temperatura ambiente
em dessecador. Os reagentes utilizados nas analises e na composi¢cao dos meios

de cultura foram de qualidade p.a.

4.2 Caracterizacao dos suportes
4.2.1 Densidade e porosidade dos suportes

A densidade real e aparente dos leitos formados por farelo de trigo foram
determinadas por picnometria, por meio da medicdo indireta da massa e do
volume do sélido em picnémetro, utilizando dgua. Pesou-se o picndmetro vazio e
apds, com agua. Através da massa, obteve-se o volume de agua usando a
densidade na temperatura considerada (densidade da agua Mili-Q a 23°C 0,998
g/cm®). O picnémetro foi entdo preenchido com os sélidos e pesado, calculando-se
a densidade aparente que € a razao entre a massa de sélidos e o volume do
picnémetro, ou seja, o0 volume aparente que corresponde aos sélidos e a fracao de
vazios. O volume real de soélidos foi calculado apds determinacdo da fracdo de
vazios, a qual é obtida por preenchimento do picnémetro que contém os sélidos
com agua Mili-Q a 23°C, seguido de pesagem. Pela densidade da agua, calcula-
se o volume de vazios e o volume real de sélidos. A metodologia desconsidera a
quantidade de agua que penetra nos poros do sélido. A porosidade (g) do leito de
particulas foi calculada a partir da densidade real (prea)) € densidade aparente (pap)
através da equacéao 4.1 (Henderson & Perry, 1976).
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g:(l_si] (EqQ. 4.1)
real

A espuma de poliuretano foi caracterizada pela sua capacidade maxima
de absorcao de agua conforme proposto Lareo et al. (2005). Apds a secagem a
105°C por 24h, as amostras foram acondicionadas em dessecador, sendo
pesadas e posteriormente imersas em agua a temperatura ambiente (23°C) em
um frasco posicionado no prato de uma balanca analitica. A seguir, apdés a
estabilidade da medida da massa do conjunto, a amostra foi retirada, sendo o
excesso de agua escorrido naturalmente e pesado separadamente. A capacidade
méaxima de absor¢édo de agua foi estimada pelo peso da amostra seca (A) e peso
da amostra umida (B), de acordo com a Eq. 4.2. Assim, sabendo-se a quantidade
de agua absorvida no suporte inerte tem-se o volume dos poros, permitindo a
estimativa do volume real de sélido descontando o volume de agua absorvida do
volume aparente. Desta forma, pela caracterizagdo da absor¢cdo de agua €
possivel estimar a densidade real e aparente e calcular a porosidade do suporte.

B-A

Absorcao(%) = ( jxlOO (Eqg. 4.2)

4.2.2 Area superficial dos suportes

As amostras foram previamente secas em estufa a 105°C por 24 horas e
pesadas em balanca analitica. Em seguida, a area superficial dos suportes foi
determinada por fisioadsorcdo com nitrogénio no equipamento “BET Surface Area
ASAP 2010”, no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC
/FEQ/UNICAMP)

4.2.3 Analise granulométrica

O tamanho das particulas de farelo de trigo ao longo dos cultivos foi
estimada por analise granulométrica em um conjunto de peneiras Tyler
intercaladas de MESH 12, 20, 28, 48 e 100. O diametro médio das particulas (dp)
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foi calculado conforme Eq. 4.3 (Henderson & Perry, 1976), sendo que o indice da
equacao corresponde a uma relacao entre fragdo em massa retida e a quantidade
de peneiras utilizadas.

dp= 0,1041(2)Mce (Eq. 4.3)

O diametro médio de particulas de farelo de trigo fermentadas foi
determinado por espalhamento de luz com laser de alta poténcia no Mastersizer
S (Malvern), tendo como dispersante agua destilada, no Laboratério de
Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC /FEQ/UNICAMP).

As amostras de farelo de trigo e espuma de poliuretano foram
visualizadas em microscépio 6tico LEICA DML com aumento de dez vezes no
Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC/FEQ/UNICAMP),
utilizando software LEICA Quips e LEICA QFAB para realizar medidas de
espessura de filme liquido nas fotografias.

4.3 Preparo do inéculo
4.3.1 Manutencao das culturas

A cepa do fungo Drechslera (Helminthosporium) monoceras (ICB USP K-
1-16 e CBS 154.26) foi cedida pelo Prof. Dr. Walderez Gambale do Departamento
de Microbiologia (Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo),
sendo mantida em tubo inclinado com agar-batata e éleo mineral, a temperatura
ambiente (Hasan, 2002).

4.3.2 Pré-cultivo

A cultura foi propagada em frascos Erlenmeyer de 1000 mL contendo 600
mL de meio inclinado de agar-Czapeck. Apds um periodo de 14 dias, o micélio e
esporos foram suspensos em 200 mL agua destilada estéril. Com a presenca em
muito maior propor¢do do micélio vegetativo em relagdo aos esporos, conforme

observado no trabalho de Hasan (2002), a inoculacéo foi feita principalmente com
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micélio, sendo a sua concentracdo determinada através de curva-padrdao de
massa celular seca (em anexo), com leituras de absorbéancias das diluicbes a 550
nm (Menezes et al., 1995).

O meio de cultura agar-Czapeck modificado por Yunginger et al. (1980) foi
composto por: NaNOs; (2g), Ko:HPO4 (1g), MgSO,4 (0,5g), KCI (0,5g), FeSO4
(0,01g), maltose (15¢g), dextrose (15g), peptona bacteriolégica (10g), agar-agar
(15g) e agua destilada (1000mL). Neste meio de cultivo foram adicionados 40gL™
de substrato solido para adaptacdo prévia do microrganismo ao meio final de
fermentagdo. O meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 20 minutos.
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4.4 Caracterizacao dos cultivos em estado sélido em colunas de Raimbault

Inicialmente foram realizados ensaios em colunas de Raimbault nas
condig6es otimizadas por Hasan (2002), consideradas como ponto de partida para
os proximos experimentos (Fig. 4.1). Foi utilizado como substrato o farelo de trigo,
sendo autoclavado conforme descrito no item 4.2.2 e classificado por meio de

peneiramento nos diferentes niveis de umidade.

Figura 4.1 Sistema de colunas de Raimbault apresentando doze colunas em
banho termostatizado

A inoculacao das culturas de Dechslera (Helminthosporium) monoceras
foi realizada em camara de fluxo laminar com bico de Bunsen. O substrato sélido
foi inoculado e homogeneizado em sacos de polipropileno e autoclavado conforme
descrito no item 4.2.2. O pH inicial do meio foi ajustado utilizando solucao KOH
1N. A umidade inicial do meio soélido foi corrigida em 45% pela solu¢ao contendo o
inoculo, com posterior adicdo de agua Mili-Q esterilizada. Os ensaios foram
conduzidos por sete dias nas seguintes condigdes previamente otimizadas: farelo
de trigo com 0,59 mm de tamanho de particula, 25°C, pH 9,5, 0,4 mg.mL™" de
in6culo com 14 dias, umidade inicial de 45% (conteddo em base Umida) e vazao
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de ar de 2 L/h. Os perfis de umidade do substrato sélido, pH, teor de aglcares e

proteina no extrato bruto foram determinados ao longo dos cultivos.

4.5 Cultivos em estado sélido com farelo de trigo

Para os cultivos em estado sélido nas diferentes condi¢des de altura de
leito fixo, vazédo de ar, didmetro das particulas de farelo de trigo e umidades
iniciais do meio soélido foi considerado um sistema de biorreatores de coluna com
monitoramento da vazao de ar, umidade relativa, temperatura e oxigénio,
conforme Figura 4.2. A unidade experimental incluiu trés sistemas bdsicos:
monitoramento de gases na entrada e saida do biorreator, umidificacao do ar e
reacdo. O sistema de alimentacdo de ar consiste num compressor de ar
odontolégico. O ar foi primeiramente distribuido para as colunas, sendo apos
umidificado em frascos erlenmeyers de 250 mL com 150 mL de agua destilada
previamente esterilizada. A vazado de ar na entrada e saida das colunas foi
monitorada durante os cultivos, sendo que a baixa vazao (2L/h) foi medida em
mandémetro tipo “U” inclinado e as altas vazdes de ar (0,2 a 1L/min) por rotametros
OMEL®. A umidade relativa do ar da entrada das colunas foi monitorada por
Termohigrometro Digi-Sense®. Inicialmente foram realizados ensaios com meio
sélido nas diferentes alturas de meio para assegurar a auséncia de gradientes de
temperatura ao longo da coluna. Assim, a temperatura do meio sélido durante os
cultivos foi monitorada por termopares IOPE SP-G 22C8. As colunas de vidro com
dimensdes 20 cm de altura por 3 cm de didmetro foram preenchidas com o meio
sOlido até completar as diferentes alturas de leito. O preparo do meio sélido
ocorreu conforme item 4.3, considerando as diferentes condi¢cdes de diametro das
particulas e umidades iniciais do meio sélido. Assim, a umidade foi ajustada com a
solugdo de in6culo e dgua Mili-Q esterilizada quando necessario. As amostras de
meio sélido foram retiradas durante os cultivos do topo do leito de particulas,
caracterizando desta forma um perfil axial. Foram realizados ensaios preliminares
utilizando termopares para verificar a auséncia de gradientes de temperatura ao
longo da coluna nas diferentes alturas de leito.
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Os ensaios em coluna encamisada de dimensdes maiores (50mm de
didmetro x 320mm de altura) foram conduzidos de acordo com o mesmo

procedimento apresentado anteriormente, conforme Fig. 4.3.

Termopar

30 mm)

Termohigrometro

Rotametre

Sl;temas de Distribuidor de ar Compressor de ar
umidificagio para as colunas odontologice

Figura 4.2 Sistema de colunas para avaliacdo da transferéncia de oxigénio em
diferentes alturas de leito fixo

Oximetro
Sistema de
Reacao
Leito de substrato
sélido
N 7
N
Medidor
Distribuidor de . .
umidade relativa .
ar o Sistema de
Banho termostatizado alimentacao
Rotametro
Sistema de
umidificacado [ |
Umidificador Compre,ss.or
odontolégico

Figura 4.3 Unidade experimental para biorreator de coluna (50mm x 320 mm)
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4.6 Cultivos sobre suporte inerte

Os ensaios utilizando espuma de poliuretano foram conduzidos nas
condicbes de vazédo de ar e altura de leito selecionados nos experimentos
anteriores com suporte natural de farelo de trigo, em colunas de didametro 30mm e
altura 200mm, de acordo com a Fig. 4.4.

Oximetro

Termopat

Altura de leito
30 mm

111 Leito com espuma
;] de poliuretanc

Termohigrometrc

Rotametre

Umidificador Distribuidor de ar Compressor de ar

para as colunas odontolégicc

Figura 4.4 Sistema de coluna com leito de espuma de poliuretano

Um cilindro de espuma de poliuretano com diametro igual ao didametro
interno das colunas (30mm) foi impregnado com solugao nutriente para obtengao
da seguinte composicao em base seca: NaNOjs (8,87mg/g), KoHPOy4 (4,44mg/q),
MgSO:4 (2,22mg/g), KCI (2,22mg/g), FeSO4 (0,205mg/g), ZnSO4 (0,205mg/g) e
CuSO4 (0,205mg/g). Estes nutrientes apresentaram a composicdo do meio
Czapeck, mantendo a mesma relagao nutriente/meio sélido utilizada nos ensaios
com farelo de trigo. O pH inicial da solugdo nutriente foi ajustado com solucao
KOH 1N. Em seguida, os cilindros ja contendo os nutrientes foram esterilizados
em sacos de polipropileno a 121°C por 20 minutos em autoclave, resfriados a
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temperatura ambiente, sendo adicionado posteriormente glicose (66,58mg/g),
maltose (66,58mg/g), peptona (49,32mg/g) e CaCOsz (24,66mg/g). Apds, a
umidade inicial foi ajustada, considerando a massa seca da espuma, com solugcao

contendo in6culo e agua Mili-Q esterilizada, quando necessario.

4.7 Obtencao do extrato fungico bruto

O extrato fungico bruto de Drechslera (Helminthosporium) monoceras foi
obtido conforme metodologia proposta por Menezes et al. (1995), adaptada para
fermentacdo em estado sélido por Saraiva (2001). O meio sélido obtido nos
diferentes tempos de cultivo foi seco a 37°C por 48 horas. O extrato foi entdo
obtido por trituracdo do farelo de trigo fermentado seco com agua Mili-Q
(proporcao 1:15) em almofariz, sendo apos transferido para frascos Erlenmeyer e
incubado por 16 horas a 30°C com agitagdo constante em incubadora tipo shaker
orbital (G24 Environmental Incubator Shaker). No caso dos ensaios com espuma
de poliuretano, o suporte solido contendo os microrganismos aderidos foi tratado

com agua Mili-Q, obtendo-se uma suspenséao fungica.

Para ambos suportes o pH da extracao foi ajustado em 9 por adicdo de
NaOH 1N. O extrato foi filtrado, centrifugado a 10.000xg durante 15 minutos,

sendo que o sobrenadante obtido foi conservado a 4°C para posterior analise.

4.8 Analises
4.8.1 Conteudo de umidade do suporte sélido

A umidade do meio sélido (base umida) foi determinado por gravimetria,
em estufa a 105°C até peso constante, utilizando dessecador e balancga analitica
(Shojaosadati & Babaeipour, 2002).
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4.8.2 pH do meio sélido

O pH foi medido com pHmetro nos ensaios preliminares com farelo de
trigo a partir de suspensao de 2g meio sélido fermentado em 50 mL de agua
deionizada.

4.8.3 Teor de proteina no extrato bruto fungico

O teor de proteinas obtido no extrato bruto foi quantificado através do
ensaio colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). O reagente de Bradford foi
preparado dissolvendo 0,1g de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50mL de etanol
95%, com agitacao, seguido de adicdo de 100mL de &cido fosforico 85%. Esta
solugéo foi agitada por 2 horas, sendo completado o volume para 1L com agua
mili-Q. Apds 6 horas de agitagdo em shaker, o material foi filtrado, sempre
protegido com papel aluminio, e mantido em refrigeracdo por 24 horas antes de
ser utilizado. Assim, para medida da absorbancia, 1,5mL do reagente de Bradford
pronto foi misturado com 30uL de amostra e agitado em tubos de ensaio. Apds 10
minutos, as leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a 595nm. Foi
preparada uma curva de calibragdo (em anexo) com BSA (albumina do soro
bovino) como proteina padrao.

4.8.4 Teor de acucares redutores no extrato bruto fungico

O teor de glicose do extrato fungico foi determinado pelo método
enzimatico utilizando o Kit Glicose Oxidase da LABORLAB®. Inicialmente foi
preparada uma curva padrdo utilizando diferentes concentragcbes de glicose. Foi
utilizado 20uL de amostra para cada 2mL do reativo de trabalho contendo glicose
oxidase, sendo incubado a 37°C por 10 minutos, seguido de leituras em
espectrofotébmetro a 505 nm.
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4.8.5 Rendimento de glicose em proteinas

O rendimento de glicose em proteinas Yps foi calculado pela relacéo das
taxas de producao de proteina e consumo de glicose em cada tempo considerado,

conforme Eq. 4.4:

d roteina
[
Yoo =— (Eq. 4.4)

4.8.6 Caracterizacao das proteinas por SDS-PAGE

A identificacdo das proteinas nos extratos brutos obtidos foi feita pela
determinagdo das massas molares por eletroforese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis), sendo utilizados géis de 7,5 e
12,5% de poliacrilamida, no Laboratério de Interacdo Molecular e Bioengenharia
(LIMBio/FEQ/UNICAMP). Para o gel de 12,5% foi utilizado marcador de baixa
massa molar da GE Healthcare®, o qual contém as seguintes proteinas e enzimas
padrdo: fosforilase b (97kDa), albumina (66kDa), ovalbumina (45kDa), anidrase
carbbnica (30kDa), inibidor de tripsina (20,1kDa) e a-lactalbumina (14,4kDa). Para
o gel de 7,5% foi usado marcador de alta massa molar da GE Healthcare®
contendo as seguintes proteinas padrao: miosina (212kDa), a2-macroglobulina
(170kDa), B-galactosidase (116kDa), transferrina (76kDa) e desidrogenase
glutdmica (53kDa).

As proteinas da amostra foram desnaturadas por aquecimento a 100°C na
presenca de SDS e reduzidas na presenca de B-mercaptoetanol. As eletroforeses
foram realizadas no sistema Mini-protean Il da Biorad (1988), com fonte de 190V
por 45min. A revelagdo das proteinas no gel foi feita com nitrato de prata
(Morrissey, 1981). A primeira raia de cada gel foi reservada para o marcador de

massa molar, sendo as demais para as amostras de extrato. Em cada raia foi
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aplicado 10uL de amostra previamente diluida, de modo a ter-se uma

concentracdo de aproximadamente 0,2mg/mL.

A identificacdo das massas molares das proteinas foi realizada a partir de
curva de calibragdo, sendo graficados os logaritmos decimais das massas
moleculares das proteinas do marcador com os valores da relagdo entre a
distancia percorrida pela proteina apds o término da corrida eletroforética e a

distancia total no gel, Ry, apresentadas nas Figuras 7 e 8 dos Anexos.

4.9 Determinacao do coeficiente global de transferéncia de oxigénio

A taxa global de transferéncia de oxigénio (N) e o coeficiente global de
transferéncia de oxigénio gas-liquido (K. a) foram determinados através do balanco
de oxigénio nas colunas e pela estimativa do perfil radial de oxigénio dissolvido no
biofilme, respectivamente (Gowthaman et al., 1995). O perfil da concentracao de
oxigénio no biofilme liquido formado na superficie dos suportes sélidos foi
calculado de acordo com Thibault et al. (2000), conforme Eq. 4.5, assumindo que:

(@) O consumo de oxigénio é igual a demanda de oxigénio na fase
gasosa em cada secéao do leito fixo de particulas, ou seja, regime permanente;

(b) Os fungos séo incapazes de penetrarem na matriz sélida, crescendo
apenas na superficie das particulas soélidas, ou seja, no filme liquido que envolve

os suportes (Figura 4.5);

(c) A espessura do biofilme é constante durante o cultivo, no entanto, ha

possibilidade de considerar a transferéncia de oxigénio a diferentes espessuras;

(d) A densidade do biofiime é constante e a taxa de consumo de
oxigénio € uniforme para espessura de biofilme considerada, sendo que ha um
perfil de oxigénio dissolvido ao longo do filme;

(e) A difusividade de oxigénio na fase liquida é constante, considerada
igual a difusividade em agua a 25°C;
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(f) A concentracado de oxigénio no gas esta em equilibrio com o liquido
na interface, podendo ser calculada pela Lei de Henry;

(g) Os suportes sdo homogéneos; no caso de farelo de trigo, todas as
particulas sdo esféricas e apresentam o mesmo tamanho; no caso de espuma de
poliuretano, o suporte apresenta-se como cilindro contendo poros com volumes
iguais;

(h) A vazao volumétrica de ar € constante ao longo do biorreator.

——
- Eiofilme -
” AN

Convecciio

Figura 4.5 Representacdo dos mecanismos de transferéncia de oxigénio nos

cultivos em estado sélido (Adaptado de Gowthaman et al., 1995)

A concentracdo de oxigénio foi medida na entrada e saida dos
biorreatores por oximetro YSI®5301B. A espessura do biofilme foi considerada
constante de acordo com trabalhos anteriores (Thibault et al., 2000) e medida por
microscopia para diferentes condicdes de umidade do meio sélido. A difusividade
de oxigénio na fase liquida foi considerada para agua a 25°C (2,5.10° m?s).
Sendo assim, fazendo o balango de oxigénio no filme liquido (resolugdo em
anexo) tem-se que:

d’C, 2dC
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onde r é a posicao radial (m); Doz, é a difusividade de oxigénio na fase
liquida (m?s); C. é a concentragao de oxigénio no liquido (mol/m®); Rp.é a taxa de

consumo de oxigénio no biofilme. As condi¢cdes de contorno foram:

r=0; ddCrL =0 (Eq. 4.6)
dch dc?

r=R,; Do, d—rL =Dg,, d—rL (Eq. 4.7)
dc’ i

r=R,; D(F)2,L er = kG(CG _CG) (Eq. 4.8)

onde R; é o raio da particula sélida (m); R-é o raio da particula sélida
mais biofilme (m); Do2". é a difusividade de oxigénio do filme na fase liquida
(m?/s); Dos°, é a difusividade de oxigénio do fase liquida na particula (m%s);C, é a
concentragdo de oxigénio dissolvido na fase liquida (mol/m®); Cs é a concentragéo
de oxigénio na fase gas; Cg é a concentracdo de oxigénio na interface ou a
concentragdo de saturagdo (mol/m°); kg é o coeficiente de transferéncia de
oxigénio da fase gasosa. O coeficiente de transferéncia de massa convectivo pode
ser estimado por vérias correlagbes na literatura. De acordo com a Eq. 4.9
(Brodkey & Hershey, 1988), kg pode ser obtido para a faixa de vazéo de ar
utilizados, considerando o Numero de Reynolds (Re), didmetro médio das
particulas (d,) porosidade do leito de particulas (¢) e difusividade de oxigénio no

gas (Dozq):

kedp 0l

Re'* Eqg. 4.9
DOZ,G (1-¢)" (Ea )

O coeficiente de transferéncia de oxigénio gas-liquido (K. a) foi determinado
nas condi¢cdes experimentais através do balanco de oxigénio nos biorreatores,
considerando sempre o maior gradiente da concentracao de oxigénio dissolvido
verificado ao longo do biofiime formado ao redor das particulas solidas.
Primeiramente, a taxa global de transferéncia de oxigénio (N) foi calculada de
acordo com a Eqg. 4.10, onde Vs é o volume de meio sdélido; Q é a vazéao
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volumétrica do ar; T é a temperatura na entrada e saida das colunas; R € a
constante dos gases e p é a pressao parcial de oxigénio no gas de entrada e

saida das colunas:

1 |(Qp ij
N = = | =F
RVS {( T jentrada ( T saida} (Eq 410)

N=K,alC'-C,) (Eq. 4.11)

Assim, Kia foi calculado através da Eq. 4.11, assumindo C como a
solubilidade de oxigénio na fase liquida na temperatura e pressao consideradas. A
concentracao de oxigénio no filme liquido formado na superficie da matriz sélida
(C.) foi estimada através do perfil radial de oxigénio no biofilme formado em torno

das particulas (Equacao 4.5). A taxa media de consumo de oxigénio (R, ) em

termos de volume de biofiime foi calculada de acordo com a Eq. 4.12,
considerando a diferenca de concentracdo de oxigénio na fase gasosa (Cg) na
entrada e saida das colunas. Como o denominador da Eq. 4.12 é o volume de
biofilme, utilizou-se volume total de filme liquido formado ao redor das particulas
de farelo de trigo e nos poros da espuma de poliuretano. Assim, R; é a distancia
do centro da particula até a superficie do suporte (raio das particulas esféricas);
R- é a distancia do centro das particulas até a superficie do biofilme; n, é o
namero de particulas no leito ou o numero de poros da espuma de poliuretano,

calculado para o volume de meio sélido considerado.

— ((QCG )entrada ~ (QCG )saida )
© n,(4/3)m(R: - R?)

(Eq. 4.12)

A espessura do biofilme foi assumida como sendo constante e igual a
25um para os ensaios iniciais (Thibault et al, 2000) e determinada por
microscopia em diferentes condigdes de umidade para farelo de trigo e espuma de
poliuretano. A densidade do biofilme foi assumida como constante e igual a da
agua (Mitchell et al., 2003).
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Assim, para célculo do K;a foi necessario a estimativa de C,. Partindo das
condicGes de contorno apresentadas e conforme resolucdo em anexo, temos o
perfil radial de oxigénio no biofilme considerando consumo de oxigénio segundo
reacao de ordem zero (Eq. 4.13):

C. :Hl(m) [U _1}2(&} (Rz _@ (Eq. 419)
C 6(D,. C J|\R, R )\r

4.10 Estimativas da concentracao celular

4.10.1 Demanda de oxigénio

A taxa de consumo de oxigénio (R, ) por Drechslera (Helminthosporium)

monoceras em meio liquido Czapeck foi determinada pela equacéo 4.14, sendo

obtidas as curvas de concentragao oxigénio dissolvido (C_ ) versus tempo. Os

ensaios foram realizados em cubetas com banho agitado e termostatizado (YSI®
5301B Standard Bath), sendo utilizado 10 mL de caldo Czapeck. A concentracao
de oxigénio dissolvido foi medida por oximetro YSI® Model 5300 e a taxa
especifica de consumo de oxigénio (q,) foi calculada conforme a Eq. 4.15 para
cada concentracdo celular (X). Partindo-se de uma solugdo concentrada de
inoculo (0,186mg/mL) foram realizadas cinco diluicées para avaliagdo do consumo
de oxigénio. Assim, foi estabelecida uma correlacdo entre a quantidade de
biomassa e a taxa de consumo de oxigénio para avaliacdo do perfil da

concentracao celular ao longo dos cultivos em meio sélido.

dc,
- Eq. 4.14
o T 4t (Eq )
R
q, = —2 (EqQ. 4.15)

X
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4.10.2 Grau de empacotamento do meio sélido

A concentracao celular (X) pode ser relacionada também com fator ou
grau de empacotamento do meio sélido (), o qual € definido pela relagdo entre o
volume de células no leito de particulas (V) e o volume disponivel para o
crescimento microbiano (Vyx). O fator de compactacao tem valor unitario quando as
células ocupam todo o espaco disponivel para crescimento no leito, ou seja, a fase
liquida mais a fase gasosa quando for o caso de fungos com micélio aéreo
(Laukevics et al., 1985). Assim, a concentracao celular é proporcional ao fator de
compactacao conforme a Eq. 4.16, sendo que myx é a concentragdo de biomassa

por massa de meio sélido e pa, € a densidade aparente do meio sélido.
X=myp ¥ (Eq. 4.16)

Da Eq. 4.16, a concentracdo de biomassa (myx) pode ser calculada de
acordo com a taxa especifica de consumo de oxigénio, considerando a taxa de
consumo por biofilme (R) e a relagdo entre volume de biofilme e volume de leito
(Eq. 4.17).

R( Vbiofilme )
my = Veio (Eq. 4.17)
QoPap

4.10.3 Balanco do grau de reducao

A concentragdo celular (X) e o quociente respiratorio (RQ) foram
estimados pela estequiometria da biorreacéo, considerando o grau de reducao do
substrato e da biomassa. A equacgao geral para crescimento microbiano aerébio

sem formagéao de produtos pode ser escrita como:

Fonte de C + Fonte de Nitrogénio + O, — Biomassa + CO, + H,0O + metabdlitos + calor

Esta equagédo pode ser reescrita tendo glicose como fonte de carbono e

nitrato como fonte de nitrogénio:
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CeH206 + a0, +bNO7 — cCH,OyN; +dCO, + eH,0 + metabdlitos + calor (Eq. 4.18)

onde (CH,OsN;) representa a composi¢do da biomassa e “a”, “b”, “c”, “d”
e “e” sdo os coeficientes estequiométricos para oxigénio, nitrato, biomassa, gas
carbbnico e agua, respectivamente. De acordo com Lareo et al. (2005), a
composicao elementar para fungos filamentosos seria 40,11% de C, 7,37% de N,
7,13% de H e 40,39% de O, assumindo conteudo de cinzas de aproximadamente
5% (Oijkaas et al., 2000). Assim, teriamos CH2 1300 .76No.16 € considerando grau de
reducdo de glicose (ys) igual a 4, pode-se calcular os coeficientes a e ¢ da

equacao pelo grau de reducéo da biomassa (ys):
Ys —4a=CYg (Eq. 4.19)

Partindo dos coeficientes da Eqg. 4.18 para oxigénio e gas carbbnico
obtidos pelo grau de reducédo, temos que o quociente respiratério (RQ) pode ser

calculado pela Eq. 4.20:

RQ-2
a

(Eq. 4.20)

4.10.4 Balanco do conteudo de agua no meio solido

De acordo com proposto por Lekanda & Pérez-Correa (2004), assumindo
que o conteudo de agua no leito € homogéneo, havendo uma umidade média no

leito (Xw), o acumulo de 4gua (dXw/dt) pode ser escrito como:

Xy _p g, P Wo Xy AV
dt Mg Mg dt

(EqQ. 4.21)
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Na equacdo, Aw é taxa de produgcdo de agua [gagua/Omeio ssido-h]; E
representa a perda de 4gua por evaporagao [gagua/Imeio sslido-h]; Fw € @ quantidade
adicionada por meio sélido; Wp é a quantidade de agua perdida no fundo da
coluna; Ms é a massa de meio sélido. Considerando que o substrato sélido é
farelo de trigo, ndo havendo quantidade de agua adicionada ou perdida além da
evaporagao, temos:

Xy _p g Xu dMs

el v (Eq. 4.22)

No caso de suportes inertes como espuma de poliuretano onde ndo ha

degradacao do meio sélido, o balan¢o da quantidade de agua torna-se:

dzj(—tw =R, —E (Eq. 4.23)
De acordo com a Eq. 4.23, ndo h4 acumulo de agua no meio sélido e a
umidade é mantida constante quando a taxa de producao de agua pelas reacdes
metabdlicas for equivalente a taxa de evaporacdo da agua. A producédo de agua
pode ser estimada pelo consumo de glicose de acordo com a reacao
estequiométrica (Eq. 4.18), ou entdo pela Eq. 4.24, considerando a produgéo de
COs. Rco. € a taxa de producdo de CO, e kw é o fator de conversao entre a
quantidade de agua e CO. produzidos, sendo que o valor tipico fica em torno de

1,15 Kgagua’kg CO2 (Lekanda & Pérez-Correa, 2004).

Ry = kaco2

M (Eq. 4.24)






5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos suportes solidos e dos seus leitos

Os farelos de trigo com 12% de umidade original foram esterilizados,
umidificados aos niveis de 25, 35 e 45% e caracterizados pelo diametro médio e
distribuicdo de tamanhos e densidade aparente do leito formado pelas particulas
(pap)- Os solidos secos foram ainda caracterizados ainda pela sua area superficial,
tamanho e volume de poros. A espessura inicial do filme liquido ao redor das
particulas foi determinada para os diferentes niveis de umidade inicial e para as
particulas saturadas com agua. O diametro médio das particulas Umidas foi
determinado no inicio e ao longo dos ensaios, sendo apresentada a distribuicdo de
tamanhos em anexo.

Os leitos formados pelas particulas secas e umidas foram caracterizados
pela porosidade, determinada indiretamente a partir das densidades real e
aparente das particulas.

A espuma de poliuretano foi caracterizada pela sua capacidade maxima
de absor¢cdo de agua, densidade aparente e porosidade do leito formado por um
cilindro de diametro aproximadamente igual ao didmetro interno da coluna
(30mm).

5.1.1 Densidade aparente e porosidade dos leitos

As Tabelas 5.1 a 5.3 apresentam os resultados de densidade aparente do
farelo de trigo original (12% de umidade) e nos niveis 25, 35 e 45%, assim como
da porosidade dos leitos formados pelas particulas Umidas. Para a espuma de
poliuretano a densidade aparente e porosidade do leito foram determinados sem
umidificagao adicional.

A espuma de poliuretano utilizada apresentou capacidade de absorcao de
agua maxima de 17,53mL/g. Esse resultado foi similar ao obtido por Lareo et al.

(2005), trabalhando com cultivo de Mucor bacilliformis em espuma de poliuretano.
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Tabela 5.1 Densidade aparente e porosidade dos leitos formados por particulas de
farelo de trigo e cilindro de espuma de poliuretano de didametro 30mm

Suportes Paparente (g/cm®) Porosidade (%)
*Farelo de trigo 0,35mm 0,292 30,5
*Farelo de trigo 0,59mm 0,168 57,14
Espuma de poliuretano 0,0275 66,93

* Farelo com 12% de umidade (base umida)

Observa-se que os valores de densidade aparente obtidos (Tabela 5.1)
foram similares aos encontrados na literatura para diversos tipos de farelos,

estando por volta de 0,2g/cm® (Henderson & Perry, 1976).

Nas Tabelas 5.2 e 5.3 observa-se que a umidificacdo adicional do farelo
de trigo conduz ao aumento do diametro e densidade aparente das particulas e,
em consequéncia disso, ocorre redugdo na porosidade dos leitos de 25,5 a 11,4%
quando a umidade inicial variou de 25 a 45%, para particulas de didametro original
0,35mm.

A espessura do filme liquido formado na superficie variou com a umidade
das particulas, sofrendo pequeno aumento (5,28 a 5,46um) quando a umidade do

meio passou de 25 para 35%, porém atingiu 8,83um para 45% de umidade.

Farelo de trigo com diametro original 0,59mm, (Tabela 5.3) apresentou
menores densidades aparentes (0,17 a 0,20 g/cm3) com a variagao do nivel de
umidade de 25 a 45%. Nessas condi¢des, a porosidade do leito variou de 54,1
para 46,8% e a espessura do filme liquido na superficie das particulas foi de 8,74
a 10,55um.
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Tabela 5.2 Caracterizacao do farelo de trigo 0,35mm com diferentes umidades e
da porosidade do leito de particulas

Umidade Didmetro pap  Porosidade Espessura média  Desvio
(9/100g9) médio (mm) (g/cm?®) (%) do filme liquido padrao
(um)* (um)
25 0,9 0,27 25,5 5,28 0,62
35 1,55 0,29 18,6 5,46 0,59
45 1,75 0,28 11,4 8,83 1,41

* resultados obtidos pela média de no minimo 20 medidas

Tabela 5.3 Caracterizacao do farelo de trigo 0,59mm com diferentes umidades e
da porosidade do leito de particulas

Umidade Diametro Pap Porosidade Espessura média  Desvio
(9/100g)  médio (mm) (g/cm®) (%) do filme liquido padrao
(um)* (um)
25 1,5 0,17 54,1 8,74 1,74
35 1,9 0,18 50,9 8,92 1,57
45 2,2 0,20 46,8 10,55 1,54

* resultados obtidos pela média de no minimo 20 medidas

Os valores de espessura de filme liquido determinados para ambos
tamanhos de particulas foram inferiores aos reportados em trabalhos anteriores
sobre fermentacdo em estado sélido, em geral em torno de 25um, variando até
100um (Tanaka et al., 1986; Rajapolan & Modak, 1995; Thibault et al., 2000;
Rahardjo et al., 2002). No entanto, em muitos casos os autores basearam-se em
espessuras de biofilmes de microrganismos depositados em filtros biol6gicos ou

acumulados em outras superficies, nas quais 0s niveis de umidades eram bem
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superiores, havendo inclusive a presenca de agua livre. Oostra et al. (2001)
encontraram por simulagao matematica valores semelhantes aos filmes liquidos
obtidos neste trabalho, que correspondiam a espessura maxima do biofilme
formado na superficie de gel de agar para que nao ocorresse anaerobiose.

A Tab. 5.4 apresenta as espessuras de filme liquido determinadas por
microscopia 6tica para suporte espuma de poliuretano com diferentes umidades.
Pode-se constatar que o aumento de 25 para 35% de umidade eleva
consideravelmente a espessura do filme liquido formado na superficie € nos poros
da espuma. No entanto, a espessura se mantém praticamente constante de 35
para 45% de umidade. A espessura de filme liquido maxima foi obtida na
saturacao do suporte (24,1um), conforme verificado na Tab. 5.5. Neste caso, com
94% de umidade, ou seja, no maximo de agua absorvida pela espuma sem a
presenca de agua livre, a espessura de biofilme obtida foi similar aos valores
sugeridos pela literatura para cultivos em estado sélido (Thibault et al., 2000).
Entretanto, para farelo de trigo foram obtidas espessuras bem inferiores ao
relatado na literatura, sendo aproximadamente 12um para os dois tamanhos de
particulas. Estes resultados sugerem que o didmetro do farelo de trigo apresenta
pouca influéncia no filme liquido formado ao redor das particulas e,
consequentemente, na resisténcia a transferéncia de oxigénio. Além disso, pode-
se verificar que a capacidade maxima de absorgcao de agua, por volta de 80% de
umidade, sugere que em muitos trabalhos na literatura ha presenca de agua livre
no meio solido, descaracterizando a fermentacdo em estado sélido, promovendo
um regime intermediario entre o crescimento em biofilme e submerso, tornando

critica a transferéncia de massa.
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Tabela 5.4 Caracterizacdo do filme liquido em espuma de poliuretano com
diferentes umidades

Umidade (g/100g) Espessura médiado  Desvio padrao (um)
filme liquido (um)*

25 14,45 2,65
35 17,85 2,60
45 18,04 2,95

* resultados obtidos pela média de no minimo 20 medidas

Tabela 5.5 Caracterizagao dos suportes saturados com agua

Suportes Absorgao de Espessura média  Desvio padrao
agua maxima do filme liquido (pum)
(%) (um)*
Farelo de trigo 0,35mm 81,74 11,45 2,00
Farelo de trigo 0,59mm 84,31 12,05 2,06
Espuma de poliuretano 94,02 24,10 2,98

* resultados obtidos pela média de no minimo 20 medidas

Os dados apresentados nas Tab. 5.2 a 5.5 foram obtidos a partir das
fotografias ilustradas nas Fig. 5.1 a 5.4, onde pode-se visualizar os suportes com
diferentes umidades e saturados com agua: particulas de farelo de trigo 0,35mm,
particulas de farelo de trigo 0,59mm e espuma de poliuretano. Esses resultados
sdo importantes para o entendimento dos mecanismos de transferéncia de
oxigénio nos cultivos em estado sélido, uma vez que em geral os trabalhos da
literatura ndo relatam as propriedades fisico-quimicas dos suportes sélidos usados
nem a espessura dos filmes liquidos formados nas suas superficies.
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(c)

Figura 5.1 Fotografias das particulas de 0,35mm do farelo de trigo: (a) 25%, (b) 35

%, (C) 45% de umidade (as setas indicam o filme liquido formado na superficie do

suporte sélido)
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()

Figura 5.2 Fotografias das particulas de 0,59mm do farelo de trigo : (a) 25%, (b)
35 %, (c) 45% de umidade (as setas indicam o filme liquido formado na superficie

do suporte sélido)
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Figura 5.3 Fotografias da espuma de poliuretano : (a) 25%, (b) 35 %, (c) 45% de
umidade (as setas indicam o filme liquido formado na superficie do suporte sélido)
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Figura 5.4 Fotografias dos suportes saturados com &gua: (a) farelo de trigo
0,35mm, (b) farelo de trigo 0,59mm, (c) espuma de poliuretano (as setas indicam o

filme liquido formado na superficie do suporte sélido)
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5.1.2 Area superficial, tamanho e volume de poros dos suportes

Os resultados de area superficial, tamanho e volume de poros dos
suportes solidos sao apresentados na Tabela 5.6. Pode-se verificar que a espuma
de poliuretano apresentou maior tamanho médio de poros e area superficial, 0 que
permite uma melhor distribuicdo dos nutrientes, do oxigénio gasoso e formacao de
biofilmes na superficie e no interior da matriz sélida. Os dados de tamanho e
volume de poros obtidos para os farelos de trigo sugerem que o crescimento
fungico ocorre preferencialmente na superficie das particulas e no espaco aéreo
interparticula, conforme reportado por Rahardjo et al., 2002. O oxigénio consumido
seria 0 correspondente a adsor¢cdo nas hifas aéreas, sem as limitagcoes
difusionais, e no filme liquido formado ao redor das particulas, onde a difuséo
seria limitante. Além disso, pelos valores de volume de poros pode-se considerar
que toda a 4gua adicionada fica na forma de um filme liquido na superficie da
matriz solida. Assim, as particulas de farelo de trigo comportam-se praticamente
como solidos ndo porosos. Desta forma, a determinacdo de densidade real e
aparente realizada no item 5.1.1 pode ser feita com agua, de acordo com a
metodologia indicada no item 4.1.1, uma vez que a quantidade de agua absorvida
pelos poros é desprezivel.

Para espuma de poliuretano verifica-se area superficial e volume de poro
cem vezes maior que para farelo de trigo 0,35mm. Desta forma, conforme pode-se
visualizar na Fig. 5.3, ha formacao de filme liquido na superficie € nos poros da
espuma. Devido a maior area para formagdo de biofilme, estes resultados
sugerem um maior crescimento fangico sobre este suporte, uma melhor
distribuicao de oxigénio devido a maior porosidade do leito (Tab. 5.1) e formacéao
de filmes liquidos mais espessos (Tab. 5.4).
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Tabela 5.6 Area superficial, tamanho médio e volume de poros para os farelos de

trigo e espuma de poliuretano determinados através das isotermas de BET

Suportes Area superficial Volume de poro Tamanho médio de
(mz/g) (cm3/g) poro (A)
Farelo de trigo 0,3560 0,000872 97,9849
0,35mm
Farelo de trigo 0,2817 0,000378 53,6621
0,59mm
Espuma de 3,4932 0,07006 106,7792
poliuretano

5.1.3 Diametro médio do farelo de trigo

As particulas de farelo de trigo antes da umidificacdo com a solucao
nutriente e solugdo do in6culo apresentavam umidade em torno de 12%. Foram
utilizadas amostras de farelo de trigo com 0,59 mm, como usado por Hasan, 2002,
e adicionalmente o tamanho de 0,35mm, visando melhorar a transferéncia de
oxigénio (Oostra et al., 2001). A Figura 5.5 apresenta a variacao do tamanho das
particulas de farelo de trigo ao longo dos cultivos analisadas por granulometria em
peneiras. Verifica-se a redugdo no seu tamanho conforme sugerido por Mitchell et
al., 2003. As matrizes soélidas sofrem degradacao durante a fermentacao, tendo a
sua estrutura fisica alterada. Com a umidificagdo passando dos 12% para 25, 35
ou 45%, houve aumento no tamanho médio das particulas para todos os casos,
em consequUéncia do seu intumescimento. Assim, para as particulas de 0,59mm
no inicio dos cultivos o diametro médio foi de 2,2, 1,9 € 1,5mm para 45, 35 e 25%
de umidade, respectivamente. Para particulas de farelo com 0,35mm o tamanho
foi 1,75, 1,45 e 0,9mm para 45, 35 e 25% de umidade, respectivamente. Para
farelo de trigo com 0,35mm apods 11 dias de cultivo, o didmetro médio determinado
por espalhamento dindmico de luz (Mastersizer S Malvern) foi de 0,51159mm
(90% das particulas apresenta tamanho abaixo de 0,74667mm), com Aarea
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superficial de 0,1417m?g para particulas com densidade real (pra) igual a
0,42g/cm?® (Figura 12 — Anexo V).

Verifica-se que para todos os casos foram obtidos didametros maiores de
particula para umidades de 45%, sendo que houve diminuicdo do tamanho ao
longo dos cultivos em todos o0s casos, exceto para farelo 0,35mm com 25% de
umidade inicial. A queda no tamanho de particula foi observada nos primeiros
cinco dias de cultivo, mantendo-se praticamente constante apds este periodo. Isto
pode ser explicado uma vez que muitos substratos sdo degradados durante a
fermentacdo, alterando sua estrutura fisica e causando efeitos importantes nas
propriedades do leito de particulas, quando utiliza-se suportes naturais (Mitchell et
al., 2003). Por isso, Viccini & Mitchell (2003) propuseram que a concentracao de
biomassa no processo em estado sélido devesse ser expressa Como
concentracao relativa, considerando a massa de matéria seca no momento da
amostragem, uma vez que a massa seca do leito de substrato diminui durante a
fermentacao devido a liberacao de gas carbdnico. Segundo esses autores, ha uma
taxa de mudanca global na matéria seca total que é dada pela soma das taxas de
variacao na biomassa e no substrato. Esta variagdo na matéria seca pode causar
a diminuicdo das particulas ao longo dos cultivos. Terebiznik & Pilosof (1999)
estudaram a perda de matéria seca no cultivo de Aspergillus oryzae sobre farelo
de trigo. De acordo com estes autores, 40% em massa da matéria seca inicial é
perdida até a fase estacionaria de crescimento fungico. Esta perda foi altamente
correlacionada com o crescimento microbiano, apesar de continuar ocorrendo
mesmo apos a fase estacionaria. Assim, a menor diminuicdo das particulas de
farelo de trigo 0,35mm e 25% de umidade inicial poderia sugerir um menor
crescimento fungico nesta condicdo. As maiores diminuigdes nos diametros das
particulas ocorreram para farelo 0,59mm com 35 e 45% de umidade. Apesar
destas constatacées, ndo existem estudos na literatura mais especificos
relacionando a perda de matéria seca, atividade biol6gica e variagdo no tamanho

das particulas, de modo a se poder analisar melhor esses resultados.

Nandakumar et al. (1996), verificaram a reducao de 30 - 60% no tamanho
das particulas de farelo de trigo durante o cultivo de B. coagulans. Particulas de
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600-850um foram degradadas em 12 horas e as particulas maiores (1200-
2057um) em 36 horas. De acordo com os autores, as particulas menores contém
mais amido e apresentam uma fracdo maior de hemicelulose e celulose. Assim,
devido a preferéncia dos microrganismos pelo consumo de carboidratos, houve
uma maior reducdo nas particulas menores no tempo de fermentacao
considerado. Esse fato explicaria a maior redugdo de tamanho para as particulas
de 0,35mm com 35% de umidade ao longo do cultivo, sugerindo maior
crescimento microbiano nesta condicdo. Do ponto de vista da engenharia de
processos, a reducdo e mudanga na estrutura dos suportes naturais € um
problema nos cultivos em estado sélido. Assim, a utilizagdo de suportes inertes
que mantivessem sua estrutura fisica ao longo da fermentacao seria importante no
estudo dos fendmenos de transferéncia de calor e massa destes processos
(Gutiérrez-Correa & Villena, 2003).
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Figura 5.5 Perfis de reducao do didmetro das particulas durante as fermentacoes
em farelo de trigo 0,35 mm (a) e 0,59 mm (b) com vazao de ar 0,4 L/min (Umidade
inicial: () 25%, (0) 35%, (A) 45%)
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5.2 In6culo

A cepa do fungo Drechslera (Helminthosporium) monoceras (ICB USP K-
1-16 e CBS 154.26) foi mantida em agar-batata com 6leo mineral em estufa a
25°C, conforme trabalhos de Menezes et al, 1995, e Hasan, 2002. Pode-se
verificar na Figura 5.6 que a cultura foi propagada em frascos Erlenmeyer de 1000
mL contendo 600 mL de meio inclinado de agar-Czapeck. Tal como observado por
Hasan (2002), nas condicdes de cultivo o inéculo apresenta-se praticamente na

forma de micélio.

Figura 5.6 Fotografia do inéculo de Drechslera produzido em frascos Erlenmeyers

contendo meio agar-Czapeck

Apds um periodo de 14 dias, o micélio foi suspenso em &gua destilada
estéril e a sua concentracao foi determinada através de curva-padrao de massa
celular seca, com leituras de absorbancias das diluicdes a 550 nm (Hasan, 2002),

conforme a Figura 3 do Anexo.
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5.3 Cultivo em estado solido em colunas de leito fixo

Na Figura 5.7 (a - c) sdo apresentados os resultados obtidos para os
ensaios preliminares conduzidos em colunas de Raimbault para a producéo de
proteinas alergénicas da biomassa de Dreschslera monoceras, visando verificar a
viabilidade do in6culo, reproduzir os resultados e os aspectos limitantes do cultivo
de Drechslera discutidos por Hasan (2002). As condigdes operacionais foram
aquelas otimizadas estatisticamente: substrato farelo de trigo com 0,59 mm de
tamanho de particula, 25°C, pH 9,5, 0,4 mg/mL de in6culo com 14 dias, umidade
de 45%, vazdo de ar de 0,03 L/min e colunas totalmente preenchidas com

particulas (altura de leito de aproximadamente 200mm).

Os resultados foram semelhantes aos obtidos por Hasan (2002),
demonstrando ndo sé a reprodutibilidade do processo de produgdo de proteinas
alergénicas, mas também a preservacdo da viabilidade do microrganismo
estocado e os problemas resultantes do acumulo de agua e limitagcées difusionais
do oxigénio.

Na Figura 5.7a observa-se pouca variagao do pH do meio sélido nas 168
horas de experimento. O perfil de umidade do meio sélido mostra um aumento de
aproximadamente 45% para 54% no tempo total de fermentagcédo, devido ao
metabolismo respiratério de Drechslera monoceras, que resulta na formacao de
agua decorrente da oxidacdo do substrato. De acordo com Nakamundar et al.
(1998), a producao de agua metabdlica pode levar a reducao da porosidade de até
10% em decorréncia do intumescimento das particulas e aumento de umidade do
leito de farelo de trigo. Devido a vazao de ar baixa (0,03L/min), o acumulo de agua
metabdlica no leito levou ao aparecimento de &gua livre, maior resisténcia a
passagem de ar através do leito pela sua compactacao, favorecendo a formacao
de caminhos preferenciais adjacentes a parede da coluna principalmente apés 120
horas de fermentagdo. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5.3
verifica-se que ha um aumento consideravel na espessura do filme liquido quando
a umidade fica em torno de 45%. Sendo assim, a producdo de agua metabdlica
leva a formacado de um filme liquido mais espesso na superficie do substrato,
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prejudicando a dissolugdo do oxigénio. Essas condicoes descaracterizam a
fermentacdo em meio solido, e quando o cultivo encontra-se plenamente
desenvolvido o que se observa com a compactacao do leito e aparecimento de

agua livre € um regime intermediario entre a fermentacao sélida e submersa.
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Figura 5.7 Comportamento da fermentacao para a produgdo de biomassa de D.
monoceras conduzida em colunas de Raimbault com farelo de trigo como
substrato para 200 mm de altura de leito: (a) evolugcédo do pH ( ) e umidade (o) do
meio solido (b) perfil de agucares redutores totais ( ) e proteinas soluveis (0) no

extrato bruto; (c) perfil do rendimento de glicose em proteinas
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De acordo com Mitchell et al., 2003, colunas com leito fixo podem
apresentar gradientes de temperatura, umidade e concentragdo de oxigénio
gasoso. Assim, estes cultivos que utilizam colunas de Raimbault totalmente
preenchidas com substrato natural, estdo sujeitos a formagcdo de regides com
baixo teor de oxigénio, desenvolvendo condicbes de anaerobiose que limitam o
crescimento fungico. Esses aspectos foram relatados por Oostra et al. (2001)
através da producao de etanol por Rhizopus oligosporus em zonas anaerdbias

formadas no leito e observados por Hasan (2002).

Os efeitos das limitagdes de oxigénio refletem-se nos perfis de proteinas
(biomassa produzida), agucares redutores e no rendimento de glicose em
proteinas (Ypss), apresentados na Figura 5.7b e c. Esses resultados séo indicativos
das limitagdes progressivas da transferéncia de oxigénio no meio, com

aparecimento de condi¢des de anaerobiose apds as 72 horas de fermentacao.

O perfil de agucares redutores no extrato bruto obtido a partir do meio
sOlido fermentado apresentou queda brusca na concentracdo nas primeiras 72
horas, sendo que apo6s este periodo a concentracdo mantém-se praticamente
constante até o final das 168 horas de experimento, com um percentual de cerca

de 40 mg/g de agucar residual ndo consumido.

O perfil de proteinas mostra clara evolugcao até aproximadamente 72
horas de fermentagdo, com oscilagbes no tempo restante, indicando a
aproximagao de um patamar em torno de um valor maximo de aproximadamente

19 mg/g.

O coeficiente de rendimento Yps (Figura 5.7c) sofre uma queda
progressiva no decorrer do processo, atingindo apdés 120 horas um rendimento
entre 0,1 e 0,2 MQproteina/MJgiicose- NESSE COMportamento devem-se levar em conta
as oscilagbes no valor da concentragdo de proteinas apos 72 horas de
fermentacdo. Com essas consideracdes, o0 rendimento assumiria um valor
aproximadamente constante apés as 72 horas de cultivo, tendo em vista que apos
esse tempo verifica-se uma concentracao de agucares residual aproximadamente

constante no meio.
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,Por outro lado, Gowthaman et al, 1995, trabalhando com Aspergillus
niger em leito fixo de farelo de trigo constataram que em altas vazdes de ar
(25L/min) houve queda na umidade do meio sélido. Hamidi-Esfahani et al. (2004)
também verificaram que a aeragao forgada intensa pode resultar na diminuicao do
conteudo de umidade do leito de particulas e queda na produgédo de biomassa.

Esses resultados demonstram a necessidade de se operar os biorreatores
de leito fixo em condigdes que preservem as caracteristicas da fermentacdo em
estado solido, o teor de umidade durante o cultivo e a oxigenacao do meio.

A Figura 5.8 apresenta a variagao da umidade medida experimentalmente
no meio sélido durante a fermentagcdo e os valores estimados pelo balango de
massa considerando que o consumo de uma molécula de glicose leva a formagao
de seis moléculas de 4gua. Os valores estimados e experimentais apresentaram
uma correlacao de 0,97 (conforme Fig. 4 dos Anexos). Assim, podemos observar
que a quantidade de agua produzida é devida fundamentalmente as reacodes
metabdlicas no periodo de cultivo considerado. De acordo com os resultados
obtidos utilizando a Eq. 4.22, houve alta taxa de producdo de agua quando
comparada com a taxa de evaporagao. Além disso, o efeito da perda de matéria
seca nao influenciou consideravelmente o conteddo de agua no meio soélido. Desta
forma, para que o acumulo de umidade no meio seja minimizado a produg¢ao de
agua pelo metabolismo microbiano deve ser compativel com as perdas por
evaporagao, isto é, com a retirada de 4gua do meio sélido. A evaporacao da agua
pode ser afetada por alguns parametros como a umidade relativa do ar em torno
do substrato sdélido, a temperatura do meio, a vazdo de ar e as forgcas
intermoleculares dentro do sélido (Lekanda & Pérez-Correa, 2004). Neste caso,
como a umidade relativa e a temperatura do sistema foram mantidas praticamente
constantes, a vazao de ar e as forgas intermoleculares foram os parametros que
influenciaram a taxa de evaporagdo. Assim, a evaporagao eficiente que permita
um equilibrio do contetdo de umidade do leito pode ser obtida utilizando altas

vazdes de ar e diferentes caracteristicas de compactagao do meio sélido.
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Figura 5.8 Umidade do meio soélido estimada pelo balangco de massa e pela

medida experimental: dados estimados (0) e experimentais ( )

De acordo com Hasan (2002), as principais variaveis que influenciaram a
producdo de proteinas alergénicas de Drechslera monoceras conduzida em
colunas de Raimbault com farelo de trigo como substrato foram o pH e umidade
inicial do substrato. Portanto, para o estudo da transferéncia de oxigénio do
presente trabalho, adotou-se o pH 9,5, otimizado por Hasan (2002), e a
transferéncia de oxigénio foi estudada em fungao da umidade inicial do substrato a

qual procurou-se manter aproximadamente constante ao longo da fermentacao.
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5.4 Estabelecimento dos niveis de vazao de ar e altura de leito - Ensaios na

auséncia de microrganismos

Os niveis de vazéo de ar e altura de leito foram estabelecidos de modo a
garantir a manutencao da umidade inicial do meio. A Figura 5.9 apresenta os
perfis axiais de umidade do leito de farelo de trigo nos ensaios sem
microrganismos, nas vazdes de ar de alimentacdo de 0,03 L/min (2 L/h), nivel

6timo obtido estatisticamente por Hasan (2002) e 1 L/min.

Pode-se verificar que o conteldo de umidade do meio sé6lido manteve-se
praticamente constante para as duas vazdes, nas diferentes alturas de leito. Desta
forma, mesmo utilizando vazbées de ar de alimentagdo da ordem de (1L/min),
constatou-se que o sistema de umidificagdo foi eficiente, promovendo entrada de
ar com 100% de umidade relativa, monitorado pelo termohigrometro. Isto impede a
secagem do farelo de trigo, mantendo a umidade do substrato sélido

aproximadamente constante ao longo do tempo.
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Figura 5.9 Perfis axiais de umidade do leito de particulas com vazéo de ar de 0,03

(@) e 1 L/min (b). Alturas de leito: 30mm ( ); 80mm (0); 130mm (A); 180mm (V).
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5.4.1 Cultivo em estado solido
5.4.1.1 Influéncia da altura do leito e vazao de ar

A Figura 5.10 apresenta os perfis de umidade do meio solido com alturas de
leito de 30 e 130 mm, para as vazdes de ar de 0,03 e 1L/min. Verifica-se um
aumento da umidade durante o periodo experimental, em virtude da produgéo de
agua metabolica devido ao crescimento fungico. Esse aumento foi mais acentuado
para a maior altura de leito (130mm), independente da vazao de ar. Para a menor
altura de leito (30mm), a vazéo de ar 1L/min produziu apenas 5% de aumento da
umidade, enquanto para 0,03 L/min, foi observado apés 96h, acimulo de agua

para o leito de altura 130mm.

Umidade (g/100g)

40+

0 2IO 4IO 6IO 8I0 1 (I)O 1 éO 1 ;10 1 éO

Tempo (horas)
Figura 5.10 Perfis de umidade do meio sélido para diferentes vazdes e alturas de
leito (farelo de trigo 0,59mm): 30mm - 0,03L/min ( ); 130mm - 0,03L/min (0);
30mm - 1I/min (A); 130mm — 1l/min (V)

A producdo de proteina e consumo de glicose foram dependentes
somente da vazao de ar para ambas as alturas de leito. Para a menor vazao,
menos proteina foi produzida com maximo em 48 horas (Figura 5.11). O consumo
de glicose foi maior (aproximadamente 80% da glicose inicial) e mais rapido (72h)
(Figura 5.12). Para a vazao de 1L/min, a produgdo méaxima de proteina (16mg/g)
foi atingida em 96 horas, com consumo de apenas 40% da glicose inicial a 30mm
de altura de leito e 60% de consumo para 130mm.
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Figura 5.11 Perfis de proteina no extrato bruto obtido para diferentes vazdes e
alturas de leito (farelo de trigo 0,59mm): 30mm-0,03L/min ( ); 130mm-0,03L/min
(0); 30mm-1L/min (A); 130mm-—1L/min (V)
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Figura 5.12 Perfil de glicose no extrato bruto obtido para diferentes vazdes e
alturas de leito (farelo de trigo 0,59mm): 30mm-0,03L/min ( ); 130mm-0,03L/min
(0); 30mm-1L/min (A); 130mm-—1L/min (V)

Observando a evolugdo dos rendimentos em proteina apresentados na
Figura 5.13, verifica-se que estes foram praticamente constantes ao longo da
fermentacado quando utilizou-se vazao de ar 1L/min, embora para 130mm de altura

de leito o seu valor seja de apenas 0,03 mg/mg comparado com 0,06 mg/mg
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obtido a 30mm. Nas condicbes de maior altura de leito, onde ha maior acumulo de
agua no biofilme reduzindo o espaco aéreo, o rendimento em biomassa é menor,
situagdo de 1L/min e 130 mm de leito. Para a vazao de 0,03 L/min os rendimentos
decresceram com o tempo, sendo também menores a 130 mm, quando observou-
se maior acumulo de agua no meio. Esses resultados sugerem a importancia do

balango entre o crescimento aéreo do microrganismo e confinado no biofilme.

Ha um melhor entendimento dos resultados quando se analisa o0s
rendimentos ao invés dos perfis de proteinas, glicose e umidade. As variagdes no
rendimento apresentadas em todos os casos estdo dentro do admitido para
sistemas bioldgicos, ao nivel de significancia de 5%. A Tab. 5.7 apresenta os
valores médios, desvio padrao e coeficiente de variagcao percentual, calculado pela
relagdo entre a média e desvio padrao, dos rendimentos nas diferentes condi¢des
de altura de leito e vazado de ar. Pode-se verificar rendimentos praticamente
constantes para 30mm de altura de leito, independente da vazado de ar. No
entanto, os dados apresentaram alta variacdo para a menor vazao de ar,
independente da altura de leito. Os dados indicam que a vazao de ar discrimina de
maneira melhor o rendimento, de maneira que as menores variagdes
correspondem a limitagcbes menos expressivas quando se utiliza mais alta vazao

de ar.

Portanto, esses resultados mostram que a producdo de proteinas,
associada ao crescimento da biomassa é favorecida pela menor altura de leito
(30mm) e mais alta vazado de ar (1L/min), conforme esperado. Ressalta-se aqui
que em geral as fermentagbes convencionais em meio sélido reportadas na
literatura sdo conduzidas com vazées da ordem de 10 L/min (Alvaraz-Sandoval et
al., 1997; Favela Torres et al., 1997; Pandey et al., 2001; Soccol & Vandenberg,
2003).
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Figura 5.13 Perfis de Yp/s nas diferentes condi¢gbes de vazéo de ar e altura de leito
(farelo de trigo 0,59mm): 30mm-0,03L/min ( ); 130mm-0,03L/min (0); 30mm-
1L/min (A); 130mm-=1L/min (V)

Tabela 5.7 Dados dos rendimentos de glicose em proteinas para farelo de trigo
0,59mm para diferentes condi¢des de vazao e altura de leito

Condigao de vazaode  Rendimento Desvio padrao Coeficiente de
ar e altura de leito médio (mg/mg) (mg/mg) variagao (%)
30mm e 0,03L/min 0,062 0,0282 45,46

130mm e 0,03 L/min 0,042 0,0188 44,57
30mm e 1L/min 0,062 0,0163 26,86
130mm e 1 L/min 0,027 0,0070 25,52

Os comportamentos relativos a transferéncia de oxigénio nos cultivos sao
apresentados através dos seus parametros nas Figuras 5.14 e 5.15. A Fig. 5.14
apresenta a variacdo da taxa de transferéncia de oxigénio (N) determinada por
unidade de volume de sélidos no meio. Observa-se que houve diferenciacdo de N
somente para a condigdo de 30mm de leito e 1L/h de vazdo de ar. Em todas as
outras condigcbes os valores de N foram muito baixos e praticamente constantes
ao longo da fermentagdo. Esses resultados explicam o maior rendimento em

proteinas (biomassa) em relacdo a glicose apresentado na Figura 5.13.
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Considerando os dois tipos de crescimento fungico, a maior taxa de transferéncia
de oxigénio nessas condi¢des deve-se ao favorecimento do crescimento aéreo em
consequéncia do menor acumulo de agua no leito. Para a condicdo de 30mm de
leito e 1L/min, observa-se que o valor de N, inicialmente alto, decresce em 48
horas, voltando a crescer até o final da fermentacdo. Sabendo-se que nesse
tempo nao houve variacdo significativa no tamanho médio das particulas,
conforme Figura 5.5, a variacao de N deve-se ao efeito conjunto da transferéncia e
demanda de oxigénio. Como houve variacao de apenas 10% na umidade, pode-se
considerar que a espessura do filme liquido durante a fermentagdo aumentou
aproximadamente na mesma propor¢do, nao alterando significativamente a
resisténcia a transferéncia de oxigénio no biofilme. Portanto, a variacado de N
deve-se principalmente a demanda de oxigénio por parte dos microrganismos. Em
48h, com a menor demanda de oxigénio (inicio da fase logaritmica conforme
Figura 5.11), a vazao de ar elevada produziu saturagao do filme liquido, baixando

N, e elevando-o em seguida com a fase logaritmica em evolugéo.

Comportamento semelhante ao de N pode ser observado quando a taxa de
consumo de oxigénio foi expressa através do parametro R, calculado em relacao
ao volume do biofilme. Na Figura 5.15, os valores de R foram calculados para a
espessura do filme maxima (25um), considerada constante ao longo da
fermentacdo. Nessas condicdes, o coeficiente de transferéncia oxigénio (K.a),
calculado a partir do perfil de concentracdo de oxigénio dissolvido no biofilme
liquido considerando o maior gradiente, foi similar para todas as condi¢cdes,
ficando em torno de 3,98s” para leito com 30mm e 4,015s" para leito com
130mm. Esse resultado, obtido a partir dos parametros N e R, é coerente, ja que o
K.a depende somente das condigdes fisicas do meio, e o valor de R foi calculado

a espessura constante de biofilme.
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Figura 5.14 Perfis das taxas de transferéncia de oxigénio (N) por volume de
séOlidos no meio em fungédo da vazéo e altura do leito (farelo de trigo 0,59mm):

30mm-0,03L/min ( ); 130mm-0,03L/min (0); 30mm-1L/min (A); 130mm-1L/min (V)
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Figura 5.15 Perfis das taxas de consumo de oxigénio por volume de biofilme nas
em funcéo da vazao e altura do leito (farelo de trigo 0,59mm) ): 30mm-0,03L/min

( ); 130mm-0,03L/min (0); 30mm-1L/min (A); 130mm—1L/min (V)
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Os valores obtidos para o K a foram semelhantes aos encontrados por
Gowthaman et al., 1995 (2,4s™ em 15 horas), constatando que a fermentacdo em
estado solido caracteriza-se por apresentar valores de Ky a bem superiores aos
valores tipicos dos cultivos submersos. Segundo estes autores, com as altas
vazdes de ar utilizadas, ocorre um aumento na turbuléncia do sistema o que tende
a reduzir a espessura do biofilme formado nos macro e micro-poros da matriz
séOlida. Desta forma, com a reducdo da espessura do filme liquido, diminui a
resisténcia a transferéncia de massa, refletindo-se em altos valores de K a. Além
disso, neste trabalho o K a aumentou durante o periodo experimental, atingido os
valores maximos e diminuindo com a demanda de oxigénio. No entanto, Thibault
et al. (2000) discordaram destes autores, constatando que a variagdo do K,a
apresentada no trabalho de Gowthaman et al. (1995) deve-se a consideracao que
o gradiente de concentracdo de oxigénio no biofilme & constante igual a 10%, o
que implica em valores de R também constantes. Como os valores de N e R
obtidos neste trabalho variaram significativamente com o tempo,
consequentemente ndo se obtém um gradiente de concentragdo constante ao
longo da fermentagédo. Os parametros N e R sao funcao da transferéncia fisica de
oxigénio, determinada pelo Kia e pela demanda biolégica por parte dos

microrganismo no biofilme.

5.4.1.2 Influéncia da altura de leito a vazao de ar 1L/min

Na vazdo de ar onde foram obtidos os melhores resultados do item
anterior, foram conduzidos experimentos em quatro diferentes alturas de leito.
Conforme podemos verificar na Fig. 5.16, o leito a 30 mm de altura apresentou o
menor aumento no conteludo de umidade do substrato. Para as outras trés alturas
pode-se considerar que o aumento de umidade foi semelhante. A producao de
proteinas, consumo de glicose e rendimento nao apresentam uma tendéncia
definida de variagdo com a altura, para os leitos de 80, 130 e 180mm. Destaca-se
em todos os casos a superioridade do leito de 30 mm em relagcdo aos referidos
parametros (Fig. 5.17 a 5.19), o que pode ser ainda enfatizada a partir dos
rendimentos médios apresentados na Tab. 5.8.
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Figura 5.16 Perfis de umidade em diferentes alturas de leito (vazdo de ar 1L/min;
farelo de trigo 0,59mm): 30mm ( ); 80mm (0); 130mm (A); 180mm (V)
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Figura 5.17 Perfis de proteina no extrato bruto (vazéo de ar 1L/min; farelo de trigo
0,59mm): 30mm ( ); 80mm (0); 130mm (A); 180mm (V)
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Figura 5.18 Perfis de glicose no extrato bruto (vazdo de ar 1L/min; farelo de trigo
0,59mm): 30mm ( ); 80mm (0); 130mm (A); 180mm (V)
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Figura 5.19 Perfis do rendimento proteina/glicose (vazao de ar 1L/min; farelo de
trigo 0,59mm): 30mm ( ); 80mm (0); 130mm (A); 180mm (V)

Tabela 5.8 Dados dos rendimentos de glicose em proteinas para farelo de trigo

0,59mm nas diferen tes alturas de leito

Condicbes de altura Rendimento

Desvio padrao

Coeficiente de

de leito médio (mg/mg) (mg/mg) variagao (%)
30mm 0,061 0,0163 26,87
80mm 0,0043 0,00378 88,56
130mm 0,027 0,00698 25,52
180mm 0,0066 0,00474 71,43

Do mesmo modo, os perfis de N apresentam comportamento semelhantes

para as alturas de leito 80, 130 e 180mm, diferenciando-se somente para 30mm

(Fig. 5.20). Portanto, para maior transferéncia de oxigénio e consequentemente

producdo de proteinas, a altura de leito deve situar-se em torno de 30mm. A

mesma discussao é valida para o K;a calculado ao longo das fermentagdes.
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As figuras do Anexo VI apresentam os perfis de umidade do meio solido,
proteina e glicose do extrato fungico, rendimento de glicose em proteinas e taxa
de transferéncia de oxigénio que resumem os resultados das ensaios conduzidos

em diferentes alturas de leito.
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Figura 5.20 Perfis da taxa N (vaz&o de ar 1L/min; farelo de trigo 0,59mm): 30mm

( ); 80mm (0); 130mm (A); 180mm (V)

5.4.1.3 Influéncia da vazao de ar para altura de leito 30 mm

A Fig. 5.21 apresenta os perfis radiais de oxigénio dissolvido no biofilme
calculados a diferentes velocidades superficiais de ar. Para estes resultados, foi
considerada a maxima resisténcia a transferéncia de oxigénio, com a espessura

do biofilme sendo 25um, conforme proposto por Thibault et al. (2000).

Considerando o perfil radial de oxigénio (Eq. 4.13) e calculando a
concentracdo de oxigénio na interface biofilme liquido-particula soélida de
substrato, ou seja, em 25um, onde ha o maior gradiente de concentracao, verifica-
se que o Kia é aproximadamente 3,9 s em todos os tempos e condicdes de
vazao. K a depende apenas das propriedades do sistema em transferir oxigénio
da fase gasosa para o biofilme, ndo sendo influenciado pela vazao de ar na faixa
de valores testados. Assim, conforme verificamos na Fig. 5.21, a concentragao de

oxigénio ndo varia significativamente apds 15um aproximadamente. No entanto,
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de acordo com a Tab. 5.3, a espessura do filme liquido é aproximadamente 10um.
Desta forma, obtivemos valores de Kia praticamente constantes durante os
cultivos, mas distintos para as diferentes vazées ar: 3,75 + 0,61s™ (0,2L/min),
4,23 +0,62s ' (0,4L/min), 3,0 + 0,87s™ (0,6L/min), 3,5+ 1,59s (0,8L/min) e 3,33 +
1,365 (1Lmin). Embora os valores estejam na mesma ordem de grandeza, estas
pequenas variagdes com a vazdo podem ser atribuidas a variagdo de umidade do
meio, conforme os perfis apresentados na Fig.5.22, refletindo-se em variagdes na

espessura do biofilme.

Pela analise das Fig. 5.23 e 5.24 verifica-se que, exceto para 0,2 L/min
onde a demanda de oxigénio foi baixa, as taxas de transferéncia e consumo de
oxigénio N e R foram semelhantes para todas as outras vazdes de ar. As
diferencas nos perfis de umidade observados na Figura 5.22 refletiram-se no
céalculo desses parametros, produzindo pequena superioridade dessas taxas para
a vazao 0,4 L/min. Comportamento semelhante foi observado por Gowthaman et
al. (1995), que elegeu a velocidade superficial equivalente a vazdo de 0,4 L/min
como valor 6timo para a vazao de ar em cultivo de Aspergillus niger sobre farelo
de trigo. Segundo estes autores, 0 aumento da vazao de ar aumenta a turbuléncia,
reduzindo a espessura do biofilme.
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Figura 5.21 Perfis radiais da concentracdao de oxigénio dissolvido no filme liquido
(altura de leito 30mm; farelo de trigo 0,59mm) (a) Q = 0,2 L/min; (b) Q = 0,4 L/min;
(c) Q=0,6 L/min;(d) Q = 0,8 L/min; (e) Q=1 L/min
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Figura 5.22 Perfis de umidade para diferentes vazdes de ar (altura de leito 30mm;
farelo de trigo 0,59mm): 0,2L/min ( ); 0,4L/min (0); 0,6L/min (A); 0,8L/min (V);
1L/min (0)
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Figura 5.23 Perfis da taxa de transferéncia de oxigénio obtidos para diferentes
vazodes de ar (altura de leito 30mm:; farelo de trigo 0,59mm): 0,2L/min ( ); 0,4L/min

(0); 0,6L/min (A); 0,8L/min (V); 1L/min (0)

De acordo com esses resultados, considerando as taxas de consumo e
transferéncia e o Kia, embora ndo haja diferengas expressivas na faixa de vazées
entre 0,4 e 1L/min, a vazao de 0,4 L/min apresenta-se como a melhor condicdo
de ar para o cultivo em estado sélido de Drechslera em farelo de trigo 0,59mm.
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Figura 5.24 Perfis da taxa de consumo de oxigénio por volume de biofilme nas
diferentes vazdes de ar (altura de leito 30mm; farelo de trigo 0,59mm) ): 0,2L/min
( ); 0,4L/min (0); 0,6L/min (A); 0,8L/min (V); 1L/min (0)

A Figura 5.25 apresenta os perfis de umidade e proteina ao longo do
cultivo a 0,4L/min. Verifica-se aumento gradativo no teor de proteinas no extrato
bruto sugerindo crescimento microbiano homogéneo nas 312 horas de
fermentacdo com auséncia das fases de adaptacdo e estacionaria. Isto ocorre
qguando nao ha limitagdo por nutrientes, inclusive oxigénio, no periodo amostrado.
Além disso, a umidade do meio solido permaneceu praticamente constante, o que
indica que, apesar do metabolismo microbiano acentuado gerar quantidades de
agua metabdlica, a altura de leito de 30mm e o sistema de umidificagdo mantém a
umidade do meio praticamente constante. Desta forma, conforme o referido na Eq.
4.22, a taxa de producao de agua pelos microrganismos foi semelhante a taxa de
evaporagao da agua, facilitada pelas condi¢cbes de altura de leito (quantidade de

meio sélido) e alta vazao de ar.
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Figura 5.25 Perfis de umidade do substrato sélido e proteina obtidas a partir do
extrato fungico para cultivos a 0,4 L/min (altura de leito 30mm; farelo de trigo

0,59mm): Umidade do meio sélido ( ) Proteina no extrato fungico (o)

Hasan et al. (2003), trabalhando com Drechslera sobre farelo de trigo em
colunas de Raimbault, verificaram que na condicdo 6étima determinada por um
planejamento estatistico foram obtidos maximos de 12mg/g de proteina em 150h
de fermentacdo. Estes autores constataram que durante os experimentos ocorria
encolhimento do leito de particulas e umedecimento do meio sélido, o que afetaria
o rendimento do processo. Quando neste trabalho utilizou-se 30mm de altura de
leito e 0,4L/min de vazao de ar, foram obtidos 26 mg/g de proteina em 312 horas,
valor superior aos obtidos por Hasan et al., 2003. Isto deve-se possivelmente a
eficiente transferéncia de oxigénio obtida nas condi¢des investigadas no presente
trabalho. Assim, o aumento de escala deste processo deverd priorizar um

aumento na quantidade de reatores em coluna com altura de leito reduzida.

A Fig. 5.26 apresenta o perfil do rendimento em proteinas com relagéo a
glicose. O rendimento em relacédo a glicose é praticamente constante ap6s 140h,
em torno de um valor médio de 0,07mg/mg. Este valor é superior aos valores
apresentados nas Tab. 5.6 e 5.7, indicando que ha uma altura de leito e vazao de
ar que otimiza o rendimento devido a manutencéo das caracteristicas do leito. De
acordo com Oostra et al. (2001) a obtencdo de rendimentos praticamente

constantes sugere que nao ha limitagao de oxigénio durante o cultivo. Estes
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autores constataram limitagdes de oxigénio pela redugdo no Yxss de glicose,
havendo conversdao anaerdobia com formacdo de etanol. Desta forma, o

rendimento de glicose é um parametro indicado para avaliar limitacdes destes

by

processos devido a correlacdo existente entre a transferéncia de oxigénio e o
consumo de glicose.
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Figura 5.26 Rendimento de glicose em proteina para cultivos a 0,4 L/min (altura de
leito 30mm; farelo de trigo 0,59mm)
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5.5 Influéncia da umidade inicial do meio sélido e tamanho de particula

A Fig. 5.27 apresenta os perfis de umidade do meio sélido durante a
fermentacao, para particulas de farelo de trigo com didmetro médio 0,59mm em
leito de 30 mm com 0,4 L/min de vazdo de ar. Verifica-se que para todas as
umidades iniciais testadas nao houve variagao consideravel no conteudo de agua
do meio, em conseqiéncia das condicdes de altura de leito e vazao de ar
anteriormente selecionados.

o a0
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]

T T T T T T T T
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Figura 5.27 Perfis de umidade do meio solido com farelo de trigo 0,59mm para
diferentes umidades iniciais: 25% (V), 35% (A\) e 45% (O)

A Figura 5.28 apresenta a producao de proteinas no extrato bruto fungico
obtido para cultivos com diferentes umidades iniciais. Pode-se constatar que a
maior produgao de proteinas ocorreu a 45% de umidade inicial. Estes resultados
indicam que ha um teor de umidade étimo para o crescimento de Drechslera por
volta de 45%. Para umidades inferiores, ha limitagdo na disponibilidade de
nutrientes, principalmente os agucares, devido @ menor atividade de agua do
sistema. Além disso, considerando o empacotamento do meio, nota-se que a
densidade aparente do leito de particulas de farelo de trigo 0,59mm (Tab. 5.3) é
maior a 45% de umidade (0,2 g/cm®). Assim, de acordo com Laukevics et al.,

1985, como mantém-se praticamente a mesma porosidade e caracteristicas de
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compactacao do meio, a concentracao celular atingida € proporcional a densidade
aparente (Eqg. 4.16).

Proteina (mg/g)

T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (horas)

Figura 5.28 Perfis de proteina no extrato bruto para os cultivos com farelo de trigo
0,59mm a diferentes umidades iniciais: 25% (V), 35% (A) e 45% (O)

A Figura 5.29 apresenta os perfis da concentragcdo de oxigénio dissolvido
calculados ao longo do biofilme, considerando espessuras de 5 a 45um. Pode-se
constatar que para 45% de umidade inicial, com exce¢ado de 312 horas, 0s
gradientes de concentragdo de oxigénio sdo semelhantes, indicando consumo
homogéneo de oxigénio ao longo do biofilme durante os cultivos. O oxigénio foi
totalmente consumido no biofilme quando a sua espessura foi 45um, e para
espessura em torno de 10 um a variagcao da concentracdo de oxigénio no biofilme
esteve em torno de 20%, demonstrando que nao ha limitacao de oxigénio. Para as
demais umidades, as variagdes situaram-se em torno de 10% ao longo de toda a
fermentagdo para todas as espessuras de biofilme. Os maximos de gradientes
ocorreram em 120 horas (25% de umidade), 144 horas (35% de umidade). Assim,
estes resultados estdo em concordancia com os perfis de proteina (Fig. 5.28),
sugerindo um crescimento microbiano melhor a 45 e 35% de umidade.
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Figura 5.29 Perfis radiais de oxigénio dissolvido no biofilme para as diferentes
umidades iniciais do meio solido com farelo de trigo 0,59 mm: 25% (a); 35% (b) e
45% (c)

Analisando a transferéncia de oxigénio, observa-se pela Fig. 5.30 uma taxa
bem maior (0,8mol/s.m?) para 35% de umidade em relacdo a valores menores em
torno de 0,3mol/s.m® para 25 e 45% de umidade inicial. Essa condicdo produziu
K,as cerca de dez vezes maiores, como mostrado nas Figuras 5.31 a 5.33, onde
observa-se também que para espessuras de filmes maiores que 20 um as
variacdes nao sao significativas. Pela determinacao da espessura do filme liquido
obtida por microscopia verifica-se que para todas as umidades testadas ha uma

influéncia significativa da espessura no K;a. Esses dados constatam a importancia
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da medida analitica do biofilme nestes processos quando se pretende analisar a
transferéncia de oxigénio. Os perfis de Kia apontam para uma melhor
transferéncia de oxigénio para umidade de 35% uma vez que de acordo com a
Tab. 5.3, para essa umidade inicial a espessura de biofime & menor (8um),

comparado com 10 um a 45% de umidade inicial.
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Figura 5.30 Perfis da taxa de transferéncia de oxigénio para cultivos sobre farelo
de trigo 0,59 mm com diferentes umidades iniciais: 25% (V), 35% (A) e 45% (O)
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Fig. 5.31 Perfil do K,a para leito de farelo de trigo 0,59 mm com 25% de umidade

inicial (a seta indica os dados com diferenca significativa ao nivel de 5%)
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Fig. 5.32 Perfil do K,a para leito de farelo de trigo 0,59 mm com 35% de umidade

inicial (a seta indica os dados com diferenca significativa ao nivel de 5%)
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Fig. 5.33 Perfil do K.a para leito de farelo de trigo 0,59 mm com 45% de umidade
inicial (a seta indica os dados com diferenca significativa ao nivel de 5%)

A Fig. 5.34 mostra a camada de micélio na superficie das particulas,
demonstrando que o fungo se desenvolve nao apenas na fase liquida, como um
biofilme ao redor das particulas, mas também nos espagos vazios do leito.
Rahardjo et al. (2002) demonstraram a importancia das hifas aéreas na respiragao
microbiana. Isto significa que a limitacdo de transferéncia de oxigénio devido a
difusdo lenta na fase liquida apresenta uma menor importancia para fungos

filamentosos que se desenvolvam na fase aérea, como € o caso de Drechslera.
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Fig. 5.34 Fotografias das particulas de farelo de trigo 0,59mm com 11 dias de

cultivo a 35% de umidade inicial

A Fig. 5.35 apresenta os perfis de umidade do meio sélido para leito de
0,35mm. Verifica-se que para todas as condigdes iniciais ndo houve variagao
consideravel na umidade do meio sélido, em conseqiiéncia das condicbes de
altura de leito e vazado de ar previamente selecionados, conforme o observado

anteriormente para leito de particulas de 0,59mm.
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Figura 5.35 Perfis de umidade do meio solido com farelo de trigo 0,35mm para
diferentes umidades iniciais: 25% (V), 35% (A) e 45% (O) para 30mm e 0,4L/min
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A variacao da concentracdo de proteinas sollveis no extrato fungico é
apresentada na Figura 5.36. Hasan et al. (2003), trabalhando com Drechslera em
colunas de leito fixo de aproximadamente 200 mm de altura obtiveram através de
um planejamento estatistico a umidade inicial étima de 45%, sendo encontrados
teores de proteinas por volta de 12 mg/g. No entanto, para leito de 30 mm e 0,4
L/min, estimando o comportamento microbiano pela concentracdo de proteinas
soluveis, podemos afirmar que ha uma tendéncia maior de crescimento da
atividade metabdlica em 35% de umidade inicial do leito de particulas. De acordo
com a Fig. 5.5, houve realmente uma maior diminuicdo do tamanho das particulas
a 35% de umidade, resultado da perda de matéria seca devido ao consumo do
substrato. Para meio sélido com 25% de umidade ndo houve praticamente
nenhuma modificagdo da estrutura das particulas, sugerindo crescimento
microbiano menor conforme o perfil de proteinas apresentado na Fig. 5.36. Estes
resultados sdo importantes na busca do entendimento dos fenémenos de
transferéncia de massa que ocorrem nos processos em estado sélido, além de

contribuir para o escalonamento dos processos.
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Figura 5.36 Perfis de proteinas soluveis no extrato bruto para diferentes umidades
iniciais em leitos de farelo de trigo 0,35mm: 25% (V), 35% (A) e 45% (O)

A Figura 5.37 apresenta os perfis de concentracao de oxigénio para farelo
de trigo 0,35mm nas diferentes condicbes de umidade. Verifica-se que os maiores

gradientes de oxigénio ocorreram em 168 e 120 horas de cultivo, decrescendo ao
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longo do biofilme para todos os tempos de cultivo. Para espessura de biofilme em
torno de 10um observa-se que a concentracdo de oxigénio diminui
aproximadamente 10%. Esta reducdo esta de acordo com os dados mencionados
na literatura (Gowthaman et al., 1995). Entretanto, este gradiente ndo permanece
constante durante o cultivo e depende fortemente da espessura do biofilme,
podendo ser de até 40% para espessuras de 45 um. Neste caso, a variacao na
concentracao € muito superior ao assumido por estes autores, o que fez com que

eles obtivessem valores inferiores de K a.

De acordo com a Tabela 5.2 ha uma espessura de filme liquido formado
ao redor das particulas de farelo de trigo 0,35mm com 25% de umidade de
aproximadamente 5um. Pela andlise da Fig. 5.37a, verifica-se que nestas
condicdes hd um gradiente de concentragdo de aproximadamente 8%, o que
reflete 0 baixo consumo de oxigénio. Isto justifica o crescimento lento nesta
condicao, o que também correspondeu a baixa reducao do tamanho das particulas
nesta condicao (Fig. 5.5).
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Figura 5.37 Perfis radiais de oxigénio dissolvido no biofilme para as diferentes
umidades iniciais do meio sélido com farelo de trigo 0,35 mm: 25% (a); 35% (b) e
45% (c)

A Figura 5.38 apresenta os perfis de N ao longo do tempo para as
diferentes condigdes de umidade. Similarmente ao ocorrido com os gradientes de
concentracdo, os maiores valores de N foram obtidos entre 120 e 168 horas,
ficando em torno de 0,7 e 0,4 mol/sm® para 45 e 35% de umidade,
respectivamente, onde ocorrem 0s maiores gradientes de concentragdo de

oxigénio (Fig. 5.38b e c). Os valores praticamente constantes de N nestas
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condicdes de umidade demonstram que a distribuicdo homogénea do ar permitiu
transferéncia de oxigénio eficiente para todos os tempos experimentais.
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Figura 5.38 Perfis da taxa de transferéncia de oxigénio para cultivos sobre farelo
de trigo 0,35 mm com diferentes umidades iniciais : 25% (V), 35% (A) e 45% (O)

O K,a é constante ao longo do periodo de cultivo, uma vez que nao ha
variagao fisica do sistema, com manutengdo da umidade (vide perfil de umidade
Fig. 5.35). A variacédo na taxa N é compensada com uma variagao proporcional no
gradiente de concentracao (Fig. 5.37), mantendo K,a constante. Entre 120 e 168
horas de cultivo, N e o gradiente apresentaram seus valores maximos, mantendo
o valor de K a fixo. No entanto, K, a varia na posi¢do dependendo da espessura do
biofilme para todas as condicdes de umidade testadas, conforme as Fig. 5.39 a
5.41, sendo que a variacao € significativa para espessuras de leito menores que
29um (p<0,05). A resisténcia ao transporte de oxigénio € maior nas maiores
espessuras, fazendo com que o Kja atinja os menores valores, por volta de 5s™
para 25 e 35% de umidade e 10 s para 45% de umidade.

Os perfis de Kia com 25 e 35% de umidade sdo exatamente iguais,
sugerindo que o0 aumento de umidade das particulas de farelo de trigo 0,35mm até
35% né&o promoveu uma melhor dissolucdo do oxigénio gasoso para o filme
liguido, mas também n&o resultou num aumento da resisténcia ao transporte. De
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acordo com a determinacao experimental da espessura dos filmes por microscopia
(Tab. 5.2 e Fig. 5.1), ndo ha variacdo nesta espessura quando do aumento de
umidade de 25 para 35%. Assim, como o K, a depende da difusividade de oxigénio
e da espessura do filme, ele mantém-se praticamente constante com a mudanca
de umidade. K;a nao variou significativamente, ao nivel de 5% de significancia,
para espessuras de biofilme acima de 29um para todas as umidades testadas.
Como as espessuras determinadas experimentalmente nas diferentes condi¢coes
de umidade (Tab. 5.2) ficam bem abaixo de 29um, ha desta forma uma influéncia
significativa das espessuras no valor do K;a, conforme havia sido verificado
também para as particulas de farelo de trigo 0,59mm. Assim, independente do
tamanho de particula e das condigbes de umidade, a transferéncia de oxigénio
nos cultivos em estado sélido € afetada pela espessura do filme liquido uma vez
que nem a saturacao do farelo de trigo permitiria a formagao de filmes superiores
a 20um (Tab. 5.5).

A taxa de transferéncia de oxigénio para particulas para 45% de umidade
inicial foi superior aos cultivos com umidades inferiores em praticamente todo o
periodo experimental (Fig. 5.38). Partindo destas taxas elevadas durante o cultivo,
a curva de Kia, situou-se em nivel superior com relacao a 25 e 35% de umidade
(Fig. 5.41). No entanto, considerando a maior espessura de biofilme constatada
pelos resultados de microscopia apresentados na Tab. 5.2 (8um a 45% e Sum
para 25 e 35%), percebe-se que os valores de K, a foram semelhantes para todas

as condi¢des de umidade com particulas 0,35mm, ficando em torno de 32 s™.
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Figura 5.39 Perfil do K;a ao longo do biofilme com 25% de umidade inicial do meio
sOlido de farelo de trigo 0,35 mm (a seta indica os dados com diferenca
significativa ao nivel de 5%)
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Figura 5.40 Perfil do K.a com 35% de umidade inicial do meio sélido de farelo de
trigo 0,35mm (a seta indica os dados com diferenca significativa ao nivel de 5%)
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Figura 5.41 Perfil do K .a com 45% de umidade inicial do meio sélido de farelo de

trigo 0,35 mm (a seta indica os dados com diferenca significativa ao nivel de 5%)

Comparando-se o comportamento da transferéncia de oxigénio quando o
tamanho de particula variou de 0,35 a 0,59mm, verifica-se que a 0,35mm, quando
o biofilme variou de 5 a 8um, ndo houve diferenca significativa na transferéncia de
oxigénio com a umidade inicial das particulas. Por outro lado, para particulas de
0,59mm, quando se obtém espessuras entre 8 e 10um, a umidade inicial influencia
a transferéncia de oxigénio, sendo maior a 35% onde a espessura de biofilme é da
ordem de 8um. Em termos de producao de proteinas houve superioridade para as
particulas de 0,59mm. Para esse tamanho de particula verifica-se também maior
porosidade do leito formado e a importancia das hifas aéreas na concentracao
total de proteinas (biomassa). Portanto, esses resultados mostram claramente
nao s6 a importancia da espessura do biofilme em torno das particulas como
também da porosidade do leito formado. Evidentemente que a importancia desses
fatores s6 pode ser observada quando ndo se tem acumulo de agua livre no leito,
o que foi produzido a 30mm de altura e 0,4L/min de vazao de ar. Ressalta-se
também que essas condicbes operacionais garantiram as caracteristicas da

fermentacdo em estado sélido durante todo o periodo.
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5.6 Avaliacao da transferéncia de oxigénio em coluna de leito fixo com

maiores dimensoes

Os experimentos em coluna com maiores dimensdes foram realizados
para avaliar a transferéncia de oxigénio em uma escala diferente, em coluna com
50mm de didmetro, mantendo a altura de leito em 30mm. A velocidade superficial
de ar utilizada nos ensaios anteriores foi mantida, sendo que para esta coluna a
vazao oOtima 0,4L/min foi ajustada para 0,9L/min para manter as mesmas
condigbes de aeracao. A umidade também foi mantida em 35%, a qual dentre as
umidades testadas é o valor que maximiza o valor de K;a. A Fig. 5.42 apresenta a
variacdo da taxa média de consumo de oxigénio por volume de biofilme para
farelo 0,35mm. Pelas oscilagdes durante o cultivo, verifica-se que a taxa aumenta
apds o inicio do cultivo, atingindo um valor maximo em 192 horas para todas as
espessuras testadas. As taxas obtidas por volume de biofilme foram bem
inferiores aos valores obtidos no item anterior para colunas menores (30 mm)
correspondendo a formagédo de gradientes de concentracdo menores (Fig. 5.43).
Com excecdo ao tempo de 192 horas, nos outros periodos foram obtidos

gradientes similares e maximos para 45um.
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Figura 5.42 Perfis da taxa de consumo de oxigénio por volume de biofilme para
particulas de farelo de trigo 0,35mm em coluna de leito fixo com maiores

dimensoes
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Figura 5.43 Perfis dos gradientes de concentracdo de oxigénio dissolvido no
biofilme para particulas de farelo de trigo 0,35mm em coluna de leito fixo com

maiores dimensoes

Estes resultados sdo corroborados pelo perfil da taxa de transferéncia
apresentado na Fig. 5.44, onde pode-se constatar variagdo devido ao metabolismo
microbiano, com valor maximo em 192 horas. As taxas obtidas foram menores do
que os resultados obtidos para coluna de menores dimensdes, uma vez que N é
definido por volume de leito, que neste caso foi bem superior do que nas amostras

do item anterior.

O perfil do K,a apresentado na Fig. 5.45 aponta uma variacao significativa
com a espessura de biofilme, sendo obtidos valores similares aos encontrados em
coluna de menores dimensdes. Neste caso, a mudanca de escala nao favorece a
distribuicao de oxigénio para particulas de farelo de trigo 0,35mm, uma vez que as
condicdes fisicas do sistema, tais como umidade, ndo foram afetadas, j4 que a
altura de leito e velocidade superficial de ar foram mantidas constantes. As
variacbes apresentadas nas taxas de consumo e de transferéncia de oxigénio

devem-se ao maior volume de meio sélido considerado.
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Figura 5.44 Taxa de transferéncia de oxigénio para particulas de farelo de trigo

0,35mm em coluna de leito fixo com maiores dimensoes
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Figura 5.45 Perfis do K a para particulas de farelo de trigo 0,35mm em coluna de

leito fixo com maiores dimensoes

A Fig. 5.46 apresenta os perfis da taxa de consumo de oxigénio para
particulas de farelo de trigo 0,59mm, em coluna com didmetro 50mm e altura de
leito 30mm, para as condigdes onde foram obtidos maiores valores de Kia a 35%
de umidade (Fig. 5.35). Verifica-se uma variacdo na taxa N, com valor maximo
obtido em 192 horas (Fig. 5.48). O comportamento foi bem diferente dos



Resultados e discussao 109

resultados obtidos para esta condicdo em coluna com menores dimensdes. Foram
obtidos valores bem menores de R com ponto maximo em 192 horas (0,35
mol/s.m® para 5um de espessura de biofilme). Os perfis radiais de concentragao
de oxigénio no biofiime sdo apresentados na Fig. 5.47, onde se verifica que o
comportamento foi similar aquele obtido em leito com particulas 0,35mm (Fig.
5.43). O tamanho das particulas nao interferiu na taxas de transferéncia de
oxigénio nestas condigdes e o perfil de K a obtido foi semelhante ao das particulas
com 0,35mm, com valores superiores para particulas de 0,59 mm (Fig. 5.49). No
entanto, para particulas de 0,59mm os valores de K a sao aproximadamente a
metade dos obtidos para a coluna de menor diametro operando nas mesmas
condicbes. Portanto, infere-se que nesse caso, com 0 maior crescimento
microbiano observado anteriormente para particulas de 0,59mm, houve
provavelmente acumulo de agua na coluna, decrescendo os valores de K;a.

—0— 24h
—A— 96h
045 192h
040 —o— 216h
0,354 264h
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Espessura de biofilme (um)

Figura 5.46 Perfis da taxa de consumo de oxigénio por volume de biofilme para
particulas de farelo de trigo 0,59mm em coluna de leito fixo com maiores

dimensoes
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Figura 5.47 Perfis dos gradientes de concentracdo de oxigénio dissolvido no
biofilme para particulas de farelo de trigo 0,59mm em coluna de leito fixo com

maiores dimensoes
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Figura 5.48 Taxa de transferéncia de oxigénio para particulas de farelo de trigo

0,59mm em coluna de leito fixo com maiores dimensodes
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Figura 5.49 Perfis do K a para particulas de farelo de trigo 0,59mm em coluna de

leito fixo com maiores dimensoes

Esses resultados mostram que a manutengdo das condicbes de
transferéncia de oxigénio representa um ponto critico no aumento de escala dos
processos, mesmo para pequenas alturas de leito, onde ha a necessidade de se

utilizar vazdées bem maiores para contornar o acumulo de agua no sistema.
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5.7 Avaliacao da transferéncia de oxigénio em cultivos sobre suporte inerte

Os experimentos em coluna de leito fixo contendo espuma de poliuretano
como suporte inerte foram conduzidos com 0,4L/min de vaz&o de ar e altura de
leito 30mm, condi¢bes estas que asseguraram a manutencao da umidade do meio
s6lido, promovendo uma eficiente transferéncia de oxigénio. A espuma de
poliuretano foi testada com 25, 35 e 45% de umidade inicial.

A Fig. 5.50 apresenta as fotografias obtidas no microscépio ético para a
amostra de espuma de poliuretano com 11 dias de cultivo com 45% de umidade
inicial. Devido as caracteristicas da matriz sélida (Tab. 5.1), verifica-se
crescimento tanto na superficie do suporte como na fase aérea, o que explica os
altos teores de proteina obtidos. Além disso, o filme liquido formado na superficie

dos poros do material sugere espessuras de biofilme da ordem de 25um.

Figura 5.50 Fotografias da espuma de poliuretano com 11 dias de cultivo a 45%

de umidade inicial e 0,4L/min de vazao de ar

A Figura 5.51 apresenta a taxa de transferéncia de oxigénio (N) obtida, a
qual foi constante para as umidades utilizadas, indicando que o suporte manteve
eficiente distribuicdo de ar no leito. Lareo et al. (2005) verificaram em cultivos com
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Mucor bacilliformis em espuma de poliuretano que as maiores taxas de consumo

de oxigénio ocorreram nas maiores umidades do meio sélido.

Os perfis de K a sdo apresentados na Fig. 5.52, tendo um comportamento
bastante similar para as umidades utilizadas. Com o aumento de umidade o
material inerte tende a aproximar-se da saturacdo, sendo que a espessura de
filme fica ao redor de 24um, conforme ilustrado na Fig. 5.52. De acordo com o0s
dados da Tab. 5.4, para 25, 35 e 45% de umidade, a espessura do biofilme fica
em torno de 14, 17 e 18um, respectivamente. Assim, é coerente esperar valores
de Kia superiores para 25 e 35% no inicio dos cultivos. No entanto, com o
aumento da umidade do suporte sélido e consequente aumento da espessura do

biofilme em todos os casos, os valores de K,a tendem a ficar por volta de 20s™.
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Figura 5.51 Taxa de transferéncia de oxigénio (N) ao longo do cultivo em espuma
de poliuretano para todas as condigcbes de umidades iniciais com 0,4L/min de

vazao de ar
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Figura 5.52 Perfis de K. a no cultivo com espuma de poliuretano com 0,4L/min de

vazao de ar em diferentes umidades iniciais: 25% (V), 35% (A) e 45% (O)

Como a vazao de ar e altura de leito utilizados foram estabelecidos para
farelo de trigo, ocorreu aumento de umidade para espuma de poliuretano (Fig.
5.53), indicando que devem ser utilizadas vazbes de ar superiores para promover
a manutencdo da umidade do meio. Pela analise dos dados experimentais e
estimados (Fig. 5.54) verifica-se que apos 96 horas o aumento de umidade nao
esta mais associado apenas ao consumo de glicose, havendo acumulo de agua.
Ainda assim, o perfil de proteinas no extrato fungico obtido para espuma de
poliuretano com 45% de umidade foi muito superior do que os dados obtidos para
farelo de trigo (Fig. 5.55). Estes resultados sugerem um crescimento microbiano
mais balanceado na espuma, havendo o desenvolvimento fungico no filme liquido
formado no interior dos poros da matriz sélida e crescimento aéreo, facilitado pela
manutencao da porosidade do meio. Assim, como ndo ocorre a compactagao da
espuma durante os cultivos, os espacos vazios do leito favorecem o crescimento
das hifas aéreas, as quais nao sao limitadas por oxigénio. Diversos autores
indicam o uso deste tipo de suporte inerte impregnado com solugao nutriente
adequada para o cultivo em estado sélido (Zhu et al., 1996; Pintado et al, 1998).
Lareo et al. (2005) verificaram consideravel producdo de esporos utilizando

espuma de poliuretano nos cultivos de Mucor bacilliformis em colunas de 20cm de
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altura. Como consequéncia deste crescimento microbiano acentuado verifica-se
um alto consumo de glicose para o cultivo sobre espuma nas primeiras 144 horas
(Figura 5.56), resultado das altas taxas de transferéncia de oxigénio. A Fig. 5.57
indica que, devido ao acumulo gradativo de agua, ocorre uma queda progressiva
do rendimento até o consumo total da glicose. Neste caso, a diminuicdo do
rendimento esta ligada ao esgotamento de glicose no meio. O rendimento tem
uma queda brusca devido ao alto consumo de glicose. No entanto, este consumo
ndao €& compensado por um crescimento proporcional, de maneira que o

rendimento n&o apresenta um aumento no periodo experimental.

Estes resultados mostram que altas produtividades nos cultivos em
estado sélido podem ser obtidas devido a estrutura fisica de suportes inertes que
nao apresentam compactacdo, mantendo o filme liquido na superficie dos poros e

permitindo desenvolvimento de micélio aéreo.
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Figura 5.53 Perfil de umidade do suporte inerte durante o cultivo com 0,4L/min de

vazao de ar
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Figura 5.54 Umidade do meio sélido estimada pelo balango de massa e pela
medida experimental para vazdo de ar 0,4L/min: dados estimados (o) e
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Figura 5.55 Perfil de proteinas no extrato bruto durante o cultivo em suporte inerte
com 0,4L/min de vaz&o de ar
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Figura 5.56 Perfil da glicose no extrato bruto durante o cultivo em suporte inerte
com 0,4L/min de vazao de ar
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Figura 5.57 Perfil do rendimento no cultivo em suporte inerte com 0,4L/min de

vazao de ar

A Fig. 5.58 apresenta o perfil de umidade do meio soélido para
experimento com espuma de poliuretano utilizando 1L/min de vazao de ar e 45%
de umidade inicial. Verifica-se um aumento de umidade menos acentuado do que
nos experimentos usando 0,4L/min (Fig. 5.55), apesar do desenvolvimento
microbiano sugerido pelo perfil de proteinas (Fig. 5.60). Conforme pode-se
observar na Fig. 5.59, o conteudo de umidade estimado pelo consumo de glicose
e o0s dados experimentais indicaram que apds aproximadamente 120 horas a
umidade do meio sélido estimada deveria ser um pouco superior. No entanto, isso

Nao ocorreu uma vez que a taxa de evaporacado conseguiu manter a umidade em
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um nivel um pouco abaixo, de acordo com a Eq. 4.22. No entanto, os valores
maximos de proteina foram inferiores aos encontrados para cultivo com 0,4L/min,
0 que sugere que a alta vazao pode ter dificultado o desenvolvimento do micélio
aéreo, predominando o crescimento no biofilme. Assim, como o teor de proteinas
considera o total no extrato fungico, a presenga menos expressiva do micélio
aéreo levou a maximos de proteinas menores do que no cultivo a 0,4L/min. O
consumo de glicose apresentado na Fig. 5.61 foi similar ao obtido com 0,4L/min,
com esgotamento deste nutriente em aproximadamente 96 horas de cultivo, na
fase exponencial indicado pelo teor de proteinas. Assim, os resultados indicam
que houve um acentuado crescimento microbiano devido a eficiente transferéncia
de oxigénio, 0 que permitiu um consumo rapido da glicose com formagéao de agua.
No entanto, o acumulo de 4gua foi menos agravante uma vez que a alta vazao de
ar permitiu a equilibrio da umidade por volta de 50%. Nota-se que o rendimento
(Fig 5.62) nao varia tanto quanto no experimento com menor vazao, indicando que
a manutengéao do nivel de umidade minimiza as limitagdes do cultivo. Este perfil de
rendimento se aproxima mais do apresentado nos cultivos com farelo de trigo, ou
seja, uma queda no inicio devido ao alto consumo de glicose para suprir a
adaptacao, seguido de uma estabilidade e reducdo do consumo, o que eleva o

rendimento.
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Figura 5.58 Perfil de umidade do meio sélido durante o cultivo em espuma de

poliuretano com 1L/min de vazéao de ar



Resultados e discussao 119

58

56

54

52

50

48

Umidade (g/100g)

46+

44

42

o o O O
o ©
O
[m | m}
O
O
o u]
T T 1 1 ‘' T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (horas)

Figura 5.59 Umidade do meio sélido estimada pelo balango de massa e pela

medida experimental para vazdo de ar 1L/min: dados estimados (0) e
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Figura 5.60 Perfil de proteinas no extrato bruto durante o cultivo com espuma de

poliuretano a 1L/min de vazao de ar e 45% de umidade inicial
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Figura 5.61 Perfil da glicose no extrato bruto durante o cultivo em espuma de
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Figura 5.62 Perfil do rendimento do cultivo em espuma de poliuretano com 1L/min
de vazao de ar e 45% de umidade inicial

Com menores limitacées de oxigénio devido a manutencao da umidade,
os altos valores de N apresentados na Fig. 5.63 refletem as condicbes de
transferéncia de oxigénio. As taxas apresentam algumas oscilagdes no inicio do

processo, devido a alta demanda de oxigénio e crescimento microbiano, sendo
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constante apds aproximadamente 96 horas. De acordo com o perfil do Kia
apresentado na Fig. 5.64 verifica-se que com o0 aumento mais discreto da umidade
devido a alta vazao de ar, a espessura do biofilme deve passar dos 18um para
aproximadamente 20um. Assim, o Kia deve ficar por volta de 25s™, ou seja, um
pouco superior ao obtido no ensaio com 0,4L/min. Como a vazao mais elevada
permitiu uma evaporagdo da agua mais acentuada, o aumento do conteudo de
umidade do meio solido foi menor, levando a formagao de filmes liquidos menos
espessos, proporcionando valores de Kias superiores. Desta forma, suportes
inertes como espuma de poliuretano sao promissores nos cultivos em estado
sOlido por permitir em melhor distribuicdo de ar e eficiente transferéncia de

oxigénio desde que haja um controle da umidade do meio.
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Figura 5.63 Taxa de transferéncia de oxigénio (N) ao longo do cultivo em espuma

de poliuretano para 1L/min de vazao de ar e 45% de umidade inicial
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vazao de ar e 45% de umidade inicial
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5.8 Caracterizacao das proteinas produzidas por eletroforese SDS-PAGE

As Figuras 5.65 e 5.66 apresentam os perfis eletroforéticos das amostras
de extratos fungicos obtidos a partir de farelo de trigo e espuma de poliuretano
com marcador de alta e baixa massa molar, respectivamente. Foram analisadas
amostras de farelo de trigo 0,59 e 0,35mm com 11 dias de cultivo. Pode-se
verificar que no extrato obtido para farelo de trigo 0,59mm foram identificadas 18
proteinas de massa molecular entre 139 a 15 kDa, sendo que as mais intensas
foram 139, 129, 119, 103, 91, 81, 73, 70, 59, 48, 32, 26 e 13kDa. No extrato obtido
com 11 dias de cultivo sobre farelo de trigo 0,35mm foram identificadas 15
proteinas entre 129 a 29kDa, sendo que as mais intensas foram 129, 119, 89, 88,
81, 60, 59, 40 e 32kDa.

kDa

212
170

116

76

53

Fig. 5.65 Eletroforetograma das amostras de extratos fungicos nas diferentes
condi¢cdes de cultivo em gel com 7,5% de poliacrilamida e marcadores de alta
massa molecular (1) padrdo de massa molecular; (2) farelo de trigo 0,59mm - 11
dias; (3) farelo de trigo 0,35mm — 11 dias; (4) espuma de poliuretano — 4 dias —
0,4L/min; (5) espuma de poliuretano — 11 dias — 0,4L/min; (6) espuma de
poliuretano — 4 dias — 1L/min; (7) espuma de poliuretano — 11 dias — 1L/min
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Fig. 5.66 Eletroforetograma das amostras de extratos fungicos nas diferentes
condicdes de cultivo em gel com 12,5% de poliacrilamida e marcadores de baixa
massa molecular (1) padrao de massa molecular; (2) farelo de trigo 0,59mm - 11
dias; (3) farelo de trigo 0,35mm — 11 dias; (4) espuma de poliuretano — 4 dias —
0,4L/min; (5) espuma de poliuretano — 11 dias — 0,4L/min; (6) espuma de
poliuretano — 4 dias — 1L/min; (7) espuma de poliuretano — 11 dias — 1L/min

De acordo com Marques (1997), a qualidade e quantidade das fragdes
alergénicas da biomassa esta associada aos substratos e condicbes de cultivo.
Nos cultivos com farelo de trigo foram identificadas 18 proteinas, sendo duas
similares ao reportado por Menezes et al, 1995 (14,4 e 60kDa) a partir da
biomassa de Drechslera produzida por fermentacao submersa, e trés proteinas de
massas moleculares similares ao obtido por Hasan et al., 2003 (27,8, 60 e 36kDa),
utilizando colunas de Raimbault. No entanto, as condi¢cbes selecionadas de altura
de leito e vazao de ar que mantiveram as caracteristicas da fermentacdo em
estado solido levaram a identificacdo de proteinas com massas molares
diferentes. Com o controle da umidade, houve um balango entre o crescimento do
fungo em biofilme e na forma aérea, o que sugere a obtencdo de diferentes
proteinas. Guitiérrez-Correa & Villena (2003) reportam que a aderéncia dos fungos

em superficies esta ligada a presenca de determinadas proteinas chamadas de
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hidrofobinas. Wdsten & De Vocht (2000) afirmaram que as hidrofobinas sao
proteinas excretadas por fungos durante o seu desenvolvimento, estando
diretamente envolvidas na formacao de estruturas aéreas hidrofébicas como hifas,
esporos € corpos de frutificacdo, além de controlar a adesdo das hifas em
superficies. Sendo assim, nas condigdes que cultivo que possibilitam o
crescimento aéreo intenso devido ao controle de umidade, € coerente a
identificacdo de proteinas diferentes das obtidas em trabalhos anteriores com
Drechslera (Menezes et al., 1995; Hasan et al., 2003). Dentre as proteinas com o
maior potencial alergénico, foram identificadas no farelo de trigo com controle de
umidade proteinas de massas moleculares similares tanto ao produzido em cultivo

submerso (36 e 60kDa) como em estado sélido (103 e 60kDa).

As amostras de extrato obtido a partir do cultivo sobre espuma de
poliuretano com 45% de umidade inicial a 0,4L/min de alimentagcdo de ar
apresentou proteinas de massa molecular com 43 e 28 kDa, ou seja,
predominantemente de baixa massa molecular. De acordo com Linder et al.
(2005), as hidrofobinas sdo proteinas de massa molecular baixa (por volta de
10kDa), sendo responsaveis pela formagéao da estrutura das hifas aéreas. Assim,
como a estrutura do suporte inerte beneficia o crescimento aéreo por manter a
compactagao do meio, isto pode ter influenciado a producao destas proteinas pelo
fungo. Com 11 dias de cultivo na mesma vazdo de ar (0,4L/min) ndo foram
identificadas proteinas, o que sugere que as condicdes de aumento de umidade
nao possibilitaram a produgdo de proteinas na faixa de massa molecular
analisada. Além disso, de acordo com Wessels (1999), algumas proteinas
presentes nas paredes das hifas aéreas e, por vezes secretadas no meio, sao
insoluveis em solucdo de SDS aquecida. Desta forma, estas proteinas podem nao
ser detectadas pela andlise SDS-Page convencional. No entanto, acredita-se que
os fungos concentrem grande parte da sua atividade para sintetizar estas
hidrofobinas.

O extrato obtido com 4 dias de cultivo sobre espuma de poliuretano com
45% de umidade inicial a 1L/min de alimentacao de ar apresentou 4 proteinas de
massa molar 139, 88, 40 e 34kDa. Com 11 dias foram identificadas 20 proteinas
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entre 244 e 11 kDa, sendo que as mais intensas foram 244, 91, 74, 58, 48, 35, 26,
24, 20, 16 e 14kDa. As massas molares identificadas foram bem diferentes dos
cultivos com vazao de ar de 0,4L/min, onde houve aumento considerdvel da
umidade e nota-se que apenas uma proteina de alta massa molecular foi obtida
(244kDa). De acordo com o proposto por Wessels (1996), estes resultados
sugerem que D. monoceras tenha produzido uma grande quantidade de proteinas
de baixa massa molecular com caracteristicas anfifilicas pra facilitar sua aderéncia
na superficie inerte da espuma e para formacéao intensa das hifas aéreas. Este
desenvolvimento da fase aérea deve-se a alta porosidade do leito de espuma de
poliuretano, mantida pelo aumento discreto da umidade. Nesta condigdo foram
identificadas proteinas de alto potencial alergénico (14,4, 36, 60kDa), encontradas
tanto no cultivo submerso como em estado solido. Desta forma, a utilizacdo de
espuma de poliuretano com vaz&o de ar adequada leva a melhores rendimentos,

alta produtividade e obtencao de proteinas com caracteristicas alergénicas.

De acordo com os resultados, o controle da umidade através da altura de
leito e vazao de ar melhora as condi¢cbes de transferéncia de oxigénio nos cultivos
com particulas de farelo de trigo, possibilitando rendimentos e produtividades
superiores, mantendo a producdo de proteinas alergénicas por Drechslera. Da
mesma forma, a utilizagdo de espuma de poliuretano como suporte inerte para
cultivo em estado sélido leva a um crescimento balanceado do crescimento no
biofime e na fase aérea devido a estrutura fisica do suporte, e mantém a

producao de proteinas alergénicas da biomassa de Drechslera.
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5.9 Estimativa da biomassa celular

Os ensaios em cubetas com banho agitado e termostatizado contendo
meio nutriente Czapeck liquido possibilitaram a determinacdo das taxas de
consumo de oxigénio para diferentes concentracdes celulares, conforme Fig. 5.67:
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Figura 5.67 Perfis de oxigénio dissolvido para as diferentes concentragdes de
inéculo

A taxa de consumo de oxigénio foi calculada conforme Eq. 4.14. Com
estes resultados, foi possivel calcular a taxa especifica de consumo de oxigénio a
partir da curva R vs X (Fig. 5.68) como sendo o coeficiente angular da curva.
Assim, foi obtida uma taxa especifica 0,0234 (mmol/s.m®/(mg/mL), ou seja, 0,39
MmMOloxigenio  /(S-Obiomassa). Considerando este parametro constante para as
diferentes condi¢des de cultivo, pode-se estimar a concentracdo de biomassa (X)
pela Eq. 4.15. Assim, para a condigdo de maior K;a com farelo de trigo, ou seja,
particulas de 0,59mm com 35% de umidade, temos a curva de crescimento
apresentada na Fig. 5.69. As variagbes na concentragdo de biomassa constatadas
ja haviam sido mencionadas por Viccini & Mitchell (2003), uma vez que ha perda
de matéria seca durante os cultivos, 0 que causa erros na determinacdo da

concentracao de microrganismos nos cultivos em estado sélido. As particulas de
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farelo de trigo apresentam reducao dos didmetros médios, conforme verificado na
Fig 5.5. Assim, esta variagao no meio sélido pode levar a variagées na estimativa
da biomassa pela demanda biolégica em substratos naturais. Isto fica bastante
evidente quando analisamos a Fig. 5.70, que apresenta a curva de crescimento
em espuma de poliuretano. O comportamento da curva é bem definido, havendo
um aumento gradativo na concentracao celular até 144 horas, seguido de uma
fase estacionaria. Além disso, foram verificadas maiores concentracbes de
biomassa para esta condi¢ao, concordando com o perfil de proteina apresentado
na Fig. 5.55. Assim, a curva tipica de crescimento celular foi visualizada para
espuma de poliuretano devido a preservagao das propriedades fisicas do suporte
solido. Além disso, as maiores concentragbes celulares registradas na Fig. 5.70
para espuma de poliuretano indicam, conforme havia sido verificado pela alta
demanda de oxigénio (Fig. 5.51), que a melhor distribuicdo de ar no suporte e
consequente consumo intenso de oxigénio promovem um maior crescimento

fungico.

Outra condicdo que determina o crescimento microbiano nos cultivos em
estado sélido é o grau de compactacao (y), ou seja, a razao entre o volume de
células pelo volume disponivel no leito para crescimento celular. De acordo com
Laukevics et al. (1985), para fungos que crescem no filme liquido e na fase aérea,
este valor fica em torno de 0,25. Sendo assim, partindo dos dados apresentados
nas Fig. 5.69 e 5.70 e analisando a Eq. 4.16, temos que o volume disponivel para
crescimento celular na espuma é no minimo 2,2 vezes maior que no farelo de
trigo, 0 que corresponde a um grau de compactagdo de aproximadamente 0,55.
Deste modo, as células poderiam ocupar desta forma 55% do leito de sdlidos,
resultando num maior crescimento destacado nos perfis de proteina apresentados
no item 5.7 e na curva de crescimento estimada pela demanda de oxigénio (Fig.
5.70).
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Figura 5.68 Relacdo entre a taxa de consumo de oxigénio e concentragdo de

biomassa
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Figura 5.69 Curva de crescimento em farelo de trigo estimada pela demanda de
oxigénio (condigdes de cultivo: particulas 0,59mm, umidade inicial 35%, altura de

leito 30mm, vazao de ar 0,4L/min, coluna 30mm x 200mm)
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Figura 5.70 Curva de crescimento em espuma de poliuretano estimada pela
demanda de oxigénio (condigdes de cultivo: umidade inicial 45%, altura de leito
30mm, vazao de ar 0,4L/min)

De acordo com o balan¢o do grau de redugao de substrato e biomassa
(item 4.9.3), podemos estimar 0 quociente respiratorio (RQ), a quantidade de gas
carbdnico produzida e a concentragdo celular, assumindo glicose como fonte de
carbono e nitrato como fonte de nitrogénio. De acordo com a Fig. 5.71, a producéo
de géas carbbnico estimado é muito superior nos experimentos com espuma de
poliuretano. Isto indica acentuado crescimento celular, conforme j& havia sido

evidenciado pelo perfil de proteina e glicose (Fig. 5.55 e 5.56).
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Figura 5.71 Perfil de gas carbbnico produzido nos cultivos com suporte inerte e

natural: espuma de poliuretano (A) farelo de trigo (O)

Se considerarmos a Eq. 4.24, a qual permite o céalculo da producao de
agua pela taxa de produgdo de gas carbdnico (CO;) durante os cultivos, sédo
obtidos os resultados apresentados na Tab. 5.9, com fator de conversao (kw) 1,15
Kgagua’kg CO- (Lekanda & Pérez-Correa, 2004). A massa de sélido (Ms) foi
calculada pela densidade do suporte e volume do leito. A taxa de producéao de
CO: (Rco.) foi calculada pela regressao linear das curvas apresentadas na Fig.
5.66, obtendo-se a taxa pelo coeficiente angular (Fig. 5 e 6 dos Anexos). Desta
forma, temos que a taxa de producdo de agua nos cultivos com espuma de
poliuretano € muito superior ao apresentado com farelo de trigo, cerca de cem
vezes maior, levando ao acumulo de agua apresentado nas Fig. 5.53 e 5.58.
Assim, altas taxas de evaporagdo sao necessarias pra manter a umidade
constante em cultivos com espuma de poliuretano. Caso contrario, em algumas
horas de cultivo o acumulo de agua pode saturar o suporte, prejudicando a

transferéncia de oxigénio.
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Tabela 5.9 Estimativa da producdo de agua a partir da taxa de producéao de gas

carbbnico
Suporte kw Mg CPR Rw
(g HZO/gCO2) (gmeio) (gCO2/gmeio-h) (g H2O/h)
Farelo de trigo 1,15 3,78 0,0142 0,00388
Espuma de poliuretano 1,15 0,56 0,2385 0,4898

O crescimento microbiano € caracterizado pela Fig. 5.72, onde séao
apresentadas as curvas de crescimento para espuma e farelo de trigo e verifica-se
que altas concentragcOes celulares sao obtidas para o suporte inerte. Este
comportamento na espuma foi similar ao obtido na estimativa da biomassa pela
demanda de oxigénio (Fig. 5.70) sendo obtidos os maximos de biomassa na
mesma ordem de grandeza, por volta de 25 - 30 g/g. Para farelo de trigo, verifica-
se que também foram obtidos valores maximos de biomassa na mesma ordem de
grandeza (10 g/g), embora deva-se considerar que a perda de matéria seca e a
redugdo no tamanho das particulas de farelo de trigo influenciam fortemente este
tipo de estimativa (Nandakumar et al., 1996).

eco)
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0 ' 5IO'1(I)O'1é0'2(l)0'2I50'3(I)0'3é0

Tempo (horas)
Figura 5.72 Estimativa da concentragdo celular para cultivo com suporte inerte e
natural através do balango do grau de redugdo: espuma de poliuretano (A) farelo

de trigo (O)
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As Fig. 5.73 e 5.74 apresentam as correlagdes entre o teor de proteinas
soluveis no extrato fungico e as estimativas de biomassa pela demanda de
oxigénio e pelo grau de reducdo do substrato. De acordo com os resultados,
verifica-se que ha uma alta correlacdo entre a producdo de proteinas
determinadas no extrato fungico pelo método de Bradford e a estimativa da
biomassa pelo grau de reducado para farelo de trigo. Esta evidéncia é importante
uma vez que a estimativa da biomassa na fermentagcdo em estado sélido € um
problema a ser contornado e objeto de diversos estudos, constituindo-se numa
das principais dificuldades de monitoramento destes processos (Desgranges et al.,
1991; Durand et al.,, 1997; Scotti et al, 2001; Webber et al., 1999; Zhao et al.,
2001; Viccini & Mitchel, 2003). Para espuma de poliuretano, verifica-se uma
correlacdo entre todos os casos, embora menor do que apresentado para farelo
de trigo. Esses resultados indicam que a estimativa do crescimento celular nos
cultivos em estado sdélido pode ser realizada de forma simples, através
determinagao de proteinas solUveis por Ensaio de Bradford.

Fig. 5.73 Matriz de correlagdes das estimativas de biomassa para farelo de trigo
(a) Teor de Proteina versus demanda de oxigénio: R? = -0,37
(b) Teor de Proteina versus balanco do grau de reducéo: R? = 0,99

(c) Demanda de oxigénio versus balanco do grau de reducédo: R? = -0,34



134 Resultados e discussao

=1 o F=T=]

Fig. 5.74 Matriz de correlacbes das estimativas de biomassa para espuma de

poliuretano
(a) Teor de Proteina versus demanda de oxigénio: R® = 0,74
(b) Teor de Proteina versus balanco do grau de reducéo: R? = 0,53

(c) Demanda de oxigénio versus balanco do grau de reducdo: R? = 0,70



6 CONCLUSOES

Dos resultados apresentados conclui-se que:

- Para particulas de farelo de trigo, a altura de leito 30mm e altas vazdes de
ar (0,4L/min) mantém a umidade do meio sélido praticamente constante, o que
minimiza a compactacao do meio, assegura K. as elevados e permite crescimento
na fase aérea, mantendo assim as caracteristicas da fermentacdo em estado
sélido;

- O cultivo em espuma de poliuretano apresentou producdo de proteinas
superior aos ensaios com farelo de trigo, resultado da manutengdo das
propriedades fisicas da matriz sélida que permite crescimento balanceado no filme
liquido e na fase aérea;

- Os ensaios em farelo de trigo e espuma de poliuretano indicam que nos
cultivos em estado sélido tanto a espessura de filme liquido formado na superficie
da matriz sélida como os espacos vazios do leito sdo fundamentais para minimizar
as limitacOes de oxigénio e para aumentar a produtividade do processo;

- A eletroforese SDS-Page permitiu identificacao de proteinas com potencial
alergénico no cultivo de Drechslera (Helminthosporium) monoceras com farelo de
trigo e espuma de poliuretano;

- A determinagado do teor de proteinas do extrato fungico pelo ensaio de
Bradford pode ser utilizada para predizer o crescimento microbiano nos cultivos

em estado sélido em farelo de trigo.
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- Com base nos resultados, o controle da umidade do meio sélido e da
porosidade do leito durante a fermentacdo s&o variaveis fundamentais para o

escalonamento dos processos.
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- Determinar a altura de leito e vazao de ar que mantém a umidade
praticamente constante ao longo dos cultivos sobre espuma de poliuretano;

- Avaliar o cultivo de Dreschslera monoceras sobre diferentes suportes
inertes, identificando as proteinas produzidas;

- Caracterizar experimentalmente as propor¢des da fase aérea e do biofilme
no crescimento fangico, relacionando-as com a demanda de oxigénio, consumo de
glicose e coeficiente global de transferéncia de oxigénio no meio.

- Estimar o impacto do crescimento da fase aérea no consumo de oxigénio,
producao de biomassa e das proteinas alergénicas.

- Explorar o controle da umidade no aumento de escala dos cultivos em
estado solido, com a utilizagao de coluna de maiores dimensdes.

- Estudar condicbes operacionais que produzam relagdes semelhantes

entre o crescimento aéreo e em superficie em coluna de maior dimensao.
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ANEXOS

Anexo | — Perfil de concentracao de oxigénio no filme liquido

A concentracao de oxigénio dissolvido na fase liquida pode ser estimada

partindo das seguintes consideragoes:

1) Transferéncia de massa e consumo de oxigénio ocorrendo no filme

liguido formado ao redor de particulas esféricas;

2) As particulas sao isotérmicas, sendo assim os gradientes de

temperatura sdo despreziveis;

3) A transferéncia de massa ocorre apenas por difusdo, uma vez que a
convecgao dentro dos poros é desprezivel; sdo considerados solidos ndo porosos

(volume de poro desprezivel);

4) A difusdo pode ser descrita pela Lei de Fick com difusividade efetiva
constante, sendo assim a interacdo do substrato com outros gradientes de

concentragao ou outros fenémenos é desprezivel;

5) A difusividade do oxigénio é constante e independente da
concentracao de substrato na particula, sendo funcao apenas das caracteristicas

de difusdo molecular e do volume de particula disponivel para o transporte;
6) As particulas sdo homogéneas;

7) As particulas estdo em regime permanente, ou seja, 0 oxigénio

transportado é consumido no filme liquido, n&do havendo acumulo;

8) A concentragcdo de oxigénio varia numa Unica diregcdo, sendo
considerada radial para particulas esféricas, difundindo-se da superficie externa
do filme para a superficie das particulas.

Desta forma, o balanco de oxigénio pode ser escrito:

[Massa que } B {Massa que } N [Massa } B {Massa } _ {Massa } (Eq.1)

entra no sistema sai do sistema gerada | | consumida acumulada
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Taxa de oxigénio que entra pela difusao: (DOZ’L dci'L 4nr2j

r+Ar

Sendo Dy, difusividade de oxigénio; Cg, concentragdo de oxigénio no

filme liquido; 4nr? area para transferéncia de massa; Arespessura de filme
liquido.

Taxa de oxigénio que sai pela difusao: (DOPL dd_CrL4m2J

Taxa de geracao de oxigénio: Nula;

Taxa de consumo de oxigénio: R, 4mr’Ar ; sendo que 4mr*Ar corresponde

ao volume de filme liquido;
Taxa de acumulo de oxigénio: Nula.

Desta forma, temos que:

[DOZ,L dc, 4nr2j -(DOZ,L dciL 4nr2j
r+Ar

dr
Dividindo os termos por 4nAr, temos que:

dC dC
D L -1 D L
[ ot dr J r+Ar ( ot dr J

Ar

-R,, 4nr*Ar =0 (Eq. 2)

r

R’ =0 (Eq. 3)

Assim, aproximando Ar — 0, temos:

dC
AlD L2
lim ( ot dr

Ar

jRQﬁ=O (Eq. 5)

Ar—0
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Pela definicdo de derivada, o primeiro termo da equacao leva a equacao
diferencial de 22 ordem:

d dC
E(DOZ’Ld_rerj_ROZrZ =0 (Eq. 6)

Assumindo D, , constante e independente de r:

d(dC, , 5
— -R =0 Eq. 7
o,L dr[ ar rj o,f (Eq. 7)

Expandindo o termo da esquerda, temos:

2
DOZ,L(% r2+2r d;;} j - F{ozr2 =0 (Eqg. 8)

Condicdes de contorno:

r = 0 (centro da particula; condicdo de simetria) — d;iL =0 (Eg. 9)
F ]
r = Ry (superficie da particula — Df | aCe _ DS | dCC:L (Eq. 10)
2 r 29 r
r = Re (superficie do filme liquido) — D, , 9%t _k_(c. —C.) (Eq. 11)
= na2 P q Doz,LF_kG Ce—Co g

Os indices “F” e “S” indicam filme liquido e particula sdlida,
respectivamente. A concentracdo de oxigénio na superficie do liquido (r=Ry) é a
concentracao de saturagdo na pressao e temperatura considerada. Integrando a
Eq. 8 com as condi¢des de contorno apresentadas (Equacgdes 9 e 10), temos o
perfil radial de concentracao de oxigénio no filme liquido. Considerando reagao de
consumo de oxigénio de ordem zero, temos a Eq. 12. Esta expressao foi utilizada
no calculo da concentracao de oxigénio no filme liquido na superficie da particula
sélida (C.), de acordo com a Eq. 4.12.

Ro.R. ( 2 2R’ 2R13J

s+ —-
6D02’L R, R, R,

C.=C+ (Eq. 12)
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Anexo Il — Curvas-padrao e de calibracao
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Concentracao de proteinas soluveis (mg/mL)

Fig. 1 Curva padrdo de proteina soluveis no extrato fungico obtidas pelo ensaio
de Bradford usando BSA como padrao
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Fig. 2 Curva padrao de glicose no extrato fungico pelo método enzimatico glicose -
oxidase
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Fig. 3 Curva padrao da biomassa de D. monoceras
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Fig. 4 Curva de calibragdo do marcador de alta massa molar para identificagéo de
proteinas por SDS-PAGE
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Fig. 5 Curva de calibragdo do marcador de baixa massa molar para identificagéo
de proteinas por SDS-PAGE
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Anexo llIl — Correlacoes
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Fig. 6 Correlacdo entre dados de umidade experimental e estimados para farelo
de trigo
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CO2 produzido (g/g)

15 1 y = 0,014x + 0,1826
1 R2 = 0,9946
05 1
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (horas)

Fig. 7 Regressao linear para estimativa da taxa de producao de gas carbbnico
com cultivo em farelo de trigo (35% de umidade; 0,4L/min; particulas 0,59mm)

y = 0,2385x + 3,0756
R® = 0,9787

CO2 produzido (g/g)

0 T T T T T T 1
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Fig. 8 Regressao linear para estimativa da taxa de producao de gas carbbnico

com cultivo em espuma de poliuretano (45% de umidade; 0,4L/min)
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Volume Adsorbed cm?/g STP

Anexo IV — Isotermas de BET para os suportes inertes
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Fig. 9 Isoterma BET para amostras de farelo de trigo 0,35mm
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Volume Adsorbed cm®/g STP

Isotherm Plot
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Fig. 10 Isoterma BET para amostras de farelo de trigo 0,59mm
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Isotherm Plot
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Fig. 11 Isoterma BET para amostras de espuma de poliuretano
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Anexo V - Distribuicao de tamanho de particulas

Volume (%)
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Fig. 12 Distribuicao de tamanho obtida no Mastersizer S (Malvern) para farelo de
trigo 0,35 mm com 11 dias de cultivo com 35% de umidade inicial
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Fig. 13 Distribuicdo de tamanhos obtida pelo conjunto de peneiras para farelo de

trigo 0,35mm no tempo zero (a) e com 11 dias (b) com 35% de umidade
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Fig. 14 Distribuicdo de tamanhos obtida pelo conjunto de peneiras para farelo de

trigo 0,59mm no tempo zero (a) e com 11 dias (b) com 35% de umidade
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Anexo VI - Perfis de umidade do meio sélido, proteina e glicose do extrato
fungico, rendimento de glicose em proteinas e taxa de transferéncia de
oxigénio para diferentes alturas de leito
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Fig. 15 Comportamento do cultivo sobre farelo de trigo com 30 mm de altura de
leito (vaz&o 1L/min; farelo de trigo 0,59mm)
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Fig. 16 Comportamento do cultivo sobre farelo de trigo com 80 mm de altura de

leito (vazado 1L/min; farelo de trigo 0,59mm)
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Fig. 17 Comportamento do cultivo sobre farelo de trigo com 130 mm de altura de

leito (vaz&o 1L/min; farelo de trigo 0,59mm)
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Fig. 18 Comportamento do cultivo sobre farelo de trigo com 180 mm de altura de

leito (vaz&o 1L/min; farelo de trigo 0,59mm)




