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RESUMO

Esta dissertacdo apresenta um estudo sobre a ampliacdo de escala de biorreatores de leito
empacotado para producéo de celulases e hemicelulases por fermentagdo em estado solido
(FES) empregando o fungo termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b e substrato
composto por bagaco de cana de agucar e farelo de trigo. As etapas de desenvolvimento do
projeto consistiram em ensaios em biorreator de diametro interno e altura iguais a 7,62 e 10
centimetros, de modo que foram realizados ensaios variando tamanho das particulas de
bagaco de cana, densidade bulk do leito, taxas de aeracdo e modo de distribuigdo da vazéo
de ar. Com base nos resultados obtidos, observou-se que particulas de bagaco de tamanho
reduzido fornecem bons rendimentos de atividades enzimaticas quando submetidas a altas
taxas de aeracdo em leitos de elevada densidade. Particulas maiores forneceram melhores
resultados para leitos de pp,x= 0,395 g/cm®, bem como a utilizagdo de vazdo de ar
determinada com base no numero de Damkdhler modificado igual a 1. Resultados obtidos
em ensaios em biorreatores de 0,8 metros, com e sem distribui¢cdo de ar, mostraram que
inserir ar ao longo do leito é uma estratégia que permite aeragdo eficiente ao longo do
sistema fermentativo, sem que ocorra secagem excessiva do substrato. Atividades relativas
de CMCase e xilanase atingiram cerca de 1,2 e 0,7, respectivamente. As etapas finais
consistiram em fermentacOes realizadas em biorreator de didmetro interno e altura iguais a
20 centimetros. Nessas condi¢Oes, foram testadas duas formas de distribuicdo de ar ao
longo do leito de quatro mddulos fermentativos: utilizando um tubo interno perfurado no
modulo central inserindo metade da vazao total, e a outra metade inserida pelo inferior do
leito e utilizando um tubo interno central, com quatro orificios por modulo para
espalhamento da vazdo. Em termos de producgdo de celulase, o tubo no médulo central se
mostrou a melhor alternativa para o aumento de escala, chegando a apresentar 0,8 de
atividades enzimaticas relativas de CMCase, e em termos de atividades relativas de
xilanase, a melhor opcdo foi o tubo interno longitudinal, apresentando valores de 0,55.
Diante do exposto, o numero de Damkohler modificado é interessante do ponto de vista de
aumento de escala, no entanto é preciso ainda entender o mecanismo de atividade
respiratoria dos microrganismos para que 0S conceitos possam ser aplicados em sinergia,

podendo-se assim esperar bom desempenho do processo em escala industrial.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado solido; Biorreatores; Enzimas; Ampliacdo de

escala.
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ABSTRACT

This work presents a study of scale-up packed bed bioreactors for the production of
cellulases and hemicellulases by solid-state fermentation (SSF) using the thermophilic
fungus Myceliophthora thermophila 1-1D3b and substrate composed by sugar cane
bagasse and wheat bran. The development phases of the project consist in tests using
bioreactors composed by internal diameter and height equal to 7.62 and 10 centimeters,
respectively, so that the assays vary the size of the sugar cane bagasse particles, the bulk
density, the airflow rate and how’s distributed along the bed. Based on the results
obtained, it was defined that the particles of small size provide good results of enzymatic
activity yields when submitted to high aeration rates in high bulk density beds. When
testing normal size sugarcane bagasse particles, the best results were obtained for the beds
with pp,e= 0,395 g/cm® as well as airflow rate based on the modified Damkoéhler number
equal to 1. Results obtained in tests in 0,8 meter height bioreactors, with and without
airflow distribution, show that inserting air in different bed heights is a strategy to ensure
efficient aeration throughout the fermentation system without excessive drying of the
substrate. Activities related to CMCase and xylanase reached about 1.2 and 0.7,
respectively. The final stages consisted in perform fermentation assays in a bioreactor of
internal diameter and height equal to 20 centimeters. Under these conditions, two forms of
long-term distribution were tested: using an internal ring to insert half of the total flow,
together with the other half inserted in the lower part of the bed and using a central
internal pipe with 4 holes per module for airflow distribution. In terms of cellulase
production, the internal ring showed a better alternative for scaling-up, reaching a valeu
of 0.8 CMCase relative enzymatic activities, and with respect to xylanase relative
enzymatic activities, the best option was the central pipe, presenting values of 0,55. On the
above, the modified Damkohler number is interesting when it refers to scale-up, although
it’s necessary to understand the mechanism of respiratory activity of the microorganisms
so that the concepts can be applied in synergy, and it can be expected good process

performance in industrial scale.

Keywords: Solid-state fermentation; Bioreactors; Enzyme; Scale-up.
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1. Snhrodugio

A producdo de combustiveis de segunda geracdo a partir de biomassa vegetal é uma
alternativa importante para a substituicdo dos combustiveis fosseis, em vista do
esgotamento das jazidas e poluigdo causada pela queima dos mesmos. Residuos vegetais
constituem matérias primas de baixo custo e elevada disponibilidade, principalmente no
Brasil, um pais majoritariamente agrario. Parte desses residuos € queimada para produzir
calor e eletricidade, no entanto, possuem enorme potencial para producdo de etanol de
segunda geracao.

O processo para producéo de etanol de segunda geracdo envolve quatro etapas: pré-
tratamento do residuo, hidrolise, fermentacdo e destilacdo. O pré-tratamento é importante
para  desestruturar a  biomassa  lignocelulésica,  deixando  celulose e
hemicelulose disponiveis para a hidrdlise, que por sua vez consiste na conversdo dos
carboidratos de cadeias longas em acucares fermentesciveis. Na fermentacdo, estes
acucares liberados na etapa de hidrolise sdo convertidos em etanol, e 0 mosto fermentado
pode seguir para a destilacdo. A etapa de hidrolise pode ser realizada pela rota quimica ou
enzimatica, sendo que esta Ultima apresenta vantagens, como menor gasto energético e
baixa producdo de residuos toxicos. Apesar de vantajosa, a hidrdlise enzimatica € a etapa
mais onerosa do processo, uma vez que demanda enzimas de custo elevado. O fato de,
atualmente, o mercado mundial de enzimas estar fortemente concentrado nas méos de trés
grandes produtores, Novozymes — 48%, Du Pont — 20% e DSM - 6% (NOVOZYMES,
2013), torna necessario e estratégico o desenvolvimento de métodos alternativos e de baixo
custo para a producéo de enzimas especificas.

A fermentacdo em estado sélido (FES) consiste no crescimento de microrganismos
sobre particulas sélidas Umidas, e é uma alternativa de baixo custo para a producdo de
enzimas. Destaca-se que, em termos bioquimicos, a definicdo classica de fermentacéo
refere-se a um processo que ocorre em condigdes anaerobias, no entanto, por ser
amplamente utilizado na literatura para caracterizar o processo em estudo, este termo sera
utilizado no presente texto, ainda que se referindo ao cultivo de um microrganismo em

aerobiose.
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Snbroducio

Para que a FES tenha perspectiva de aplicagdo industrial, deve-se demonstrar sua
viabilidade técnica. E pensando nisso que este trabalho objetiva a producéo de enzimas em
larga escala em biorreator de leito empacotado, através do estudo do processo de
fermentacdo em estado sélido (FES), analisando as condic¢Ges Otimas de processo, a fim de

viabilizar econémica e industrialmente a producdo de biocombustiveis.

Para tanto, foram realizados diversos ensaios fermentativos em biorreatores de leito
empacotado empregando o fungo termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b e
substrato composto por bagaco de cana e farelo de trigo na proporgdo 7:3, em massa. Os
ensaios foram realizados em biorreatores de diferentes alturas e larguras, variando tamanho
de particulas de bagaco de cana de aclcar, densidade de empacotamento dos leitos
fermentativos, vazdo de ar e distribuicdo da vazéo de ar. Em vista da inexisténcia de
métodos para determinar a vazdo ideal de operacdo em sistemas para FES, foi testado o
numero de Damkdhler modificado, que leva em consideracao a quantidade de calor gerada
e removida do sistema, a fim de evitar o sobreaquecimento do mesmo. Todos os testes
realizados foram de extrema relevancia para a determinagéo de caracteristicas importantes
para um sistema fermentativo, como o tamanho de particula de substrato a ser utilizado e a
densidade do leito. O nimero de Damkohler modificado apresentou bons resultados para
os sistemas estudados, no entanto é preciso realizar uma abordagem mais completa dos
mecanismos bioldgicos que ocorrem dentro de um biorreator para FES para que um
critério de ampliagdo de escala com base na vazéo de ar a ser inserida no sistema seja

promissor.
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Objetive Geral

2. Objetivo geral

O objetivo geral desta dissertacdo de mestrado é demonstrar que a ampliagdo de

escala da FES € viavel em biorreatores de leito empacotado empregando o fungo
termofilico Myceliophthora thermophila I-1D3b e substrato composto por bagaco de cana

de acucar e farelo de trigo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar a viabilidade de se utilizar o nimero de Damkéhler modificado como
critério para estabelecimento da vazao de operagéo do sistema;

v' Determinar a faixa 6tima de vazdo de ar, tamanho de particulas e altura e
porosidade do leito a serem empregadas;

v Modificar a arquitetura interna do biorreator a fim de obter resultados promissores
para producéo de enzimas;

v" Avaliar se as alternativas tecnoldgicas testadas viabilizam o aumento de escala de

biorreatores para FES.
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3.1PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO E
ENZIMAS ENVOLVIDAS

No inicio do século XX, as pesquisas deram grande destaque para o desenvolvimento
de refinarias de petroleo, carvdo e gas natural, a fim de explorar o estoque disponivel de
combustiveis fosseis, alternativas relativamente baratas de producdo de combustivel. Em
vista do esgotamento das jazidas desse tipo de combustivel, além do fato de ndo serem
considerados sustentaveis, uma vez que a queima dos mesmos contribui em grande parte
para 0 aumento do nivel de CO, na atmosfera (que tem sido associado diretamente ao
aquecimento global), a busca por alternativas sustentaveis e ambientalmente amigaveis
como fontes de energia se tornou urgente nos ultimos anos (NAIK et al., 2010). Dessa
forma, a producdo de combustiveis limpos em larga escala é uma area estratégica a ser
explorada.

No Brasil, em 1975 foi criado o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL),
impulsionado pelo primeiro “choque do petroleo”, em 1973, e foi um passo inicial para
tornar o pais o segundo maior produtor de etanol no mundo, atras apenas dos EUA. O
sucesso do programa é notorio, uma vez que a producdo brasileira de etanol cresceu de 555
milhGes de litros em 1975/1976 para 28 bilhdes de litros na safra 2015/2016 (UNICA,
2016). Como consequéncia do aumento da producéo de etanol, também houve o aumento
da producdo de cana de agucar, principal matéria-prima utilizada para a producdo desse
combustivel no pais.

Ao passo que a producdo de etanol se destacou, as vantagens econdmicas e a
facilidade de producdo, somados ao fato de ser uma energia limpa e renovavel,
aumentaram a demanda desse combustivel. As estratégias adotadas para o aumento de
producédo foram, além do aumento da area plantada, aumento da produtividade. No entanto,
preocupacBes com 0 meio ambiente e com 0 aumento do preco dos alimentos fixam limites
a producdo de biocombustiveis de primeira geracdo. Nesse contexto, uma alternativa é a

utilizacdo de matéria-prima lignoceluldsica, que consiste basicamente de residuos vegetais,
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para a producdo dos chamados biocombustiveis de segunda geracdo. Entretanto, a
tecnologia necessaria para tal ainda estd em desenvolvimento, sendo que muitos obstaculos
econémicos e técnicos precisam ser superados para a viabilizacdo de sua producdo em
larga escala (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

O bagaco de cana-de-agUcar, residuo da producgdo de etanol de primeira geragéo, é
considerado promissor como matéria prima para a producédo de etanol de segunda geracéo,
uma vez que o Brasil produz cana-de-agucar em grandes quantidades, gerando um enorme
volume desse residuo. Além da disponibilidade, o bagaco é constituido por
aproximadamente 50 % de celulose, 25 % de hemicelulose e 25 % de lignina,
caracterizando-se como uma fonte potencial de acUcares fermentesciveis. A utilizacdo
deste residuo agroindustrial em bioprocessos é uma alternativa racional para producéo de
substratos para fermentacdo e uma contribuicdo para solucionar o problema da poluicéo
ambiental, causada pelo acimulo de residuos no meio ambiente (PANDEY et al., 2000).

A Figura 3.1 mostra a estrutura da parede celular de biomassa lignocelulésica, que é
normalmente constituida por trés camadas: lamela média, parede primaria e parede
secundaria. A lamela média é uma camada intercelular, composta por substancias pécticas,
situada entre as paredes primérias de células vizinhas, consolidando a unido dessas células
(MENON; RAO, 2012). A parede primaria apresenta fibrilas de celulose e sua matriz é
composta, principalmente, por substancias pécticas e hemicelulose, podendo também ser
lignificada. A parede secundéria é constituida principalmente de celulose e hemicelulose,
além de quantidades variaveis de lignina, sendo mais rigida que a membrana primaria. A
complexidade da biomassa lignoceluldsica influencia os microrganismos a produzirem
complexos igualmente maltiplos de enzimas. Desta forma, a degradacdo enzimatica da
biomassa vegetal por microrganismos € realizada por uma mistura complexa de celulases,
hemicelulases e ligninases, que quebram os polimeros em fragmentos menores, 0s quais

sdo hidrolisados a sacarideos soltveis metabolizaveis (SANDGREN et al., 2005).
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Figura 3.1: llustracdo esquematica da estrutura da lignocelulose

Biomassa lignoceluldsica

Céluta vogotal

Micrafivrila
celuldsica

Fonte: SANTOS et al., 2012

A producdo de etanol de segunda geracdo envolve quatro principais passos
sequenciais, como mostra a Figura 3.2: (i) pré-tratamento quimico e/ou fisico-quimico da
biomassa lignocelul6sica; (ii) hidrdlise da celulose e da hemicelulose a agUcares
fermentesciveis; (iii) fermentacdo microbiana para a producéo de etanol (DUBEY et al.,
2016); (iv) recuperacdo do alcool por evaporacao/destilacdo. A segunda etapa envolve nao
apenas a hidrolise das fibras de celulose e hemicelulose, mas também a quebra da lignina
que envolve essas fibras, a fim de disponibilizar os agucares fermentesciveis para a
producdo de etanol. Essa € a etapa que torna o processo mais oneroso que a producdo de
etanol de primeira geracdo, pois essa conversdo em acucares sO € possivel através de

processos térmicos, quimicos ou enzimaticos (LASER et al., 2002).
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Figura 3.2: Producdo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica

BIOMASSA
LGN OEENUIES| A

CELULOSE

— . LIGNINA

HEMICELULOSE

PRE - TRATAMENTO

CELULOSE

HIDROLISE

GLICOSE

| FERMENTACAD
|

-
ETANOL

Fonte: SANTOS et al., 2012.

A hidrdlise quimica, apesar de eficiente e rapida, é realizada utilizando &cidos
inorganicos sob condigdes de tratamento severas. O produto hidrolisado obtido nessa
hidrélise contém ndo apenas aglcares fermentesciveis, mas também produtos de
degradacéo do aclcar, como furfurais, que sdo toxicos para as leveduras utilizadas na etapa
seguinte de fermentacdo. Além disso, € necessario aplicar tratamentos posteriores aos
efluentes dessa operacdo, uma vez que sdo contaminantes quimicos, aumentando assim o
custo do processo (JUTURU; WU, 2012). A aplicacdo de celulases para hidrolisar celulose
ocorre em condi¢cdes mais brandas, demanda menor gasto energético e, devido a alta
especificidade das enzimas pelo substrato, a geracdo de residuos é minima, tornando-se
uma opgdo atrativa, uma vez que a despolimerizagdo enzimatica ndo implica em danos
ambientais (KARMAKAR; RAY, 2011). Tendo em vista a importancia das enzimas

celuloliticas para o desenvolvimento da tecnologia de producdo de etanol de segunda
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geragdo, juntamente com as enzimas hemiceluloliticas, ambas constituem os produtos
biotecnoldgicos de interesse do presente trabalho.

Trés tipos principais de celulases permitem a hidrolise completa da celulose, sdo
elas: endoglucanases, exoglucanases ¢ B-glucosidases. As endoglucanases hidrolisam as
ligagBes glicosidicas nas regides amorfas da celulose, gerando oligdmeros de cadeia longa
(extremidades redutoras e ndo-redutoras) para a agdo das exoglucanases ou
celobiohidrolases. Para a determinacdo da atividade endoglucanase, utilizam-se derivados
de celulose com elevado grau de polimerizacdo, como a carboximetil-celulose (CMC)
(SHUANGQI et al., 2011). As exoglucanases clivam a longa cadeia de oligossacarideos
gerados pela acdo de endoglucanases em pequenas cadeias de oligossacarideos. Existem
dois tipos de exoglucanases, que agem de maneira unidirecional nos oligbmeros de cadeia
longa, em extremidades redutoras (tipo I) ou ndo redutoras (tipo II), liberando celobiose,
que ¢ ainda hidrolisada a glicose pelas B-glucosidases (MEDIE et al., 2012; SARANRAJ,
STELLA e REETHA, 2012).

Uma vez que a biomassa vegetal contém ndo apenas celulose, mas também
hemicelulose, que é o segundo polissacarideo mais abundante em vegetais, as
hemicelulases também sdo enzimas importantes que hidrolisam a complexa rede de
hemicelulose. Elas clivam as fortes ligagdes cruzadas entre celulose e hemicelulose. As
xilanases sdo enzimas hemiceluloliticas responsaveis por degradar a xilana, produzindo
xilobiose e xilooligossacarideos. Em seguida, as B-xilosidades clivam a xilobiose e 0s
xilooligossacarideos a partir das extremidades ndo redutoras, liberando xilose (SAHA,
2000; MOREIRA; FILHO, 2008).

3.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

A fermentacdo em estado sélido pode ser definida como um processo que se refere a
cultura de microrganismos sobre a superficie de uma matriz sélida porosa (BEHERAA,;
RAMESH E RAY, 2016), onde o contetdo de liquido ligado a ela estd a um nivel de
atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo das células e,
por outro, ndo exceda a maxima capacidade de ligacdo da agua com a matriz solida (DEL
BIANCHI; MORAES; CAPALBO, 2001). Em termos bioquimicos, a definicéo cléssica de
fermentacgdo refere-se a um processo que ocorre em condi¢fes anaerdbias; no entanto, por

ser amplamente utilizado na literatura para caracterizar o processo em estudo, este termo
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sera utilizado no presente texto, ainda que se referindo ao cultivo de um microrganismo em
aerobiose.

Desde as duas Ultimas decadas, a fermentacdo em estado sélido (FES) tem atraido
atencdo devido as vantagens biotecnoldgicas que apresenta em relacdo a outras técnicas,
tais como: maior capacidade de fermentagdo, maior estabilidade do produto final, menor
repressao catabolica; tecnologia de baixo custo (EL-BAKRY et al., 2015; SINGHANIA et
al., 2010; PANDEY, 1991a); simplicidade do meio de cultura; volumes reduzidos de
efluentes liquidos a tratar; reducdo das contaminacdes devido a baixa umidade do meio
fermentativo; facil aeragdo decorrente da porosidade do material; extragdo facilitada pela
alta concentracdo de produtos; volume do fermentador menor que o da cultura liquida e
baixa demanda de energia (UMSZA-GUEZ, 2009). Apesar da maioria das enzimas ser
produzida por fermentacdo submersa (FSm), a FES se destaca por permitir a obtencdo de
compostos de alto valor agregado, como &cidos organicos, aromas e fragrancias,
pigmentos, polissacarideos, horménios (SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003) e enzimas,
a partir de residuos agroindustriais (EL-BAKRY et al., 2015; BUCK et al., 2015)
disponiveis em grande quantidade e com baixo ou nenhum valor comercial, como cascas
de laranja, macé e banana, sementes, farelo de soja, trigo, arroz e bagacos de mandioca e
de cana de agucar (KARATAS et al., 2013;. CHUTMANORP et al., 2008; MONTON et al.,
2013).

Na FSm, o meio fermentativo consiste basicamente de &gua com nutrientes
dissolvidos. A técnica de cultivo submerso apresenta vantagens relacionadas a
instrumentacdo e controle de processo, sendo amplamente utilizada para a producéo
industrial de enzimas e outros bioprodutos. No entanto, a FES pode ser particularmente
vantajosa para o cultivo de fungos filamentosos, ja que simula o habitat natural desses
microrganismos (HOLKER et al., 2004; TENGERDY; SZAKACS, 2003; BARRIOS-
GONZALES, 2012), uma vez que sdo mais versateis que as bactérias, de facil manejo e
ndo patogénicos (GUTIERREZ-ROJAS e TORRES, 1992), conduzindo a uma elevada
producdo de enzimas em comparacao a processos de FSm (FARINAS, 2015).

Como mencionado anteriormente, o Brasil apresenta um cenario econémico
amplamente focado na agricultura, especialmente soja, trigo, milho e cana de agulcar,
tornando evidente o potencial tecnoldgico do pais em utilizar os residuos agroindustriais
para a producdo de produtos de alto valor agregado, como enzimas, utilizando diferentes
tipos de tecnologias. Esses processos biotecnoldgicos, especialmente a FES, podem ser

utilizados para reduzir custos e possibilitar o uso de enzimas para diversas finalidades, em
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especial na etapa de hidrdlise do bagago de cana de agUcar na cadeia de producédo do etanol
de segunda geracéo.

A Tabela 3.1 exemplifica alguns trabalhos que utilizaram a FES para produzir
diferentes tipos de enzimas. Nota-se que podem ser utilizados diversos tipos de materiais
como substrato, inclusive misturas deles, a fim de compor um substrato sélido adequado,
uma vez que o0 mesmo deve ndo apenas suprir a demanda de nutrientes para a cultura
microbiana em crescimento, mas também deve fornecer a estrutura porosa adequada ao
meio de cultivo (PANDEY, 1992).

Tabela 3.1: Enzimas obtidas por FES a partir de rejeitos sélidos agroindustriais

Microrganismo Substrato Bioproduto Referéncia
Thermoascus Bagaco de
aurantiacus ATCC mandioca e Xilanase Palma (2003)
204492 farelo de arroz
B .
Thermoascus agago de . Milagres et al.
: cana-de- Xilanase
aurantiacus , (2004)
acucar
Bagaco de
Aspergillus niger cana de agucar . .
LPB 326 e farelo de Xilanase Maciel (2006)
soja
- Bagaco de
Penicillium cana e farelo Celulase e Camassola e
echinulatum de trigo xilanase Dillon (2007)
9A0251 g
. Gomes,
A fumlggtus M.7.1 Palha de milho Celulase e Moretti e
e Myceliophthora x . . ..
so. M.7.7 e papelédo xilanase Biocchini-
p- M1 Martins (2010)
Trichoderma reesei Sukumaran et
Farel tri
RUT. €30 ? arelo de trigo Celulase al. (2009)
Aspergillus niger
MTCC 7956
. Bagaco de Scheufele et al.
Trichoderma sp. cana de acticar Celulase (2012)
Myceliophthora caBnafZQf(;iTo Celulase e Zanelato et al.
thermophila 1-1D3b i xilanase (2012)
de trigo
Rhizoctonia solani Farelo de trido Celulase e Santos et al.
AG-1 IA g xilanase (2014)
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Tabela 3.1: Continuagao

Asper_gﬂlus Residuos de Glucoamilase e Melikoglu, Lin
awamori 2B.361 x
pao protease e Webb (2015)
u2/1
Bagaco de
Aspergillus niger cana de agucar Pitol et al.
CH4 e farelo de Proteases (2016)
trigo
Aspergillus niger,
Aspergillus flavip,
Aspgr_gllll_Js Farelo de trigo Novelli et al.
brasiliensis, e farelo de Proteases (2016)
Aspergillus oryzae soja
Penicillium
roquefortii
Soja e residuo . Cerda et al.
Thermomyces sp. de pio Amilase (2016)
Aspergillus niger Resid_uos de Ce_lulase e Leite et al.
oliva xilanase (2016)
Polpa de
. laranja e . Biz et al.
Aspergillus oryzae bagaco de Pectinase (2016)

cana de agucar

Além de porosidade e nutrientes adequados para o cultivo de microrganismos, 0
tamanho das particulas e teor de umidade sdo fatores importantes para o crescimento
microbiano e producdo de enzimas utilizando um substrato em particular (PANDEY,
1991b). Geralmente, particulas menores de substrato fornecem maior &rea superficial para
0 ataque microbiano, melhorando a digestibilidade enzimatica (MATSUMURA et al.,
1977) e, portanto, sdo um fator desejavel. No entanto, se a particula de substrato for muito
pequena, pode ocorrer uma compactacdo do substrato, o que pode interferir na aeracao do
meio e consequentemente na respiracdo microbiana, podendo ocasionar baixo crescimento.
Em contraste, particulas maiores permitem maior eficiéncia na respiracdo dos
microrganismos e aeracdo do meio devido ao aumento dos espagos entre particulas; no
entanto, proporcionam area superficial limitada para o ataque microbiano (PANDEY et al.,
1999). Sabendo disso, € preciso adaptar o tamanho de particula visando bons rendimentos

de cada processo em particular.
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3.3 MICRORGANISMOS PARA FES

Com base na classificacdo tedrica fundamentada na atividade de agua, apenas fungos
e leveduras seriam denominados microrganismos adequados para FES. Essa determinacéo
foi estipulada devido a atividade de agua tipicamente encontrada neste tipo de processo,
que seria entre 0,95 e 0,98, segundo Mitchell et al. (2000), podendo néo ser adequada para
0 crescimento de culturas bacterianas. No entanto, estudos tém revelado que, se bem
controladas e gerenciadas, culturas bacterianas podem também ser utilizadas para FES
(NAMPOOTHIRI; PANDEY, 1996; PANDEY, SOCCOL; MITCHELL, 2000).

Os fungos filamentosos sdo organismos ideais para sistemas de FES devido a sua
capacidade de crescimento e producgdo de enzimas extracelulares em altas concentragdes
em ambientes com umidade suficiente apenas para manutencdo do crescimento e
metabolismo do microrganismo (auséncia de agua livre) (FARINAS, 2015) e também
devido & sua versatilidade de aplicagdo (BALASUBRAMANIEM et al., 2001; DEL
BIANCHI et al., 2001), uma vez que sdo capazes de crescer em graos, residuos
agroindustriais ou frutas. De acordo com Mitchell et al. (2000), os fungos filamentosos
ainda sé@o capazes de crescer em locais de baixo pH e tém elevada capacidade de produzir
esporos, o que facilita tanto a estocagem das células em sua forma vegetativa, como o
preparo de indculos. Ademais, os fungos filamentosos secretam naturalmente grandes
quantidades de enzimas para o meio extracelular, facilitando a recuperacdo dessas enzimas
nas etapas de downstream.

O fungo empregado no presente trabalho é o termofilico Myceliphthora thermophila
I-1D3b. Sabe-se que espécies do género Myceliophthora tém atraido grande interesse
devido ao seu potencial para produzir enzimas termoestaveis, como amilase
(SADHUKHAN et al., 1992), queratinase (LIANG et al., 2011), lacase (BERKA et al.,
1997 e BULTER et al., 2003) e celulase (BADHAN et al., 2007; ZANELATO et al., 2012;
CASCIATORI; CASCIATORI; THOMEO, 2013; CASCIATORI, 2015). Devido ao
potencial de Myceliophthora para degradar materiais vegetais lignoceluloliticos, muitas
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas de M. thermophila tém sido caracterizadas e
patenteadas (BHAT; MAHESHWARI, 1987; ROY et al., 1990; SADHUKHAN et al.,
1992; BADHAN et al., 2007; BEESON et al., 2011). Além disso, espécies do género M.
thermophila sdo comumente utilizadas para pesquisa, uma vez que podem crescer em
temperaturas acima de 50 °C em materiais ricos em celulose, sendo capazes de decompor

substratos complexos, como cascas de arvore, polpa de madeira e palha de trigo (BHAT;
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MAHESHWARI, 1987). Essa capacidade de degradacdo, por sua vez, demanda liberagdo
de enzimas extracelulares em grandes quantidades, o que pode justificar a elevada
producdo de enzimas pelos fungos termofilicos (MAHESHWARI; BHARADWAJ;
BATH, 2000).

3.4 BIORREATORES PARA FES

A escolha do biorreator é extremamente importante para obtencao de bons resultados
na FES, afinal é nele que a bioconversédo acontece. As funcdes basicas de um biorreator
consistem em sustentar o leito de substrato, constituindo uma barreira para impedir a
liberacdo do microrganismo para o ambiente, bem como a contaminacao do leito inoculado
com o microrganismo de interesse por outros microrganismos dispersos no ambiente. Além
disso, o biorreator deve ser capaz de propiciar controle adequado das condic¢Bes nas quais
opera, como temperatura do leito e atividade de agua, para que sejam mantidas as
condicBes Otimas para o crescimento e a formacdo de produtos pelo microrganismo em
estudo (MITCHELL et al., 2006a).

Varios tipos de biorreatores tém sido utilizados em processos de FES, sendo que sédo
classificados de varias maneiras. Durand (2003) classifica os tipos de biorreatores em duas
categorias: (a) biorreatores em escala de laboratério, que usam quantidades de meio sélido
seco entre poucos gramas a poucos quilogramas; (b) biorreatores em escala piloto ou
industrial, nos quais varios quilogramas a varias toneladas sdo empregados. Ja Mitchell et
al. (2006b) classificam biorreatores com base no tipo de aeracdo ou sistema de agitagédo
empregado, sendo eles:

v’ Biorreatores de bandeja: Biorreatores que possuem leito estatico ou que sao
movimentados com pouca frequéncia. O substrato é espalhado em bandejas,
formando uma camada fina. O biorreator € mantido em uma cémara a
temperatura constante, onde ar imido circula ao redor do leito. O principal
inconveniente desta configuracdo é que muitas bandejas e grande espaco séo
necessarios para producdo em grande escala, tornando o projeto pouco atraente
(CHEN et al., 2005);

v’ Biorreatores de leito empacotado: Biorreatores cujo leito é estatico ou posto em
movimento com pouca frequéncia. Através do leito do substrato, ar umido é
continuamente alimentado no sistema. O biorreator pode ser equipado com

camisa de circulacdo de agua para controlar a temperatura durante o processo.
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Os principais inconvenientes associados a esta configuracdo sdo crescimento
nédo uniforme, pobre remocéo de calor e dificuldade de aumento de escala;

v Biorreatores de tambor rotativo: Biorreatores que consistem em cilindros
horizontais que possibilitam a movimentacdo e a mistura das particulas em
torno do seu eixo central. O ar circula acima do leito e ndo forgcadamente
através dele. Os biorreatores podem ser movimentados constantemente ou de
maneira intermitente. Sua maior desvantagem € que a capacidade de
enchimento do tambor é de apenas 30 % da sua capacidade total, pois de outra
forma a agitacdo n&o seria eficiente.

O biorreator de leito empacotado é o mais utilizado para FES, principalmente em
escala laboratorial, uma vez que permite a realizacdo de estudos que envolvem triagem de
microrganismos e determinacdo da composicdo adequada do meio a ser utilizado. Além
disso, a geometria da coluna contribui pra a manutencdo de temperatura estavel no
biorreator (DURAND, 2003). Seu projeto € simples e de baixo custo e 0 equipamento
apresenta baixas exigéncias de manutencéo. Por esses motivos, este tipo de biorreator foi
tomado para estudo também no presente trabalho. O mesmo ja foi capaz de fornecer bons
resultados para producédo de celulases e hemicelulases em trabalhos realizados pelo Grupo
de Pesquisa em Bioenergia do IBILCE/UNESP, integrante do Centro Paulista de Pesquisa
em Bioenergia, do qual o orientador deste trabalho € membro. No caso de leitos moveis,
agitacdo e rotacdo, apesar de melhorarem transferéncias de calor e massa durante o
processo, podem ocasionar danos ao micélio de fungos, além de provocar efeitos adversos
na porosidade do meio (COUTO; SANROMAN, 2006).

3.5 AMPLIACAO DE ESCALA DE BIORREATORES DE LEITO
EMPACOTADO PARA FES

A eficiéncia de processos de FES para obtencao dos produtos desejados é dependente
do microrganismo utilizado, bem como de condic¢des operacionais e ambientais. Fatores
como temperatura, pH, teor de umidade, aeracdo, concentracdo de nutrientes e a natureza
do substrato estdo entre as variaveis-chave que influenciam a FES (PANDEY et al., 2000).
E também de extrema importancia considerar cuidadosamente a escolha do projeto do
biorreator (ALI; ZULKALI et al., 2011), bem como combinagdes adequadas de

microrganismos, substratos e produtos. Apesar das vantagens da FES em relacdo a FSm, a
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implementacdo da FES em escala industrial ainda néo foi realizada, principalmente devido
a dificuldade de monitoramento e controle das variaveis de processo (CHEN; HE, 2012;
NAGEL et al., 2001; MITCHELL et al., 2000), a falta de critério para ampliacdo de escala,
a caréncia de estudos na area de engenharia de biorreatores, a limitada reprodutibilidade do
processo e a dificuldades na padronizagdo do mesmo. Dessa forma, dentre outras vertentes
de pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico, existe a necessidade de se desenvolver a
instrumentacao para o controle efetivo das variaveis primordiais do processo de FES. Essa
€ uma etapa critica no desenvolvimento de biorreatores para FES em escala industrial, que
guando superada sera capaz de provocar enorme impacto no setor bioenergético, no qual a
demanda de enzimas capazes de degradar biomassa é extremamente elevada.

Na tentativa de compreender e descrever fendmenos de transferéncia de calor e
massa em biorreatores de leito empacotado, diversos autores tém utilizado modelos
matematicos representativos que incorporem caracteristicas do sistema em estudo e que
sejam validados experimentalmente baseados em dados obtidos em escala laboratorial.
Alguns desses modelos podem ser utilizados para orientar processos de ampliacdo de
escala, a fim de propiciar controle e dominio sobre as condi¢des otimas de operacdo dos
processos de FES em larga escala.

Nos biorreatores de leito empacotado, o uso de aeragéo forgada permite um controle
mais efetivo dos pardmetros de processo através da manipulagdo da taxa de aeracdo e da
temperatura do ar percolante, sendo que o fornecimento de oxigénio ndo é limitante no
processo. Por outro lado, a dindmica de remocdo do calor metabdlico gerado, associada ao
arrefecimento por advecgdo, leva a um aumento constante nas temperaturas de saida de ar
e do meio solido contido no biorreator. Dessa forma, prevenir o aumento indesejavel de
temperatura no leito € um desafio a ser superado em estudos de aumento de escala de
biorreatores (SANGSURASAK; MITCHELL 1995).

Mitchell et al. (1999) desenvolveram em seu trabalho um critério de ampliacdo de
escala de biorreatores de leito empacotado para FES baseado no nimero adimensional de
Damkdohler modificado pelos autores, relacionando a maxima capacidade de acumulo e
geracdo de calor a maxima capacidade de remocao de calor no sistema. O foco do estudo é
prevenir elevacdes indesejaveis de temperatura no leito. Neste adimensional modificado, o
numerador (Qx) é a taxa maxima da producdo de calor durante o crescimento fangico,
enquanto o denominador (Qgr) descreve a taxa maxima de remocéao de calor pelo ar por
conveccao axial e por evaporacao de agua entre a entrada e a saida do leito. Nesse estudo,

assumindo um modelo logistico de cinética de crescimento e desconsiderando os efeitos de
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manutencdo do metabolismo, a maxima taxa de geracdo de calor ocorre quando a
concentracdo de biomassa € metade do seu valor maximo (X = 0,5X,,).

Para o balangco de energia, a transferéncia de calor para a parede € considerada
desprezivel, e apenas a transferéncia de calor axial é considerada. A equacéo 3.1 representa
0 balanco de energia macroscopico através do leito fermentativo, incluindo termos para
remocao de calor convectivo e evaporativo, conducgédo na direcdo axial e geracdo de calor

por crescimento microbiano.

oT ot 5°T ax
prpb <E> + pa(Cpa + fl)vz <5) = kb ﬁ + ps(l - S)Y <E>

3.1

Substituindo dX/dt pela equacéo logistica no termo de geracdo de calor na equagéo

3.1 e adicionando X = 0,5X,,,, obtém-se:

Qx = 0'25.05(1 - E)Yﬂoptxm
3.2

Para o célculo do denominador, como descrito na equacao 3.3, assume-se que 0 ar
estd sempre saturado, motivo pelo qual o fator f1 é inserido na equacgdo, uma vez que a
evaporacdo da &gua para manter o ar saturado conduz a um aumento na capacidade
calorifica aparente (SANGSURASAK; MITCHELL, 1995):

Qr = pa(Cpa + fA)vz(Tout —Tin)/H
3.3

As unidades de Q4 e Qg sd0 J/ms™. A razdo entre Q, e Qg fornece um nimero

adimensional, o numero de Damkohler modificado (Dap,):
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0125:05(1 - S)Yﬂothm

Da,,

Tabela 3.2: Descrigcdo de parametros e variaveis

- pa(Cpa + f/l)vz(Tout - Tin)/H

3.4

Parametro Parametro
ou Descricao ou Descricao
variavel variavel
Densidade do X Concentracéo de
Ps substrato biomassa
€ Porosidade do leito Ph Densidade do leito
Coeficiente de -
. Calor especifico do
Y rendimento Cop .
L) leito
metabolico
Taxa de crescimento
Mopt especifico na T Temperatura do leito
temperatura 6tima
Maéaxima
< Tempo de
X concentracéo de t <
: fermentacao
biomassa
Densidade do ar . Posicio axial
Pa (mido ¢
C Calor especifico do K Condutividade
- ar imido b térmica do leito
Taxa que a
capacidade de Taxa volumétrica de
f transporte de agua Q, producdo de calor
varia com a pelo metabolismo
temperatura do ar
N Entalpia de 0 Taxa volumétrica de
vaporizacao da agua R remocao de calor
Velocidade Temperatura do ar de
v, - Tin
superficial entrada
NUmero de
Altura do leito Da,, Damkahler
H e
modificado
Temperatura do ar
Tout

de saida
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Os parametros da equacdo 3.4 podem ser facilmente determinados. Tabelas de

propriedades fisicas podem ser utilizadas para definir p,, C,,, f € A. Os parametros

dependentes do substrato p, e € e 0s parametros cinéticos de crescimento X, € u,,, podem

ser determinados experimentalmente. Valores obtidos na literatura podem ser utilizados

para o coeficiente de rendimento metabolico (Y). O projeto do biorreator fornece H e as

variaveis T;,, T,y € v, podem ser estabelecidas. A tabela 3.3 fornece os valores das

variaveis utilizadas nesse experimento.

Tabela 3.3: Valores de parametros e variaveis

Parametro )
. Valor / unidade Fonte
ou variavel
Ps 1100 Kg/m® Casciatori et al., 2014
E 0,75 Casciatori et al., 2014
v 8366000 Saucedo-Castarieda et
\]/kgbiomass al, 1990
Hopt 0,06 h Casciatori, 2015
X 32,7 mglg Casciatori, 2015
Pa 1,14 Kg/m® Mitchell et al., 1999
Cpa 1180 J/Kg °C Mitchell et al., 1999
0,0038 _
F Mitchell et al., 2006
Kgagua/ Kgar®C
2414300 :
A Himmelblau, 1982
J/Kgégua
v, m/s -
H 0,4m Experimental

O numero modificado de Damkdhler pode ser utilizado para predizer tanto o

desempenho de um biorreator ja existente, como também para direcionar o aumento de

escala. Um valor de Da,, maior que 1 indica que, no momento da méxima geracdo de

calor, a temperatura critica serd excedida na extremidade final do leito. Para a temperatura

ser a maxima aceitavel para o sistema, as taxas de producéo e remocdo de calor devem ser

iguais, e por isso Da,, deve serigual a 1.
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19

Resiso Bibliogudic

Como o presente projeto de dissertacdo de mestrado trata da avaliacdo de viabilidade
técnica da ampliacdo de escala da producgéo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas por
FES em biorreatores de leito empacotado, o numero modificado de Damkdohler serad
utilizado como um dos critérios de ampliacdo de escala, sendo tambeém testadas outras

alternativas de aumento da produtividade do biorreator em estudo.

Caoline Sopes Peres
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Os ensaios experimentais desta dissertacdo foram realizados no Laboratorio de
Engenharia de Processos e Biorreatores do Departamento de Engenharia e Tecnologia de
Alimentos do IBILCE/UNESP.

4.1 MICRORGANISMO, SUBSTRATOS E SOLUCAO NUTRIENTE

Foi empregado o fungo termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b, isolado
pela Profé. Dra. Daniela Alonso Bocchini (IQ/UNESP) a partir de pilhas de bagaco de cana
da Usina Guarani, de Olimpia-SP, e utilizado por Zanelato (2011) e Casciatori (2015), que
obtiveram resultados promissores de producao de celulases em biorreatores de bancada.

As cepas do fungo foram mantidas em tubos de ensaio contendo BDA inclinado,
submersos em 6leo mineral e mantidos em camara fria a 5 °C. Para utilizaco, a cultura foi
repicada em Erlenmeyers inclinados contendo o meio BDA, os quais foram mantidos em
camara climatica DBO por 48 horas a 45 °C, como mostra a Figura 4.1a. Para inoculagéo
do substrato, a superficie do meio foi raspada com alca de platina para suspensdo dos
esporos, e quantidade suficiente de solugdo nutriente foi adicionada ao meio a fim de obter
a suspenséo de esporos. Em todos os ensaios foi empregada a concentragéo de esporos de
10" esporos por grama de substrato sélido seco (gss). Para a montagem do biorreator de 20
cm de didmetro interno, a cultura de M. thermophila foi repicada em embalagens plasticas

contendo 400 mL de BDA, como mostra a Figura 4.1b.
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Figura 4.1: Cultura de M. thermophila apos 48 horas em BOD: (a) em Erlenmeyer e (b)
em embalagens plasticas.

€) (b)

Como substratos, foram empregados bagaco de cana (BC) e farelo de trigo (FT). O
bagaco foi doado pela Usina Vale, de Onda Verde-SP, e o farelo foi comprado no
comércio local. Ambos os materiais foram secos em estufa a 60 °C até peso constante. Para
fins de padronizacdo do tamanho das fibras, o bagaco foi peneirado em peneiras de 4 mm
para retirada das fibras maiores. Bagaco de cana e farelo de trigo foram acondicionados em
sacos de polietileno de parede espessa em camara de refrigeracdo até utilizacdo. A
proporgdo em massa dos substratos em todos os ensaios foi igual a 7:3 para bagaco de cana
e farelo de trigo (ZANELATO, 2011; CASCIATORI, 2015).

Quando da umidificagdo dos substratos, empregou-se a solugédo nutriente constituida
pelos seguintes sais com as respectivas concentragdes: 0,35 % (m/v) de (NH;)2SO4, 0,3 %
(m/v) de KH,POy,4, 0,05 % (m/v) de MgSO,.7H,0, 0,05 % (m/v) de CaCl, e 0,1 % (v/v) de
Tween 20, com pH 5,0 (ZANELATO, 2011).

4.2 BIORREATORES EM EMBALAGENS PLASTICAS

Foram empregadas embalagens de polipropileno de 12 cm x 20 cm acopladas a tubos
de PVC de 3,6 cm de diametro, os quais foram tampados com algodao envolto por gaze, a

fim de garantir a troca de gases e assegurar que ndo houvesse contaminagdo por outros
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microrganismos, conforme pode ser visto na Figura 4.2. No interior das embalagens foram
colocados arames na forma de espiral, visando facilitar a aeragéo e evitar o colapso da

embalagem ap0s autoclavagem.

Figura 4.2: Biorreator em embalagem de polipropileno para FES.

4.3 ENSAIOS FERMENTATIVOS EM BIORREATORES DE LEITO
EMPACOTADO

Os ensaios fermentativos em biorreatores de leito empacotado foram realizados em
um sistema similar ao empregado por Zanelato (2011) e Casciatori (2015). Neste sistema,
o ar foi fornecido por compressor e filtrado para retirada de impurezas grosseiras e
direcionado a um medidor de vazdo massico modelo Cole Parmer®, Vernon Hills, EUA.
Antes do fermentador, o ar passou por um filtro de algoddo esteril e, em seguida, foi
umidificado em coluna encamisada cheia de agua destilada e recheada com esferas de
vidro, mantidas na temperatura do processo, de modo que o ar entrou saturado no

fermentador.
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Foram empregados biorreatores de dois didmetros distintos: 7,62 cm, daqui por
diante chamado de estreito, e 20 cm, a ser chamado de largo. Ambos os biorreatores foram
construidos de forma modular, sendo que o estreito foi composto por modulos de aco inox
encamisados de comprimento 10 cm e o largo feito em aluminio com mddulos de 20 cm de
comprimento, de modo que seus comprimentos totais eram variaveis. Em ambos o0s
fermentadores, flanges de nylon foram colocadas entre dois modulos consecutivos para a
insercdo de termopares. Na camisa dos biorreatores circulou agua, mantida na temperatura
de processo por um banho termostatico. Na Figura 4.3a e 4.3b sdo mostrados o0s

fermentadores.

Figura 4.3: Biorreatores de leito empacotado: (a) didmetro interno 7,62 cm
(estreito); (b) diametro interno 20 cm (largo).

o =

)

| g
-

(@) (b)
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Para evitar problemas de umidificacdo insuficiente do ar nas colunas de saturagdo, o
primeiro modulo do biorreator estreito, mais proximo da entrada de ar, foi empacotado
somente com bagaco de cana umido (75 % b.u.), composto por fibras grossas, acima de 4
mm. Para o biorreator largo o mesmo foi feito, 0 modulo mais proximo da entrada de ar foi
composto por fibras grossas Umidas. Por outro lado, na saida do biorreator 0 ar esta
saturado na temperatura do processo, acima da temperatura ambiente, de modo que ocorre
condensacéo de agua. Portanto, para o biorreator estreito, o tltimo modulo foi empacotado
apenas com fibras grossas de bagaco de cana seco, e para o biorreator largo 0 mesmo foi
feito. Ambos os modulos mencionados ndo foram inoculados e seu uso foi justamente
proteger os médulos intermediérios inoculados da secagem excessiva, no caso da base, e
da condensacdo de umidade, no caso do topo, como realizado por Zanelato (2011) e
Casciatori (2015). Os modulos fermentativos foram enumerados de baixo para cima, sendo
0 modulo 1 localizado logo ap6s o médulo contendo bagaco grosso umido (base), em
seguida 0 modulo 2 e assim sucessivamente, até o Gltimo maddulo, composto por fibras
grossas de bagaco de cana seco (topo), que nao recebe numeracdo. Cada mddulo
fermentativo foi separado dos demais por telas metalicas de modo que, ao final do
processo fermentativo, o material fermentado de cada moédulo foi individualmente
encaminhado para a extracdo das enzimas e analise de umidade.

Termopares tipo T foram instalados ao longo do comprimento do biorreator através
de cada uma das flanges de acoplamento entre modulos consecutivos, com as extremidades
dos sensores posicionadas no centro do leito (r/R = 0, onde r é a variavel da posicéo radial
e R o raio do tubo), rente & parede do leito (r/R = 1) e em posi¢des radiais intermediarias
(/R = 0,25 e r/R = 0,5), 0 que permitiu acompanhar a temperatura ao longo do processo
em varias posi¢des no interior do fermentador. Os sinais elétricos dos sensores foram
registrados por sistema de aquisicdo de dados COMPAQ-DAQ (National Instruments,
Austin, USA) gerenciado por rotina em ambiente Labview (National Instruments, Austin,
USA).

Testes de umidade do meio apos a fermentacdo foram realizados em um analisador

halégeno de umidade MB 45 (Ohaus Corporation, Parsippany, EUA).

Caoline Sopes Peres
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4.4 EXTRACAO DAS ENZIMAS

Ao final da fermentacéo, a extracdo do extrato enzimatico foi feita pela adicdo de
20 mL de agua destilada por grama de substrato sélido seco inicial, seguido de agitacdo a
temperatura ambiente a 100 rpm. O extrato foi filtrado em tecido sintético fino e
posteriormente centrifugado a 10000 rpm durante 30 min a 5 °C, sendo o sobrenadante

empregado como solugédo enzimatica bruta para as analises de atividade.

4.5 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Foram determinadas as atividades de endoglucanase (CMCase) e de xilanase dos
extratos enzimaticos brutos. As atividades enzimaticas foram determinadas seguindo-se
Ghose (1987) e Ghose e Bisaria (1987), com modificac6es, reagindo-se 0,1 mL de solucao
enzimatica e 0,9 mL de solucéo de substrato, respectivamente, carboximetilcelulose (CMC,
Sigma) e xilana (Sigma). A reacdo se deu em banho termostatico a 60 °C por 10 minutos,
sendo interrompida por adicdo de 1,0 mL do reagente DNS (&cido-1,3-dinitrosalicilico). A
quantificacdo de acgucares redutores liberados da reacdo de analise da atividade foi feita
segundo Miller (1959). A solucdo foi mantida em banho de agua em ebulicdo por 10
minutos, e logo apds transferida para banho de gelo. Finalmente, foram adicionados aos
tubos 8,0 mL de &gua destilada, e em seguida foi feita leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro Lambda 25 UV Winlab (Perkin Elmer, Shelton, EUA) a 540 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 umol de glicose (para celulase) ou de xilose (para xilanase) por

minuto de reagdo por mL de extrato.

4.6 ENSAIOS EM EMBALAGENS PLASTICAS

Nestes ensaios, bem como em todos os ensaios em biorreatores de leito empacotado,
a proporcdo em massa de bagaco de cana e farelo de trigo foi fixada em 7:3 massa/massa,
seguindo-se a recomendacéo de Zanelato (2011) e Casciatori (2015).

Os ensaios em embalagens fermentativas foram realizados simultaneamente a todos

0S ensaios em biorreatores utilizando o mesmo tipo de substrato, como controle do
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processo fermentativo. Dentro de cada embalagem plastica, foram adicionadas 5,0 gramas
de substrato sélido seco inicial, previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 20
minutos. Posteriormente, o substrato foi inoculado com a suspensdo de esporos, na
concentracdo de 107 esporos/gss, em quantidade suficiente para que a umidade do substrato
atingisse 75 % (b.u.).

Os biorreatores em embalagens plasticas foram colocados em cémara climatica
DBO a 45 °C por 96h, tempo este definido por Zanelato (2011) como dtimo para a
secrecdo das enzimas. Os ensaios em biorreatores de leito empacotado também foram

realizados com este tempo de cultivo.

4.7 ENSAIOS EM BIORREATORES

4.7.1 Biorreator estreito

4.7.1.1 Efeito do tamanho de particula de bagaco de cana sobre a
producdo de enzimas

Para os testes variando o tamanho das particulas de bagago de cana, parte do material
foi triturada em moinho de facas e peneirada em peneira vibratdria utilizando peneira com
abertura de 0,84 mm, nimero 20 da série Tyler. A peneira foi mantida em vibracdo por 5
minutos, sendo empregado 0 bagaco que passou pela peneira, de didmetro menor que 0,84
milimetros (d, < 0,84 mm). Outra fragéo do bagago foi peneirada utilizando as peneiras 6 e
7 da série Tyler, com aberturas de 3,36 mm e 2,83 mm, respectivamente. O sistema de
peneiras foi mantido em vibracdo por 5 minutos, sendo empregada a fracéo retida entre as
duas peneiras, constituindo uma fracdo de BC de didmetro menor que 3,36 milimetros e
maior que 2,83 milimetros (2,83 < d, < 3,36 mm).

Para analise do efeito do tamanho de particulas de bagaco de cana sobre a producgéo
de enzimas, foram realizados testes em biorreatores com dois modulos fermentativos e
comprimento total de 0,4 metros, contando-se os modulos de entrada e de saida nédo
inoculados (base e topo). O procedimento de preparo do substrato foi similar ao descrito
para 0s ensaios em embalagens plasticas, item 4.6, sendo 0 mesmo composto por BC:FT,
7:3 (m/m). Apds a inoculacdo do substrato o biorreator de coluna foi empacotado no local

de montagem e operacdo do equipamento. Um dos ensaios fermentativos foi realizado
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utilizando BC composto por particulas menores que 0,84 milimetros (d, < 0,84 mm) e
outro ensaio utilizando BC composto por particulas maiores que 2,83 milimetros e
menores que 3,36 milimetros (2,83 < d, < 3,36 mm), com vazdes de ar iguais a 150 L/h e
em ambos 0s ensaios, massa de 75 gramas de substrato foi empacotada em cada um dos

modulos fermentativos.

4.7.1.2 Utilizagdo do numero de Damkohler modificado para
estabelecimento da vazao ideal de operacao

Para os experimentos utilizando o ndmero de Damkohler como critério para a
determinacdo da vazdo ideal de escoamento de ar, foram realizados ensaios fermentativos
em biorreatores compostos por quatro e por oito mdédulos fermentativos. Além dos
maodulos de entrada e de saida, ndo inoculados, foram empacotadas 45 gramas de substrato
por modulo (BC:FT, 7:3 m/m), sendo utilizadas as fibras de bagaco de cana que ndo foram
retidas pela peneira de 4 mm de abertura. Para os ensaios com quatro modulos
fermentativos, as vazdes utilizadas foram calculadas de acordo com a equacéao 3.4 da secéo
Revisdo Bibliografica desta dissertacdo, utilizando para o numero de Damkohler
modificado os valores de 0,5; 1,0 e 1,5, enquanto que, para 0s ensaios em biorreatores com
oito médulos fermentativos, os valores de Da, adotados foram iguais a 0,5 e 1. Para o
calculo de Dap, foram utilizados os valores dos parametros fornecidos na Tabela 3.3 da

secdo Revisdo Bibliografica.

4.7.1.3 Efeito da insercao distribuida de ar sobre a producéo de
enzimas

Foi adotada a estratégia de introduzir ar através da base do biorreator e através de
um tubo perfurado inserido em uma flange perfurada, Figura 4.4, postada na porgao
intermediaria do comprimento do leito. Para tanto, o leito foi empacotado com oito
modulos fermentativos, 45 gramas de substrato por médulo (BC:FT, 7:3 m/m) e a vazao de
ar total foi determinada para Dan igual a 0,5 e 1, sendo que metade desta vazdo foi
introduzida pela base e a outra pelo meio da coluna, através do tubo perfurado, mostrado
na Figura 4.5, onde a seta vermelha indica o ponto de insercdo de ar no centro do sistema.
O tubo perfurado possuia quatro orificios de 2 mm cada, espagados de 90°. Ambas as
correntes de ar foram compostas por sistemas de filtros de ar, medidores de vazdo méssica

e umidificadores de ar independentes.
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Figura 4.4: Anel interno para distribuicdo de ar em biorreator de 7,62 cm de
didmetro interno.

Figura 4.5: Biorreator utilizando insercéo distribuida de ar.
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4.7.1.4 Efeito da densidade bulk do leito utilizando nimero de
Damkohler para determinagédo da taxa de escoamento de ar

Para andlise do efeito da densidade de empacotamento sobre a producdo de
enzimas, foram realizados ensaios em biorreatores contendo dois modulos fermentativos.
As massas de substrato empacotadas em cada médulo fermentativo foram de 45, 60 e 75
gramas (BC:FT, 7:3 m/m). No ensaio utilizando 75 gramas de substrato por modulo
fermentativo, 0 bagaco de cana foi triturado e peneirado utilizando peneiras Tyler com
abertura de 0,84 mm, para que o substrato coubesse no interior dos modulos. As peneiras
foram mantidas em vibragdo por 5 minutos, sendo empregado o bagaco que passou pela
peneira, de didmetro menor que 0,84 milimetros (d, < 0,84 mm). As vaz0es de ar utilizadas
para as massas de 45, 60 e 75 g foram calculadas com base em Da,, = 1, corrigindo-se as

variacdes de porosidade dos leitos resultantes das distintas densidades de empacotamento.

4.7.2 Biorreator largo

4.7.2.1 Efeito da distribuicéo de vazéo de ar sobre a producgéo
de enzimas em biorreator largo

No biorreator de 20 cm de didmetro interno foram realizados ensaios de insercao do
ar de duas formas distintas: em duas correntes indepentendes, uma pela base e outra no
meio da coluna, através de um tubo perfurado inserido ao longo do perimetro interno em
uma flange perfurada (anel interno) e através de um tubo perfurado disposto
longitudinalmente ao longo da coluna (tubo interno). A Figura 4.6a apresenta a flange
contendo o tubo perfurado e a Figura 4.6b o tubo longitudinal.

Em cada modulo fermentativo foi empacotado substrato composto por bagaco de
cana e farelo de trigo também na proporcdo 7:3 (BC:FT m/m) na quantidade de 620
gramas de substrato por médulo fermentativo, inoculado com solugédo de esporos composta
por 107 esporos/gss até a umidade de 75% (b.u.). Apés o término dos ensaios preliminares,
constatou-se que houve acomodacdo do material fermentado e que a altura total havia
diminuido. Desta forma, foram inseridas telas metalicas entre os modulos do biorreator. A

vazdo de ar empregada foi correspondente a Dap, = 1. Para ambos 0s ensaios, base e topo
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do leito foram empacotados com bagago de cana grosso ndo inoculado. Os ensaios foram
realizados em biorreatores compostos por 4 médulos fermentativos.

Para os ensaios com a insercdo distribuida de ar entre a base da coluna e através da
flange posicionada no meio da mesma, foi empregado o tubo circular apresentado na
Figura 4.6a. Este tubo possuia seis orificios de 2 mm de didmetro, espacados de 60°.
Ambas as correntes de ar possuiam monitoramento da vazdo, filtracdo e umidificacdo do ar
independentes.

Para os ensaios com insercdo do ar através do tubo interno longitudinal, foi
empregado o tubo ilustrado na Figura 4.6b, cuja perfuragdo consistiu em conjuntos de
quatro furos de 2 milimetros espagados de 90°, sendo que cada conjunto foi posicionado na

altura do inicio de cada um dos médulos fermentativos.

Figura 4.6: Formas de insercédo do de ar utilizadas no biorreator largo: (a) anel
interno central e (b) tubo interno central.
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5. Reoullados ¢ Discrssdes

5.1 BIORREATORES EM EMBALAGENS PLASTICAS

A média dos resultados de producdo de CMCase e xilanase nos ensaios em
embalagens fermentativas utilizando o fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b e
umidade de 75 % (b.u.) realizados simultaneamente aos ensaios em biorreatores esta
representada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Média das atividades enzimaticas obtidas nos biorreatores em embalagens
plasticas.

Média de atividades enzimaticas

(U/gss)
CMCase 147,08
Xilanase 1094,04

Nota-se que as atividades de CMCase sdo inferiores aos valores médios obtidos por
Zanelato (2011) nas mesmas condi¢des, 497 U/gss, enquanto que as atividades de xilanase
foram maiores em relacdo aos valores determinados pelo mesmo autor, de 714 U/gss.

Deve-se destacar que a cepa de fungo empregada nesta dissertacdo foi repicada a
partir da matriz mantida a -80 °C, de modo que ndo se espera que tenham ocorrido
alteracdes genéticas no fungo que possam resultar nos valores distintos das atividades das
enzimas selecionadas. Uma possivel causa da disparidade pode estar relacionada aos
substratos, farelo de trigo e bagago de cana, que podem ter suas composi¢fes muito
variadas.

De acordo com Canilha (2012), o bagaco de cana de acucar do territorio brasileiro é
guantitativamente composto por 38,4-45,5% de celulose, 22,7-27,0% de hemicelulose e
19,1-32,4% de lignina, componentes n&do estruturais da biomassa, nomeados cinzas (1,0-

2,8%) e minerais (4,6-9,1%). A composicdo quimica do bagaco de cana de agucar varia
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consideravelmente, conforme reportado em literatura (PITARELO, 2007; da SILVA et al.,
2010; CANILHA et al., 2011; ROCHA et al., 2011; BRIENZO et al., 2009; RABELO et
al., 2011), e esse fato é decorrente de variacbes da genética vegetal, do ambiente de

crescimento e das condi¢cfes de processo.

Sabendo que o bagaco de cana utilizado por Zanelato (2011) foi doado por uma usina
diferente da Usina Vale, infere-se que a disparidade nos resultados obtidos nesta
dissertacdo esteja diretamente relacionada & composi¢do do bagago de cana de agUcar

utilizado nos ensaios fermentativos.

5.2 BIORREATOR ESTREITO

5.2.1 Efeito do tamanho de particula de bagaco de cana sobre a
producdo de enzimas

Inicialmente, foram realizados ensaios em embalagens plasticas com as particulas de
bagaco de cana de duas dimensoes (d, < 0,84 mm e 2,83 < d, < 3,36 mm) para posterior
comparacdo com os resultados no biorreator com dois modulos fermentativos e 7,62 cm de
diametro interno, aqui denominado de estreito. Na Figura 5.1 estdo apresentados o0s
resultados em escala de embalagens fermentativas para CMCase e xilanase, onde se nota
gue os resultados sdo similares para ambos os tamanhos de particulas.

Os ensaios no biorreator estreito com dois mddulos fermentativos foram feitos
utilizando vazédo de 150 L/h e massa de 75 gramas de substrato por moédulo fermentativo
para ambos os tamanhos de particula. Os resultados apresentados na Figura 5.2 foram
expressos em atividades enzimaéticas relativas, equivalentes a razdo entre as atividades
enzimaticas produzidas pelos ensaios em biorreatores pelas atividades enzimaticas
produzidas em embalagens pléasticas.

Na Figura 5.2, observa-se que as atividades enziméticas relativas de CMCase foram
mais elevadas no modulo 1 para ensaios utilizando d, < 0,84 mm, enquanto que no modulo
2, foram maiores para os ensaios utilizando as particulas maiores de BC (2,83 < d, < 3,36
mm). Em termos de atividade enzimatica média, representadas pelas linhas horizontais na

Figura 5.2, ambas foram muito proximas.
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Figura 5.1: Atividades de CMCase e xilanase do extrato produzido por
Myceliophthora thermophila 1-1D3b em nos ensaios em escala de embalagens pléasticas
para os dois tamanhos de particula de bagaco de cana.
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Figura 5.2: Atividades relativas de CMCase do extrato produzido por M.
thermophila nos ensaios no biorreator de 7,62 cm de diametro (estreito) para os dois
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As maiores atividades enzimaticas relativas de CMCase, obtidas utilizando as fibras
maiores de BC no segundo médulo fermentativo, sdo resultado de um problema fisico do
biorreator utilizado para os experimentos. O biorreator, apresentado em detalhes na Figura
5.3, € um cilindro vertical, construido de modo que a parte inferior, conica, é recheada com
esferas de vidro de 3 mm de didmetro. Sobre este cone foi colocado um mddulo recheado
com bagago de cana umido, a fim de evitar a secagem excessiva do leito, como j& citado na
secdo de Materiais e méetodos. A seguir foram inseridos os dois modulos fermentativos
recheados com bagaco de cana e farelo de trigo inoculados. Acima dos moddulos
fermentativos foi colocado um modulo recheado com particulas de bagaco de cana de
fibras grossas e secas, para retencdo da umidade excedente do ar, e, acima deste, foi
instalado um modulo ndo recheado, para dar maior uniformidade térmica ao topo do

biorreator.

Figura 5.3: Fotografia do biorreator estreito composto por dois médulos
fermentativos e modulos de entrada e de saida, ndo inoculados.

Mddulo de saida ndo recheado

Topo: composto por fibras de BC seco

Maddulo 2 fermentativo

Mddulo 1 fermentativo

Base: composta por fibras de BC umido
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No ensaio fermentativo realizado com particulas de bagago de cana com didmetro
entre 2,83 e 3,36 mm, as particulas foram intensamente compactadas. Devido ao carater
flexivel do bagaco de cana, ha uma tendéncia natural de que este material se expanda.
Como o modulo inferior € precedido por um modulo recheado de bagaco de cana néo
inoculado e este pelo leito de esferas de vidro, a expanséo do leito inoculado ndo ocorre
significativamente nesta dire¢do. No entanto, a parte superior do biorreator é composta por
um mddulo recheado de bagago de cana composto por fibras grossas e um mddulo nédo
recheado, possibilitando assim a expansdo do leito do segundo mddulo para cima. Esse
evento foi constatado no momento de desmontagem do biorreator.

Dada a constatacdo de um problema operacional no fermentador pela falta de uma
barreira fisica que limite o espacgo fisico disponivel para cada mddulo, as analises dos
resultados obtidos nesse experimento serdo restritas apenas ao primeiro modulo
fermentativo, que correspondeu as condigdes previamente estipuladas para os ensaios.

Com relacdo aos resultados de atividades enziméticas relativas de CMCase obtidas
no modulo 1, no ensaio utilizando particulas de d, < 0,84 mm, os resultados foram
superiores em relacéo aos ensaios utilizando 2,83 < d, < 3,36 mm, mesmo efeito observado
para as atividades de xilanase, como pode ser visto na Figura 5.4. 1sso ocorre devido a
diferenga no tamanho das particulas de bagaco de cana utilizadas como substrato para as
fermentacdes.

Uma vez que em ambos 0s ensaios variando tamanho de particula de BC foram
empacotadas 75 gramas de substrato por mddulo fermentativo, as maiores atividades
enzimaticas relativas no ensaio com fibras menores é consequéncia da maior superficie de
contato entre microrganismo e substrato, bem como maior facilidade de percolacéo do ar
através do leito, ocasionada também pelo tamanho reduzido das particulas. Alem disso,
particulas menores de BC s@o menos densas em relagcdo as maiores, constituindo um leito
mais poroso, 0 que facilita a percolacdo de ar pelo mesmo, favorecendo o crescimento
fangico. Por outro lado, a compactacdo excessiva do leito composto pelas fibras maiores
de BC, por formar um leito menos poroso, reduziu significativamente a percolagédo
adequada de ar pelo sistema. Apods a fermentacdo, foi constatado o baixo crescimento
fangico, que normalmente € representado pelo crescimento de biomassa de coloracdo

esbranquicgada por entre as fibras de bagaco de cana.
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Figura 5.4: Atividades relativas de xilanase do extrato produzido por M.
thermophila nos ensaios no biorreator de 7,62 cm de didmetro (estreito) para os dois
tamanhos de particula de bagaco de cana.
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Na Figura 5.5 sdo apresentados os perfis temporais de temperatura nos ensaios com
os distintos tamanhos de particula de BC em diferentes posicdes radiais do biorreator na
metade da altura do mesmo. A altura foi determinada a partir da base do modulo inferior
fermentativo até o topo do médulo superior fermentativo neste e em todos 0s ensaios desta
dissertacdo. Dessa forma, o comprimento total deste leito composto pelos dois mddulos
fermentativos totalizou 20 centimetros. Portanto, a altura z = 10, na legenda, significa a
porcao central do biorreator, entre os mddulos fermentativos 1 e 2 do mesmo. As posigdes
r/R = 0 e r/R = 0,5 indicam termopares localizados no centro do sistema e em posi¢ao
intermedidria, entre o centro e o leito, respectivamente.

No ensaio utilizando particulas maiores, Figura 5.5a, a maxima temperatura
registrada foi em torno de 46,5 °C, enquanto no ensaio utilizando particulas menores,
Figura 5.5b, a méxima temperatura registrada foi em torno de 47,2 °C. Portanto, ndo
ocorreu sobreaquecimento consideravel no interior do biorreator em ambos os ensaios. A
maior temperatura atingida na Figura 5.5b indica maior geracdo de calor metabdlico, e
consequentemente, maior metabolismo fungico, favorecidos pela estrutura porosa do leito,
consequéncia das particulas menores de substrato e também pela maior superficie de
contato resultante dos menores tamanhos de particulas. Para ambos 0s ensaios, a

temperatura maxima foi atingida com cerca de 30 horas de fermentacao.
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Figura 5.5: Temperaturas ao longo do cultivo de M. thermophila em diferentes
posi¢Oes do biorreator estreito empacotado com diferentes tamanhos de particula de BC:
(a) 2,83 <d, < 3,36 mm e (b) d, < 0,84 mm.
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Analisando a Figura 5.6, que mostra as umidades ap6s o cultivo dos dois modulos
fermentativos e também da base e do leito dos sistemas, juntamente com a Figura 5.5,
pode-se dizer que a vazao de ar de 150 L/h foi suficiente para evitar o sobreaquecimento

dos sistemas fermentativos, ao passo que ndo promoveu a secagem do substrato, uma vez
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que a umidade dos leitos permaneceu dentro da faixa de 75 % nos médulos fermentativos

tanto no sistema para as particulas maiores de substrato, quanto para as particulas menores.

Figura 5.6: Umidade final do material fermentado por M. thermophila ao longo do
biorreator estreito com dois fermentativos, utilizando diferentes tamanhos de particula de
BC como substrato.
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Além disso, verifica-se que as umidades finais permaneceram proximas das
umidades iniciais, que é a umidade 6tima recomendada por Zanelato (2011), enquanto que
ndo houve sobreaquecimento do leito. Dessa forma, conclui-se que, no caso da
fermentacéo utilizando as particulas de 2,83 < d, < 3,36 mm, o fator limitante para a
producéo de atividades enzimaticas foi a quantidade de oxigénio disponivel no sistema.

Apesar da vazédo de ar utilizada no experimento ter sido a mesma em ambos 0s
ensaios utilizando os diferentes tamanhos de particulas de BC, a distribuicdo dela através
do leito composto pelas particulas maiores (2,83 < d, < 3,36 mm) foi deficiente, devido a
compactacdo do mesmo, formando caminhos preferenciais de escoamento do ar. Esse
fendmeno é conhecido como “canalizacdo do ar” devido a formacéo de fissuras no leito,

onde o ar flui preferencialmente a outras partes do leito, de maneira que o fluxo de ar

Caroline Sopes Peres



39
Reonwllados ¢ Discussdes

convectivo reabastece apenas o oxigénio nas paredes das rachaduras. O reabastecimento do
oxigénio em outras regides do leito é limitado apenas a difusdo (MITCHELL et al., 1999).

Raghavarao et al. (2003) pontuou que a aeracdo forcada € crucial para o crescimento
fangico, dado que fornece um meio para a transferéncia de oxigénio inter-particulas. Dessa
forma, constata-se que, no caso da fermentacdo utilizando as maiores particulas de BC, a
condigdo operacional do sistema ndo favoreceu a fermentacdo, podendo-se concluir que
compactacOes excessivas de substrato no leito prejudicam a aeracdo do mesmo e também
todo o metabolismo microbiano.

Com base nesse estudo, destaca-se que, para situagOes que requerem um leito de
fermentacdo com densidade elevada, uma alternativa para a obtencdo de bons resultados é
a aplicacdo de tratamentos mecénicos no substrato, a fim de obter particulas menores para
facilitar o empacotamento do leito e evitar compactacdo excessiva que possa comprometer

a uniformidade de escoamento do ar.

5.2.2 Utilizagdo do numero de Damkodhler modificado para
estabelecimento da vazéao ideal de operacao

Um dos principais problemas reportados em literatura a respeito do aumento de
escala de biorreatores de leito empacotado é a limitagdo de altura, uma vez que, para a
remocdo do calor metabolico gerado no leito é necessario o aumento na vazdo de ar
percolante no sistema. Esse aumento, no entanto, ndo pode ser feito indiscriminadamente,
pois a elevacdo na velocidade superficial do ar pode causar secagem excessiva no leito,
além de poder causar danos as hifas fungicas, afetar negativamente o crescimento de
microrganismos e, consequentemente, limitar a producdo de enzimas. Sangsurasak e
Mitchell (1998) sugeriram que a evaporacdo pode remover até 78% do calor do leito
durante o periodo de pico de geracdo de calor, porém, isso resulta em grandes perdas de
umidade e na secagem do meio de cultivo. Dessa forma, sabe-se que as velocidades
superficiais devem aumentar com a escala, embora ndo seja viavel aumenta-las

indefinidamente, tampouco existe um critério bem definido para o aumento da vazéo de ar.

Para o célculo das vazbes a serem empregadas nas fermentacGes, foi utilizada a
equacdo 3.4 que define o nimero de Damkdhler modificado (MITCHELL et al., 1999) e a
Tabela 3.3, apresentada na secdo Revisdo Bibliografica, que define os pardmetros e seus
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valores necessarios para o calculo de Dan. Nestes ensaios foram empregados dois
biorreatores, um com quatro e outro com oito médulos fermentativos, aos quais devem ser

acrescidos os modulos de entrada e de saida (base e topo do leito).

Com base nos valores apresentados na Tabela 3.3, foram calculadas as velocidades
superficiais do ar para D, igual a 1,5; 1,0 e 0,5 para o leito composto por quatro mddulos
fermentativos, obtendo-se os valores de vazdes (Q) equivalentes a 23, 35 e 70 L/h,
respectivamente.

Na Tabela 5.2 séo apresentados os valores de vazéo utilizados em cada um dos
ensaios em biorreatores compostos por quatro e oito méddulos fermentativos, bem como as
atividades médias relativas de CMCase e xilanase obtidas em cada um dos ensaios para as
vazOes determinadas segundo o numero de Damkohler modificado. Para leitos compostos
por 8 modulos fermentativos, foram realizados testes usando apenas vazdes de ar
correspondentes a Da,, = 1 e 0,5, uma vez que foram equivalentes aos melhores resultados

em producéo de atividades enziméticas nos ensaios com 4 médulos fermentativos.

Tabela 5.2: Numeros de Damkohler modificados e respectivas vazdes de ar calculadas
para leitos compostos por quatro e oito modulos fermentativos, bem como os resultados de
atividades relativas de CMCase e xilanase.

Quatro moédulos fermentativos Oito modulos fermentativos

Atividades Atividades
) Vazéo de . Vazéo de .
Damkadhler enzimaticas Damkohler enzimaticas
ar ar
relativas relativas
CMCase=2,2 CMCase =0,9
Da, =05 Q=70L/h ) Da,, =05 Q=100L/h )
Xilanase = 0,75 Xilanase = 0,77
CMCase = 1,75 CMCase = 1,15
Da,, =1 Q=35L/h : Da, =1 Q=70L/h .
Xilanase = 1,25 Xilanase = 0,95
CMCase=1,3
Da, =15 Q=23L/h ] N/A N/A N/A
Xilanase = 0,7

N/A: Nao analisado
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De maneira geral, verificou-se que a vazdo de 23 L/h no biorreator de quatro
modulos fermentativos limitou a producdo de atividades enzimaticas e que, de alguma
forma, para os ensaios em biorreatores compostos por oito modulos fermentativos, a
dindmica do sistema utilizando vazéo de ar equivalente a 70 L/h favoreceu a producéo de
atividades enzimaticas relativas e coincidiu com o fato de ser a vazdo determinada com
base no numero de Damkdhler igual a 1, que representa, em termos matematicos, taxas de
producdo e remocdo de calor equivalentes.

A sequir sera feita uma discussdo em torno dos resultados obtidos em biorreatores
com quatro modulos fermentativos, englobando analises de temperatura, producdo de
atividades enziméticas e umidade de acordo com a taxa de aeracdo utilizada.
Separadamente, com base nos resultados obtidos da andlise das fermentacbes em
biorreatores de quatro modulos fermentativos, serdo apresentados os resultados
correspondentes as fermentacfes em sistemas com oito modulos fermentativos, e uma
discussdo dos perfis de temperatura, producdo de atividades enzimaticas e umidade sera
feita, relacionando os dados obtidos as taxas de aeracdo utilizadas.

Sabendo-se que o critério limitante para 0 nUmero de Damkdéhler modificado obtido
por Mitchell et al. (1999) é evitar que o leito atinja temperaturas indesejaveis capazes de
prejudicar o crescimento fungico, os valores de vazao utilizados para os diferentes valores
de Da,, foram satisfatorios, uma vez que ndo permitiram o sobreaquecimento dos leitos,
conforme mostra a Figura 5.7 a, b e ¢. No entanto, outras analises sdo necessarias para que
se chegue a uma conclusdo neste estudo.

Nota-se que, nos ensaios realizados em biorreatores compostos por quatro modulos
fermentativos, para as menores vazoes, 23 e 35 L/h, as temperaturas maximas atingidas no
processo foram proximas a 47 °C, enquanto que para a maior vazao selecionada, 70 L/h, o
valor maximo é préximo a 46 °C. O tempo para que a temperatura maxima fosse atingida
variou mais expressivamente para as vazdes selecionadas, ficando entre 13 e 20 horas de
operacdo. Por ser um fungo termofilico, M. thermophila ndo produz grandes quantidades
de calor metabolico, mas para um fungo meséfilo, como o empregado por Pitol et al.
(2016), a temperatura pode causar danos expressivos ao processo. Os autores utilizaram
Aspergillus niger em biorreator de leito empacotado com substrato composto por farelo de
trigo e bagaco de cana de acgucar na propor¢do 9:1 (m/m). No ensaio, com cerca 20 horas
de fermentacdo a temperatura atingiu um pico de 43 °C, provocando desnaturacdo das
enzimas, uma vez que a atividade de pectinase medida no topo do leito caiu quase 50 %

entre 14 e 20 horas de fermentacéo.
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Considerando o microrganismo utilizado na presente dissertacdo, M. thermophila,
destaca-se que um ponto favoravel a aplicacdo de fungos termofilos em FES ¢€ a sintese de
enzimas termoestaveis, de modo que a ligeira elevacdo de temperatura observada no
fermentador é incapaz de desnatura-las.

Nas Figuras 5.7a, 5.7b e 5.7c que representam as temperaturas em diferentes pontos
do biorreator quando utilizada vazdo de ar equivalente as vazdes de 35, 23 e 70 L/h,
respectivamente, nota-se que as temperaturas mais elevadas ocorreram proximas ao centro
do leito (r/R = 0 e 0,25), uma vez que nessa regido a remocdo de calor pela camisa é mais
dificil comparada as bordas do leito.

O perfil de temperatura da Figura 5.7a revela que a temperatura média do sistema ao
longo das posicdes longitudinais foi em torno de 45 °C. As Figuras 5.7b e 5.7¢c apresentam
temperaturas médias dos sistemas em torno de 44 °C, podendo sofrer pequenas variagoes
de acordo com a posi¢do longitudinal dos termopares. As temperaturas mais proximas ao
centro dos leitos apresentaram 0s aumentos mais expressivos.

A Figura 5.7c, representando as temperaturas da fermentacdo com vazdo de ar
equivalente a Q = 70 L/h, apresenta menor variacdo de temperatura em relacdo as demais
condigbes e somente a temperatura no centro do leito (/R = 0) foi expressivamente
superior as demais, indicando remocdo de calor mais eficiente ao longo do leito pelo
mecanismo advectivo e convectivo devido & maior vaz&o de ar.

Ainda que as elevaces de temperatura tenham sido discretas, as atividades de
CMCase e xilanase foram fortemente afetadas pelas vazdes de ar. Na Figura 5.8, sdo
mostradas as atividades enzimaticas relativas de CMCase e xilanase obtidas em cada um
dos quatro modulos fermentativos nas vazdes correspondentes a Da,, igual a 1,5; 1 e 0,5.
Nota-se que, para xilanase, as maximas atividades enzimaticas relativas foram obtidas para
Q = 35 L/h e as minimas atividades para Q = 23 L/h. Para as atividades enzimaticas de
CMCase, os valores maximos obtidos foram referentes a Q = 70 L/h, seguidos pelos

valores obtidos com Q = 35 L/h, e, por Gltimo, valores mais baixos para Q = 23 L/h.
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Figura 5.7: Temperaturas ao longo da fermentacdo com M. thermophila em diferentes posic¢6es radiais e longitudinais em biorreator
composto por quatro mddulos fermentativos: (a) Q =35 L/h, (b)) Q=23 L/he (c) Q=70 L/h.
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Dessa forma, € possivel inferir que a menor vazao utilizada, 23 L/h (Dan, = 1,5) de
certa forma prejudicou o metabolismo fungico, devido & menor atividade de CMCase e de
xilanase, verificando-se assim que, nesse caso, sdo indicadas vazGes mais elevadas de ar
para maior producdo de enzimas. Raimbault (1998) destacou que a aeracdo deve ser capaz
de manter condi¢des aerdbicas no sistema, remover o dioxido de carbono e controlar a
temperatura, fato que ocorreu de maneira mais eficaz quando utilizadas vazdes de 35 e 70
L/h nesse estudo de caso.

Figura 5.8: Atividades enzimaticas relativas obtidas em cada modulo fermentativo do
biorreator estreito com quatro mddulos fermentativos para Q = 70, 35 e 23 L/h,
correspondentes a Dan, igual a 0,5, 1 e 1,5, respectivamente: (a) CMCase; (b) xilanase, As
linhas horizontais representam a média das atividades enzimaticas entre os madulos
referentes as vazdes utilizadas.
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Na Figura 5.9 sdo apresentadas as umidades finais dos médulos, observando-se que
a Unica vazao que provocou alteracdo na umidade inicial do primeiro médulo do meio de
cultura foi a de 70 L/h, correspondente a Da,, = 0,5. Possivelmente, o ressecamento
observado deve-se a problemas operacionais na umidificagdo do ar e ndo pode ser
relacionado ao processo fermentativo no biorreator. Para microrganismos que tenham
maior taxa de geracdo de calor metabdlico, os problemas de ressecamento seriam mais
intensos.

Figura 5.9: Umidade final do material fermentado por M. thermophila ao longo do
biorreator estreito com quatro mddulos fermentativos para Q = 70, 23 e 35 L/h,
correspondentes a Da,, = 0,5, 1 e 1,5, respectivamente.
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Vitcosque et al. (2012) também avaliaram os efeitos de condi¢Ges operacionais na
producdo de complexos multienziméaticos por Aspergillus niger cultivado por FES
utilizando gréos de soja. Os efeitos da taxa de aeracdo, bem como umidade relativa do ar
de entrada e teor de umidade inicial do substrato na producdo do complexo
multienzimatico foram avaliados utilizando metodologia de superficie de resposta e a taxa
de aeracgdo ndo resultou em efeito significativo nas atividades de CMCase e xilanase dentro
dos valores estudados. Mo et al. (2004) afirmaram que a aeracdo forcada teve efeito
positivo na producdo de celulases por Penicillium decumbens cultivado por FES,
observando que a atividade das celulases aumentou com a elevacédo da taxa de aeracéo até
determinado valor, passando a decrescer devido a secagem de substrato. Ressalte-se que 0s
autores citados ndo empregaram o conceito do nimero de Damkdler para estabelecer as
vazoes.

Rocky-Salimi e Hamidi-Esfahani (2010) também estudaram o efeito da taxa de
aeracdo na producdo de celulases por Trichoderma reesei QM9414 cultivado por FES
utilizando farelo de arroz como substrato. Efeito significativo da aeracao foi identificado,
apesar do aumento da taxa de aeracéo ter resultado em secagem de substrato e diminuicéo
da producdo de celulases. Rodriguez-Zufiiga et al. (2013) compararam a producdo de
CMCase, e xilanase por Aspergillus niger cultivado por FES utilizando bagaco de cana de
acucar como substrato, empregando condicGes de aeracdo forcada e estdtica. Para
substratos nas mesmas condi¢des de umidade inicial, a maxima atividade de CMCase
obtida foi 2,2 vezes mais elevada sob condi¢des dindmicas em comparacdo a condigdes
estaticas. No entanto, a atividade de xilanase ndo aumentou quando o cultivo foi submetido
a condigOes de aeracdo forgada. Pirota et al. (2013) estudaram a producédo de xilanase por
uma cepa de A. oryzae P6B2 cultivada por FES usando um biorreator de bancada e
encontraram um efeito positivo substancial de aeracdo forcada controlada, em comparacéo
com condiges estaticas.

Para 0s ensaios em biorreatores compostos por oito modulos fermentativos, nas
Figuras 5.10a e 5.10b sdo fornecidos os perfis de temperatura em quatro posicoes
longitudinais no centro da se¢do fermentativa do biorreator para Da,, iguais a 1 e 0,5.
Nota-se que a temperatura maxima foi atingida entre 18 e 20 horas de fermentacao, e foi
em torno de 47 °C para a vazéo de 70 L/h e de 46,4 °C para a vazédo de 100 L/h, de modo

gue ndo houve sobreaquecimento em nenhum dos ensaios.
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Figura 5.10: Temperaturas medidas na posicdo radial central, em varias posic¢oes
longitudinais, ao longo da fermentagcdo com M.-thermophila, para o biorreator estreito
composto por oito mddulos fermentativos, em diferentes posi¢coes radiais e longitudinais:
(@ Q=70L/h (Dyp, =1), (b) Q=100 L/h (Dg, = 0,5).
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As figuras mostram relativa homogeneidade térmica ao longo do biorreator, um
atributo industrial importante, embora seja possivel observar-se uma tendéncia de elevagdo
de temperatura nas porgdes superiores do fermentador. Essa tendéncia ja havia sido
prevista por Casciatori (2015) em simula¢des empregando-se modelos de transferéncia de
calor a uma fase unidimensionais.

Ademais, a relativa homogeneidade térmica aqui notada ja havia sido observada
experimentalmente por Zanelato et al. (2012) e por Casciatori (2015), sendo um indicativo
de que a combinacdo dos fatores operacionais, propriedades fisicas do meio solido,
dimensdes do equipamento, fisiologia e taxa de crescimento do microrganismo podem
favorecer a homogeneidade térmica do biorreator.

Os dados aqui apresentados contradizem parte da literatura, que destaca o problema
de superaquecimento em biorreatores de leito empacotado para FES (GHILDYAL et al.,
1994; ASHLEY; MITCHELL e HOWES, 1999; MITCHELL, KRIEGER e BEROVIC,
2006). No entanto, Casciatori (2015) levantou a hipotese de que a elevacdo de temperatura
decorrente da geracao de calor metabdlico é inferior quando se utilizam cepas termofilicas.
Na literatura, existem trabalhos que reiteram essa hipotese, como o de Kalogeris et al.
(2003), que relata pequenas elevacgdes de temperatura em seus ensaios fermentativos em
biorreator com agitacdo intermitente utilizando o fungo termofilico Thermoascus
aurantiacus em palha de trigo, nas temperaturas de 45, 49 e 53 °C. Em outro trabalho,
Umsza-Guez (2009) observou que as temperaturas ao longo do leito atingiram um pico em
torno de 48 °C, mantendo-se constantes nesta faixa nas primeiras 24 horas de processo e
decaindo ap06s esse periodo quando do cultivo do fungo Thermomucor indicae-seudaticae
N-31 a 45 °C em meio composto por bagaco de cana, bagaco de laranja e farelo de trigo,
nas proporcdes de 1:2:2 (m/m/m), respectivamente.

As Figuras 5.11a e 5.11b apresentam as atividades enzimaticas relativas de
CMCase e xilanase, obtidas em biorreatores de leito empacotado constituidos por oito
modulos fermentativos, utilizando taxas de aeracdo determinadas com base no nimero de
Damkohler equivalente a 1 e 0,5, de 70 e 100 L/h, respectivamente. Nestas figuras, as
linhas horizontais referem-se as atividades relativas médias entre os modulos fermentativos

do bhiorreator.
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Figura 5.11: Atividades enzimaticas relativas obtidas em cada modulo fermentativo
do biorreator estreito com oito modulos fermentativos para Q = 70 e 100 L/h,
correspondentes a Da,,, igual a 1 e 1,5, respectivamente: (a) CMCase; (b) xilanase. As
linhas horizontais representam a média das atividades enzimaticas entre 0s madulos
referentes as vazdes utilizadas.
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Como se observa para ambas as enzimas, as atividades relativas obtidas foram
elevadas nos modulos das extremidades do biorreator, observando-se uma tendéncia de
reducdo de atividades enzimaticas relativas nos modulos centrais. Casciatori (2015)
empregou biorreator, fungo, substratos e demais condi¢des de cultivo similares ao desta
dissertacdo. Seu biorreator continha nove modulos fermentativos e a autora testou as
vazoOes de ar 60, 120 e 240 L/h, observando comportamento similar ao acima descrito, de
modo que o comportamento de queda das atividades na por¢do média do leito ndo deve ser
decorrente de erros experimentais, embora ndo seja possivel dar-lhe explicacdo no
momento.

Da mesma forma que Casciatori (2015), Zanelato (2011) e Zanelato et al. (2012)
também empregaram um sistema similar ao desta dissertacdo. Estes autores observaram
que as atividades de CMCase e xilanase foram abaixo da média no dltimo mddulo
fermentativo, independentemente da taxa de aeragdo. No entanto, no presente trabalho tal
fenbmeno ndo foi observado, constatando-se para ambos os comprimentos de leito
adotados (com quatro e oito modulos fermentativos) que no dltimo mddulo fermentativo,
situado no topo do sistema, a atividade das enzimas foi elevada e, em alguns casos,
superior. A Figura 5.12 mostra o aspecto do ultimo mdédulo fermentativo, cuja parte
superior fica em contato com o0 médulo recheado com bagago de cana ndo inoculado e

seco, onde observou-se coloniza¢do mais intensa do que nos demais médulos.

Figura 5.12: Colonizagédo do ultimo médulo fermentativo do biorreator estreito
empacotado com oito modulos fermentativos.
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A partir das Figuras 5.11a e 5.11b pode-se verificar ainda que as medias das
atividades enzimaticas relativas de CMCase e de xilanase foram mais elevadas para o
ensaio utilizando vazéo de ar equivalente a Damkdhler = 1 (Q = 70 L/h). Casciatori (2015),
empregando nove mdédulos fermentativos, concluiu que a atividade CMCase média foi
significativamente maior para a taxa de aeragdo de 240 L/h, tendo sido estatisticamente
igual para 60 e 120 L/h. Tal resultado se contrapde aos resultados aqui obtidos, uma vez
que a vazao mais elevada, de 100 L/h, produziu menores atividades enzimaticas em relacdo
a menor vazdo, de 70 L/h. Para atividades de xilanase, Casciatori (2015) obteve valores
significativamente menores para a vazdo de 60L/h e estatisticamente equivalentes para
taxas de aeracdo de 120 e 240 L/h.

Na Figura 5.13, sdo apresentadas as umidades finais do material fermentado com
taxas de aeracdo equivalentes a Damkdhler iguais a 1 e a 0,5 para 0 ensaios com 0ito
modulos fermentativos. Na figura, a indicagdo de base e topo referem-se aos mddulos de
entrada (inicialmente a 75% de umidade) e de saida (inicialmente seco), ndo inoculados.

Figura 5.13: Umidade final do material fermentado por M. thermophila ao longo do
biorreator estreito com oito médulos fermentativos para Q = 70 L/h e Q =100 L/h,
correspondentes a Da,,, =1 e Da,, = 0,5, respectivamente.
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Uma vez que foram adotadas medidas de reposicdo frequente da agua na coluna
encamisada de umidificacdo do ar, na se¢é@o entrada de ar do biorreator, pode-se dizer que
o ar foi mantido constantemente saturado ao longo da fermentacao, provavelmente tendo
até mesmo arrastado agua liquida para o biorreator, ja que o conteudo de umidade final ao
longo dos modulos fermentativos foi ainda superior a umidade inicial, conforme visto na
Figura 5.13. Desta forma, o ressecamento do leito ndo foi um problema para o
metabolismo microbiano.

Com base nos dados obtidos nesse estudo, apesar de terem sido obtidos bons
resultados para Da,, = 1, ndo foi possivel chegar a uma concluséo definitiva a respeito da
vazdo ideal de operacdo a partir do nimero de Damkohler, uma vez a aeracdo empregada
foi eficiente para manter a temperatura dentro de valores aceitaveis para 0 processo
fermentativo, enquanto que as atividades enzimaticas foram fortemente afetadas pela vazéo
de escoamento, chegando a variar expressivamente em cada um dos modulos
fermentativos. Assim, o nimero de Damkohler mostra-se limitado como critério para
estabelecimento da vaz&o ideal de ar, devendo-se criar um novo critério baseado também
na atividade respiratéria, de forma que futuros trabalhos para a definicdo da aeracdo
adequada deverdo acoplar ambos os efeitos, o de remocdo do calor metabdlico e o de

restricdo de oxigénio.

5.2.3 Efeito da insercao distribuida de ar sobre a producédo de enzimas

Na tentativa de contornar o problema de baixas atividades enzimaticas relativas nos
maodulos centrais do biorreator composto por oito modulos fermentativos e médulos de
entrada e saida ndo inoculados, uma flange contendo um tubo ao redor de seu perimetro
interno, Figura 4.4, como descrito na secéo 4.7.1.3 de materiais e métodos, foi introduzida
na altura média do biorreator para 0s ensaios aqui descritos. Nestes ensaios, foram
empregadas vazbes de 70 e 100 L/h, correspondentes a Da, iguais a 1 e 0,5,
respectivamente, sendo a vazao total dividida igualmente entre a base e 0 meio da coluna.
Na Tabela 5.3 sdo mostrados os valores de vazdo que foram inseridos nos ensaios
fermentativos realizados, bem como uma comparacéo dos resultados médios de atividades
enziméticas relativas de CMCase e xilanase para 0s ensaios com e sem distribuicdo da

vazdo em hiorreatores de oito modulos fermentativos.
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Tabela 5.3: Valores de vazao de ar inseridos na parte inferior e no centro do leito e
resultados obtidos em atividades relativas nos ensaios com e sem distribui¢do de vazéo em
biorreatores constituidos por oito modulos fermentativos.

Damkohler =1 Damkdohler = 0,5
Vazao de ar inserida na
parte inferior do leito 35L/h 50 L/h
(Qinferior)
Vazao de ar inserida no
modulo central do leito 35 L/h 50 L/h
(chntro)
Vazao total utilizada 70 L/h 100 L/h
Atividades enzimaticas
) o CMCase = 1,15 CMCase = 0,9
relativas: SEM distribuigdo ] )
Xilanase = 0,95 Xilanase = 0,85
de ar
Atividades enzimaticas
CMCase = 0,85 CMCase =0,4
relativas: COM ; :
Xilanase = 0,55 Xilanase = 0,2

distribuicéo de ar

Como se observa, para a vazao equivalente a Da, = 1 (70 L/h), as atividades
enzimaticas relativas de CMCase e de xilanase foram mais elevadas em relacdo as
atividades relativas obtidas com a vazéo equivalente a Da,, = 0,5 (100 L/h) para ensaios
com e sem distribuicdo de vazdo. No entanto, com a vazdo total de 70 L/h distribuida entre
base e centro do leito, os modulos centrais continuam mostrando baixas atividades
enzimaticas, enquanto os trés altimos modulos apresentam elevadas atividades relativas,
como mostra a Figura 5.14a e 5.14b.

Com base na comparacdo entre os ensaios utilizando vazdo distribuida e nédo
distribuida, verifica-se que os ensaios sem vazdo de ar distribuida no biorreator foram os
que forneceram os melhores resultados de atividades enzimaticas relativas. Presume-se que
tal fato ocorreu devido a maior disponibilidade de ar ao longo de todo o leito, ao contrario
do que acontece quando h& distribuicdo de vazdo, onde apenas metade da vazdo total
percola a por¢éo inferior do leito, e a partir do centro do mesmo, as vazdes inseridas pelos
modulos de entrada e central se juntam e percolam a parte superior do sistema. E possivel
ainda que as elevadas atividades nos ultimos modulos fermentativos utilizando a vazéo

referente a Dan, = 1 se devam a esse motivo. De certa forma, a combinacéo dos parametros
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equivalentes a Da,, = 1 favoreceu a producgdo de atividades enziméticas em comparagdo
aos parametros equivalentes a Day, = 0,5.

Os resultados de atividades enzimaticas relativas obtidos para cada modulo séo
mostrados nas Figuras 5.14a e 5.14b, que apresentam, respectivamente, as atividades
relativas de CMCase e xilanase dos extratos obtidos no biorreator estreito composto por
oito médulos fermentativos, acrescido da base e do topo, ndo inoculados.

Nota-se ainda que, apesar das atividades enzimaticas relativas nos ensaios
utilizando vazdo de 100 L/h, equivalente a Day, = 0,5, terem sido baixas em comparacéo
aos resultados obtidos utilizando vazéo de 70 L/h, os valores de atividades obtidos em cada
um dos modulos fermentativos desse ensaio se mantiveram relativamente homogéneos,

mostrando menores varia¢@es entre modulos, ao contrario do observado para Dap, = 1.

Figura 5.14: Atividades enzimaticas relativas obtidas em cada mddulo fermentativo do
biorreator estreito com oito madulos fermentativos para Q = 70 e 100 L/h, com
alimentacdo distribuida de ar, correspondentes a Dar, igual a 1 e 0,5, respectivamente: (a)
CMCase; (b) xilanase. As linhas horizontais representam a média das atividades
enzimaticas entre os modulos referentes as vazdes utilizadas.
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A Figura 5.15 apresenta as umidades finais do material fermentado por M.
thermophila com as duas taxas de aeracdo, ao longo do biorreator com oito modulos
fermentativos.

Figura 5.15: Umidade final do material fermentado por M. thermophila ao longo do
biorreator estreito com oito médulos fermentativos e alimentacédo distribuida de ar, para Q
=70 L/h e Q =100 L/h, correspondentes a Da,,, =1 e Da,, = 0,5, respectivamente.
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De acordo com as umidades apresentadas na Figura 5.15, nota-se que as mesmas
permaneceram dentro da faixa de 75 % (b.u.) iniciais em ambos 0s ensaios, a exce¢do do
quinto modulo quando utilizada vazdo equivalente a Damkdhler = 0,5. De posse dessa
informacdo, € possivel verificar que a vazdo de 50 L/h, inserida a partir do modulo 5,
provocou um ligeiro ressecamento no mesmo. Além disso, a vazdo mais elevada nédo
cumpriu o objetivo de elevar as atividades enziméticas ao longo da altura do leito, de modo
que, da maneira como foi realizada, ndo representa uma boa alternativa para o aumento de
escala aqui proposto.

A vazdo de 70 L/h, distribuida entre a base e o centro do biorreator, apesar de ndo
ter resolvido o problema de atividades enzimaticas reduzidas nos mdédulos centrais,
mostrou-se Util quando se trata de maximizar as atividades enzimaticas relativas medias
totais do sistema, bem como dos trés ultimos modulos fermentativos.

Analisando alternativas para que a producdo de enzimas seja mais homogénea ao
longo do comprimento do biorreator, sugere-se que a vazdo seja distribuida de maneira
distinta da empregada neste trabalho, inserindo uma fracdo maior de ar na base do leito e a
outra menor no centro do mesmo, na tentativa de aumentar as atividades enzimaticas nos
maodulos centrais e evitar o ressecamento do modulo posterior ao local onde outra parte da
vazao sera inserida no sistema. Mais testes serdo necessarios para que seja possivel
promover elevada producdo de enzimas ao longo dos modulos, para possibilitar,
futuramente, o aumento do nimero de modulos de um biorreator de leito empacotado de
modo que a altura ndo seja limitante para a producdo de enzimas. Os resultados aqui
obtidos indicam que o numero de Damkdhler é limitado como critério para
estabelecimento da vazdo ideal de ar, devendo-se criar um novo critério baseado também
na atividade respiratdria, de forma que futuros trabalhos para a definicdo da aeracdo
adequada deverdo acoplar ambos os efeitos, o de remocdo do calor metabdlico e o de
restricdo de oxigénio.

A Figura 5.16a e 5.16b apresentam os perfis de temperatura na posigéo radial
central em quatro posicdes longitudinais no biorreator com oito médulos fermentativos
para Dg, = 1 (70L/h) e 0,5 (100 L/h) e vazdo distribuida de ar. Observa-se que as
temperaturas maximas foram de 48,5 °C para D,,, = 1 e 46 °C para D,,, = 0,5. Nota-se
ainda que as maiores temperaturas ocorreram nos modulos onde as atividades enzimaticas
relativas foram mais elevadas, indicando maiores atividades metabdlicas do fungo nesses

locais. O aumento de temperatura de 3,5 °C, por sua vez, ndo é considerado
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sobreaguecimento do sistema, de modo que ndo prejudica o metabolismo flngico ou

provoca desnaturacdo das enzimas.

Figura 5.16: Temperaturas medidas na posicdo radial central, em varias posi¢oes
longitudinais, ao longo da fermentacdo com M. thermophila, para o biorreator estreito
composto por oito mddulos fermentativos para alimentacdo distribuida de ar:

(@ Q =70 L/h (Dan =1,0), (b) Q=100 L/h (Day = 0,5).
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Em comparacdo com os ensaios em biorreator com oito modulos fermentativos sem
distribuicdo de ar, as temperaturas maximas foram mais elevadas para o ensaio com
distribuicdo de ar e Day = 1, uma vez que o valor para 0 ensaio sem distribuicdo de ar
chegou a 47 °C no centro do leito, contrapondo-se a um valor de 48,5 °C para o0 ensaio com
distribuicéo de ar. Para Day, = 0,5, 0s valores méximos de temperatura foram ambos iguais
a 46 °C. A maior temperatura maxima, no entanto, ndo significou maior produgdo de
atividades enzimaticas, de maneira que se presume que a distribuicdo de ar ao longo do

leito dificultou a remocéo de calor do sistema nesse caso.

5.2.4 Efeito da densidade bulk do leito utilizando nimero de Damkdéhler
modificado para determinacéo da taxa de escoamento de ar

Sabe-se que densidade de empacotamento ou densidade bulk é a razdo entre a massa
umida de substrato e o volume do recipiente. As densidades bulk correspondentes aos
ensaios em leitos compostos por dois modulos fermentativos contendo 45, 60 e 75 gramas
de substrato cada modulo, como descrito na secdo 4.7.1.4, estdo representadas na Tabela
5.4, bem como as porosidades de cada leito e as respectivas vazoes de ar calculadas para 0s
leitos compostos por dois mdédulos fermentativos e correspondentes a Da,,, = 1. Ressalte-se
que o leito mais denso foi composto por particulas com didmetro menor do que 0,84 mm
(dp < 0,84 mm).

Tabela 5.4: Densidade bulk e porosidade de leitos compostos por diferentes massas de
substrato e vazdes de ar correspondentes aos sistemas utilizando Day, = 1.

Massa )
Densidade bulk
substrato/médulo Porosidade () Vazao de ar (Q)
. (Ppuik)
fermentativo 3 [-] [L/h]
[o/cm?]
[9]
45 0,395 0,66 25,06
60 0,526 0,55 33,16
75 0,658 0,35 42,06

Na Figura 5.17, sdo mostradas fotos dos leitos compostos por diferentes densidades
bulk.
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Figura 5.17: Leitos compostos por distintas massas de substrato, com particulas de bagaco de cana e farelo de trigo na proporgdo 7:3 (m/m),
antes da fermentacdo: (a) 45 gramas/madulo, (b) 60 gramas/maédulo e (c) 75 gramas de BC triturado/modulo.
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E possivel visualizar que o leito menos denso é mais poroso, com maiores
intersticios para a passagem de ar e o crescimento fangico. O leito de densidade
intermediaria é composto por fibras mais comprimidas, possuindo menos espacos vazios, e
o leito mais denso, composto por fibras menores, € nitidamente mais compacto, possuindo
muito poucos espagos vazios, podendo assim prejudicar a dispersdo de ar através do meio
fermentativo e também o crescimento das hifas do fungo.

Os resultados de atividades enzimaticas relativas em cada modulo fermentativo dos
leitos compostos pelas distintas densidades bulk sdo mostrados na Figura 5.18. Nota-se
que, no modulo 1, as atividades de CMCase e xilanase foram decrescentes com 0 aumento
da densidade do leito. Tal comportamento j& era esperado, uma vez que maiores
porosidades resultam em dispersdo mais uniforme de ar, proporcionando transporte
eficiente de oxigénio e de CO,, 0 que favorece o metabolismo microbiano.

Analisando as atividades enzimaticas relativas de CMCase e xilanase do modulo 2,
verifica-se uma mudanga em relagdo ao modulo 1, onde as maiores atividades enzimaticas
relativas sdo obtidas para o leito de densidade intermediaria. Esse resultado é indicativo de
um problema fisico observado ao final dos ensaios, como citado anteriormente no item 5.2
sobre o estudo do efeito do tamanho das particulas de BC sobre a producdo de atividades
enzimaticas.

Nos ensaios aqui discutidos, o leito foi composto por dois modulos fermentativos,
acrescidos do modulo de entrada e o de saida, ndo inoculados. Externamente, cada médulo
é separado do adjacente por uma flange de nylon, porém, internamente, ndo existem
barreiras fisicas entre os modulos, sendo as separa¢des dos mesmos feitas apenas com telas
metalicas inseridas no momento da montagem do reator, como ja citado. A base do
fermentador € composta por esferas de vidro, sendo que ndo ha espaco disponivel para a
expansdo do substrato compactado do médulo 1. Acima dos dois modulos fermentativos,
foi alocado um mddulo recheado com particulas de bagaco de cana de fibras grossas e
secas, para retencdo da umidade excedente do ar, e, acima deste, foi instalado um maodulo
ndo recheado, para dar maior uniformidade térmica ao topo do biorreator, como discutido
anteriormente e mostrado na Figura 5.3. Notou-se que, apés as 96 horas de fermentacao, no
leito composto por 60 gramas de substrato, houve uma expansdo do médulo 2 para a parte
superior, alterando assim a densidade do leito, bem como sua porosidade, o que

influenciou na elevada producdo de CMCase e xilanase nesse ensaio.
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Figura 5.18: Atividades enzimaticas relativas dos extratos produzidos por M. thermophila
nos ensaios em biorreator de leito empacotado composto por dois modulos fermentativos,
variando massa de substrato em cada médulo e vazdo de ar: (a) CMCase e (b) Xilanase. As
linhas horizontais representam a média de atividades enzimaticas referentes a cada ensaio.
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Dessa forma, destaca-se que, dos resultados de atividades enzimaticas relativas
obtidos utilizando as distintas densidades de leito, apenas os resultados obtidos no médulo
1 sdo representativos neste estudo. Nesse contexto, sabendo que foram utilizadas diferentes
massas de substrato em cada ensaio fermentativo, a representacdo dos resultados em
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atividades enzimaticas relativas apresentada ndo € conclusiva. Para que se tenha uma
percepcdo mais ampla da producdo de enzimas em fungédo da variagdo da densidade bulk
do leito, a Figura 5.19 apresenta o total de unidades de atividades enzimaticas (U)
resultantes de cada experimento, obtida multiplicando-se as atividades relativas pela média
dos resultados em embalagens fermentativas (U/gss) e pela massa de substrato sélido seco

inicial (gss).

Figura 5.19: Atividades enzimaticas totais (U) dos extratos produzidos por M.
thermophila obtidos em biorreator de leito empacotado nos ensaios variando massa de
substrato por médulo fermentativo.
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Com base na Figura 5.19, nota-se que a producdo de unidades de atividades
enzimaticas totais (U) é inversamente proporcional a massa de substrato em cada maédulo
fermentativo. O resultado indica que 0 aumento da massa de substrato ndo € uma maneira
eficaz para aumentar a producdo de atividades enzimaticas totais, uma vez que a menor
massa de substrato foi capaz de produzir quantidades mais elevadas de unidades
enzimaticas. Dessa forma, verifica-se que 0 aumento da densidade dos leitos fermentativos
ndo consiste em uma estratégia para incrementar a producdo enzimatica.

De acordo com Farinas (2015), o meio gasoso na FES pode afetar significativamente
o crescimento celular e a produgdo de enzimas, sendo que, para 0s médulos compostos por

60 e 75 gramas, o aumento da densidade bulk dos leitos resultou na reducdo das
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porosidades dos mesmos, dificultando assim a percolacdo de ar pelo leito, bem como o
transporte de oxigénio e dissipacdo de CO,.

A Figura 5.20 apresenta as umidades finais do material fermentado para as trés
densidades de leito testadas, com suas respectivas vazdes de ar. Nota-se que ndo houve

secagem excessiva em nenhum dos dois modulos fermentativos para todos os leitos
testados.

Figura 5.20: Umidade final do material fermentado por M. thermophila ao longo do
biorreator estreito com dois fermentativos, utilizando diferentes densidades bulk de

empacotamento.
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As Figuras 5.21a, 5.21b e 5.21c apresentam os perfis de temperatura em duas
posicOes radiais distintas, entre os dois modulos fermentativos, para as trés densidades bulk
testadas. Nota-se que a temperatura maxima é atingida com cerca de 10 horas de
fermentacdo para leitos compostos por 45 e 60 g substrato/médulo. No ensaio utilizando 75
g substrato/modulo, o perfil de temperatura permaneceu praticamente homogéneo ao longo

das 96 horas de fermentagdo, indicando nesse caso, baixo metabolismo fungico.
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Figura 5.21: Temperaturas ao longo da fermentacdo com M. thermophila em BC:FT 7:3 em diferentes posic¢des do biorreator com 0,4 m de
comprimento total: (a) 45 g substrato/madulo; (b) 60 g substrato/modulo e (c) 75 g substrato/médulo.
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Os resultados obtidos para o leito mais denso, comparados com os resultados do
item 5.2.1 indicam que, para sistemas com elevada densidade bulk, o célculo da vaz&o com
base no numero da Damkéhler ndo resulta em valores de vazdo elevados o suficiente para
permitir boas condic¢des para o crescimento do microrganismo no meio, uma vez que o ar
encontra caminhos preferenciais de escoamento préximo a parede do tubo, limitando sua
disponibilidade nas regides centrais do leito. Dessa forma, destaca-se que, para leitos com
elevada densidade bulk, o uso do numero de Damkdhler modificado para estabelecimento
da vazéo ideal ndo é o método mais indicado.

O leito menos denso, py,;x = 0,395 g/cm?, apresentou temperatura maxima de 46,5
°C e posteriormente, a temperatura media do leito manteve-se a 45 °C, indicando que a
vazdo de ar aplicada ao sistema, juntamente & porosidade do mesmo, permitiram a aeracdo
eficiente do leito e remocdo do calor metabdlico gerado. JA o leito de densidade
intermediaria, ppy = 0,526 g/cm®, apresentou maior temperatura méxima, em torno de 47
°C, uma vez que nele houve maior producdo de enzimas e, consequentemente, maior
geracdo de calor metabodlico. Além disso, a densidade intermediaria dificulta a remocdao de
calor por convecgdo e adveccdo. Como mencionado anteriormente, o leito mais denso,
Ppuk =0,658 glcm®, apesar da alta densidade, ndo resultou em maior elevacdo de
temperatura, resultado do baixo crescimento e metabolismo fungico.

De maneira geral, neste experimento o nimero de Damkdhler modificado igual a 1
demonstrou melhores resultados em leitos mais porosos, de densidade bulk equivalente a
0,395 g/cm?.

5.3 BIORREATOR LARGO

5.3.1 Efeito da distribuicdo de vazao de ar sobre a producéo de enzimas
em biorreator largo

No biorreator de 20 cm de didmetro, aqui denominado largo, foram
realizados ensaios com diferentes alternativas de insercdo de ar na coluna: distribuindo-se
em duas fracdes (uma na base e outra no meio da coluna através de um anel interno a
flange) e atraves de um tubo perfurado inserido longitudinalmente no biorreator. Em todos
os ensaios, foram empregados quatro médulos fermentativos, acrescidos do médulo de
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entrada e do de saida, ambos n&o inoculados. Os modulos fermentativos foram
empacotados com os substratos na densidade bulk igual a 0,395 g/cm® Foi empregado o
numero de Damkohler igual a 1 para estabelecer a vazdo de escoamento a ser empregada,
resultando em 690 L/h. Na Tabela 5.5 sdo apresentadas as diferentes alternativas de
insercdo do ar no biorreator.

Nas Figuras 5.22a e 5.22b sdo apresentadas, respectivamente, as atividades
enzimaticas relativas de CMCase e xilanase, dos extratos obtidos no biorreator largopara as
alternativas de insercéo de ar distribuida entre a base 0 0 tmeio da coluna e através do tubo
perfurado. Na Figura 5.22, as linhas horizontais referem-se as atividades relativas médias

no biorreator.

Tabela 5.5: Tipo de aeracéo e distribuicdo da vazéo de ar utilizados.

Tipo de Insercédo na base e no centro do Tubo central
aeracao leito (anel interno) longitudinal
4 orificios de 2 mm
Local de : : Centro do
: Inferior do leito : cada em cada
insercdo de ar leito ’ :
maodulo fermentativo
Vazao de ar em 43,125 L/h
345 L/h 345 L/h .
cada ponto (cada orificio)
Vazéo total (Q) 690 L/h 690 L/h

As atividades relativas obtidas a partir do ensaio utilizando como forma de aeracéo
0 tubo interno ndo variaram de maneira expressiva ao longo do leito, indicando uma
alternativa para producdo de enzimas de maneira homogénea ao longo de um leito
fermentativo. Ja nos resultados referentes as atividades relativas obtidas fracionando-se a
vazdo de ar em duas correntes, uma inserida na base e outra no meio da coluna, houve
grande heterogeneidade, observando-se comportamento similar ao observado para o
biorreator estreito, vide Figura 5.11. Nota-se que o terceiro modulo, logo em seguida a
insercdo de ar através do anel interno, foi o local onde ocorreu a maior producdo de ambas
as enzimas. Os valores de atividades enzimaticas para os modulos apds a insercdo de ar

pelo centro do leito foram de modo geral mais elevadas tanto no biorreator estreito, como
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Figura 5.22: Atividades enzimaticas relativas obtidas em cada mddulo fermentativo do
biorreator largo com quatro modulos fermentativos e Q = 690 L/h, correspondente a Day, =
1,0, com alimentacédo distribuida de ar e através de um tubo perfurado (tubo interno) e
inserida na base e no centro do leito (anel interno): (a) CMCase; (b) xilanase As linhas
horizontais representam a média das atividades enzimaticas entre os madulos referentes as
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Em relagdo as atividades relativas médias, foram superiores para a alternativa de
insercdo distribuida de ar (anel interno) em relacdo a insercao de ar através do tubo central
longitudinal. No entanto, em vista dos resultados ndo homogéneos obtidos para a
distribuicdo de ar em duas fracdes (anel interno), mais estudos a respeito da porcdo da
vazdo total a ser inserida nas posicoes central e inferior do leito devem ser feitos, ansiando
encontrar valores que permitam a producgdo de enzimas de maneira mais homogénea e

elevada ao longo de todo o leito.

Os dados aqui apresentados, entretanto, ndo sao representativos do sistema proposto
para o estudo, uma vez que, conforme foram adicionados médulos fermentativos um sobre
0 outro, a elevada quantidade de substrato Umido (75 % b.u.) compactou o leito,
modificando a densidade bulk inicial do sistema. Além de interferir no calculo da vaz&o, a
mudanca de porosidade do leito interfere na fluidodindmica do sistema e também nas
propriedades de transferéncia de calor e massa, como permeabilidade do leito,
condutividade térmica e difusividade massica (TSOTSAS, 2010). A Figura 5.23 mostra o
aspecto do quarto médulo fermentativo, o Gltimo de baixo para cima, revelando que boa
parte do leito pertencente a essa sec¢do foi compactada juntamente aos modulos inferiores.

Figura 5.23: Aspecto do quarto e ultimo modulo fermentativo no momento de
desmontagem do biorreator largo.
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Casciatori (2015) também realizou ensaios fermentativos no mesmo biorreator,
composto por médulos de 20 cm de didmetro e com 4,5 mddulos fermentativos utilizando
0 mesmo fungo M. thermophila, tendo como substrato a mistura BC:FT na proporcao 7:3
(m/m), e o fungo Trichoderma reesei QM9414, tendo como substrato a mistura BC:FT na
propor¢do 9:1 (m/m), porém ndo reportou a compactagdo do leito. Para contornar esse
problema operacional, foram utilizadas telas de metal devidamente esterilizadas, inseridas
na interseccdo de cada mddulo fermentativo, conforme mostra a Figura 5.24. As telas
foram utilizadas tanto no para os experimentos utilizando o anel interno de alimentacao de

ar, como o tubo interno.

Figura 5.24: Tela metalica utilizada na intersec¢do de cada um dos modulos durante os
ensaios fermentativos no biorreator largo.

Na Figura 5.25, sdo mostrados os resultados de atividades enzimaticas relativas de
CMCase e xilanase dos extratos obtidos ao se utilizar as telas de separacdo entre cada
modulo do biorreator largo. Note-se que a média de atividades relativas de CMCase foi
mais elevada para o ensaio fermentativo utilizando o anel interno entre os médulos 2 e 3 do
biorreator. Por outro lado, a média de atividades relativas de xilanase foi mais elevada para

0 ensaio utilizando tubo interno para distribuicdo de ar.
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Figura 5.25: Atividades enzimaticas relativas obtidas em cada mddulo fermentativo do
biorreator largo com quatro modulos fermentativos para Q = 670 L/h, correspondente a
Danm igual a 1,0, com alimentacdo distribuida de ar e através do tubo interno: (a) CMCase;
(b) xilanase. As linhas horizontais representam a média das atividades enzimaticas entre 0s
modulos referentes as formas de insercao do ar na coluna.
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Comparando-se as atividades médias atingidas nos reatores com 7,62 e 20 cm de
didametro interno, utilizando o anel interno para alimentacdo de ar, observa-se que a
ampliacdo de escala ndo prejudicou significativamente o rendimento em CMCase, embora
as atividades relativas de xilanase tenham reduzido. No reator estreito, foram obtidas
atividades relativas de CMCase e xilanase médias de 0,85 e 0,54 sob taxa de aeracdo 70
L/h (Qinferior = 35 L/h e Qcentro = 35 L/h) , respectivamente, e no biorreator largo, essas
atividades foram 0,80 e 0,30 sob taxa de aeracdo 690 L/h (Qinferior = 345 L/h & Qcentro = 345
L/h).

Casciatori (2015), empregando 0 mesmo biorreator, fungo e substrato, observou a
mesma tendéncia no biorreator estreito (7,62 cm de diametro interno), utilizando taxa de
aeracdo equivalente a 120 L/h, e no biorreator largo (20 cm de didmetro interno), sob taxa
de aeracdo de 900L/h, onde a ampliacdo de escala ndo prejudicou significativamente o
rendimento em CMCase, embora a atividade xilanase também tenha sido reduzida.

Nas Figuras 5.26a e 5.26b é possivel observar os perfis temporais de temperatura
no centro do leito em diferentes posi¢Oes axiais dos ensaios utilizando anel interno entre os
modulos fermentativos 3 e 4 (a) e tubo central (b), como formas de alimentacdo de ar

auxiliar.

Figura 5.26: Temperaturas medidas na posicdo radial central, em véarias posicoes
longitudinais, ao longo da fermentagcédo com M. thermophila, para o biorreator largo
composto por quatro mddulos fermentativos, para Q = 670 L/h, correspondente a Day, igual
a 1,0: (a) com alimentacdo distribuida de ar e (b) através do tubo interno.
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Diferentemente dos ensaios em biorreator de 7,62 cm de didmetro, onde ndo houve
aquecimento significativo do leito, nos ensaios em biorreator largo verificou-se aumento
substancial da temperatura no centro do leito, ao longo de todo seu comprimento. Em
ambos 0s ensaios a temperatura maxima atingida foi em torno de 54,5 °C, com cerca de 20
horas de fermentacdo. Depois desse tempo, as temperaturas diminuiram em todas as
posicdes longitudinais, ficando entre 45 e 52 °C.

Na Figura 5.27, sdo apresentadas as umidades finais do material fermentado em
funcdo do comprimento do biorreator para ambos os ensaios fermentativos. Verificou-se
que, independentemente do tipo de aeracdo utilizado no sistema, as umidades de cada
modulo permaneceram dentro da faixa ideal, de 75% (b.u.).

Além das umidades satisfatorias, foi observado intensa colonizacdo do fungo ao
longo dos leitos. Nos ensaios utilizando anel interno entre os médulo 3 e 4, foi observado
crescimento fingico mais expressivo nas bordas do leito, como mostra a Figura 5.28, onde
o ar formou caminhos preferenciais para escoamento, fato esse também observado por
Casciatori (2015), utilizando apenas aeragéo inserida na parte inferior do leito. A Figura
5.29 representa o aspecto final do leito utilizando tubo interno para distribuicdo do ar.
Como é possivel verificar na figura, o crescimento fungico foi mais homogéneo, resultado
da aeragé@o proveniente do centro do leito, que favoreceu a dispersdo uniforme do ar por

todo o meio fermentativo, minimizando a ocorréncia de caminhos preferencias.
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Figura 5.27: Umidade final do material fermentado por M. thermophila ao longo
do biorreator largo com quatro modulos fermentativos, Q = 670 L/h, correspondente a
Da,, = 1,0, utilizando anel interno e tubo interno para distribuicéo da vazéo de ar no
sistema.
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Figura 5.28: Aspecto do leito fermentativo apds 96 horas de fermentagéo
utilizando anel interno no mddulo central para insercao de ar.
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Figura 5.29: Aspecto do leito fermentativo ap6s 96 horas de fermentacéo
utilizando tubo interno longitudinal para insercao de ar.
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6. Concluszen

-De maneira geral, observou-se que a ampliacdo de escala de biorreatores de leito

empacotado € viavel tecnicamente e tem potencial para aplica¢fes industriais futuras;

-Substrato como bagaco de cana de aglUcar proveniente do territdrio brasileiro pode
apresentar distintas composicGes, decorrente do ambiente de crescimento, da genética
vegetal e das condi¢bes de processamento, podendo ocasionar em valores distintos de

producdo enzimatica por FES mesmo que sob as mesmas condi¢fes de processo;

-Quando utilizada vazdo de ar elevada em um leito fermentativo de alta densidade,
particulas de substrato de tamanhos reduzidos produzem melhores resultados em producgéo
de atividades enzimaticas devido a maior superficie de contato com o agente fermentativo
e com a fase gasosa do sistema, enquanto que particulas maiores favorecem a canalizagédo
do ar, limitando a disponibilidade de oxigénio no leito, prejudicando assim o metabolismo

fangico;

-O numero de Damkohler modificado igual a 1,5 representa um valor de vazéo de ar que
limita a producdo de atividades enzimaticas por FES, enquanto que valores de Damkohler
iguais a 1 e 0,5 permitem a obtencdo de melhores resultados em leitos com quatro médulos

fermentativos;

-Em biorreatores compostos por oito modulos fermentativos e taxas de aeracao
correspondentes a Da, = 1 e 0,5, a aeragdo empregada foi eficiente para manter a
temperatura dentro de valores aceitaveis para o processo fermentativo, enquanto que as
atividades enzimaticas foram fortemente afetadas pela vazdo de escoamento, chegando a
variar expressivamente em cada um dos mdédulos fermentativos. Assim, o nimero de
Damkdhler mostra-se limitado como critério para estabelecimento da vazao ideal de ar,

devendo-se criar um novo critério baseado também na atividade respiratoria;

-A vazdo distribuida de ar, da maneira como foi empregada no biorreator estreito,
composto por oito modulos fermentativos, ndo favoreceu a produgédo enzimatica, de forma

que novos testes devem ser feitos inserindo uma fracdo maior de ar na base do leito e a
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Concluoses

outra menor no centro do mesmo, na tentativa de aumentar as atividades enzimaticas dos

maodulos centrais, e possibilitar a maior producéo de atividades enziméticas totais;

-Quando da utilizacdo do numero de Damkdéhler modificado igual a 1 para determinagéo
da vazao de ar em leitos de distintas densidades bulk, melhores resultados em producdo de

atividades enzimaticas foram obtidos para leitos menos densos, de pp,,;x= 0,395 g/cm?;

-No biorreator de leito empacotado com 20 cm de didmetro interno, ocorrem variagoes
radiais intensas de temperatura e consideravel sobreaquecimento no centro do leito quando
utilizadas ambas as estratégias de distribuicdo da vazdo de ar: anel interno central e tubo
interno longitudinal, devido ao afastamento das camisas resfriadas, indicando a

necessidade de aprimoramento de ambos os sistemas;

-Dos processos aqui apresentados, foram obtidos bons rendimentos de atividades
enzimaticas (celulase e xilanase). Considerando a caréncia de uma estratégia para a
ampliacdo de escala, 0 numero de Damkdohler € uma alternativa interessante, e ajustes que
incorporem o conceito de atividade respiratoria do microrganismo empregado no sistema

devem ser desenvolvidos para otimizar os resultados aqui apresentados.
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Como sugestdes para futuros trabalhos na area, propde-se:

-Melhorar a instrumentacdo do equipamento com analisadores de gases, a fim de entender o
mecanismo de atividade respiratdria e incorpora-lo a modelos que permitam o célculo da

vazdo de ar ideal a ser utilizada em sistemas para FES;

-Utilizar a modelagem matematica, bem como pardmetros do processo, para que possam ser

determinadas as melhores condi¢fes de operacao dos sistemas;
-Pesquisar em alternativas para distribuicdo da vazao e ar em sistemas em escala industrial;

-Desenvolver estratégias para operacionalizar as etapas de preparo e inoculagdo do substrato e

de extracdo das enzimas ao final do processo.
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