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RESUMO

Uma melhor compreensdo das propriedades estruturais e reoldgicas dos substratos
empregados no cultivo em estado solido (CES) ¢ fundamental para a simulagdo realista de
processos de transferéncia de calor e massa em biorreatores. Nesta tese, foram realizadas
quatro etapas com o objetivo de obter parametros estruturais de um meio composto por
bagaco de cana-de-actcar (BC) e farelo de trigo (FT), antes e apos o cultivo pelo fungo
Myceliophthora thermophila 1-1D3b, visando obter parametros que auxiliem na simulagao de
biorreatores durante o CES. Na primeira etapa, avaliou-se a influéncia do tracador colorido
Rodamina B sobre o crescimento do fungo em misturas de BC:FT na proporg¢ao 7:3, estimado
pela técnica de respiracao e pela técnica de processamento digital de imagem (PDI) acoplada
a fotografia. Realizou-se cultivos por 96 horas em meios com e sem tracador, medindo-se a
produgdo de CO, em biorreator de leito empacotado e analisando-se amostras cultivadas em
placas de Petri por PDI. Diante dos resultados apresentados pela técnica PDI, ndo se observou
diferenca no crescimento do micélio no substrato sem e com coloragao por Rodamina B,
porém as concentracdes de CO; observadas indicam que o corante pode interferir na atividade
metabolica do microrganismo. Em seguida, avaliou as propriedades reologicas de BC, FT e de
misturas entre eles. Foram realizadas analises para determinar o perfil de textura (TPA) para
amostras sem e com cultivo, empacotadas em tubos de PVC. Ensaios para a determinacao da
resisténcia a tracao de uma mistura BC:FT ao longo do tempo de cultivo foram realizados
utilizando-se caixas de acrilico, enquanto que a resisténcia a tracdo das hifas aéreas foi
determinada cultivando-se o fungo em dois discos de farelo de trigo, separados por uma
distancia determinada. Nos ensaios de TPA foram realizados e pardmetros como dureza,
coesdo e elasticidade foram determinados, variando a umidade e propor¢ao BC:FT antes ¢ ao
longo do cultivo. Os resultados de TPA mostraram que umedecer as amostras com muita
antecedéncia do experimento produz amostras mais duras do que umidificando as amostras no
momento do ensaio. Também se constatou que h4d uma tendéncia de diminuicdo da forca de
compressao com o aumento do tempo de cultivo, indicando degradagdo fisica do material
solido. A maior tensao de ruptura do micélio aéreo e do meio cultivado ocorreu as 24 horas de
cultivo, coincidindo com a maxima atividade respirométrica do fungo. Na terceira etapa
avaliou a movimentacdo dos substratos em ensaios sem e com cultivo microbiano por
filmagem da tampa frontal de tambores rotativos de 9,4 e 30,0 cm de diametro, sem e com
aletas internas. Nos ensaios sem cultivo, as varidveis foram os tipos de particulas (BC ou

BC:FT), a umidade e o grau de enchimento. Nos ensaios com cultivo, a variavel foi o tempo



de cultivo, utilizando como substrato a mistura BC:FT na propor¢do 7:3 a 75% de umidade
inicial. No tambor de maior dimensdo ndo foi observado diferenca no padrio de
movimentagdo das particulas para as umidades de 10% e 75% para leitos de BC ou com a
adicao de 30% de FT em 10% de umidade. No tambor de menor dimensao, em sistemas
irreacionais, a movimenta¢do ocorreu mais no centro do tambor, devido a auséncia de
defletores na parede, observando-se trés blocos de tamanhos e periodicidade irregulares. Nos
ensaios com cultivo, observou-se padrao de movimentacao similar aos ensaios sem cultivo
para tempos de cultivo inferiores a 9 horas. Apds, o micélio ocupa os espagos intersticiais,
ndo se observando nenhuma movimentacdo a partir de 12 horas de cultivo. Na quarta etapa,
ainda por andlise de imagens, foram determinados a porosidade, o tamanho dos poros e a
distribuicao de tamanho de poros em leitos empacotados antes ¢ ao longo do CES. A técnica
fotografica 2D auxiliada por computador foi utilizada para avaliar as mudangas na porosidade
em amostras sem cultivo, empacotada em tubos de PVC e imobilizadas com agar, e amostras
durante o CES, em biorreator de leito empacotado. As amostras foram fatiadas e a superficie
das fatias fotografadas para a andlise digital das imagens. A técnica de microtomografia
computadorizada de raios-X (u-CT) foi usada para avaliar a estrutura 3D de leitos sem
cultivo. Os resultados de porosidade e tamanho de poro ndo apresentaram variagdo quanto a
umidade e substrato utilizado. Uma complexa rede de vazios foi encontrada, em estrutura 3D,
com uma porosidade média bastante proxima a obtida usando a andlise de imagens 2D na
superficie do leito. Ao longo do CES, a porosidade diminuiu em aproximadamente 50% do
valor inicial ap6s 48 h de cultivo. Os resultados aqui obtidos serdo relevantes para a previsao
da for¢a necessaria para girar um tambor ao longo do cultivo e a altura maxima permitida da
coluna em biorreatores de leito compactado e para simulagdo realista de fenomenos de

transferéncia de calor e massa.

Palavras-chaves: Cultivo em estado solido. Crescimento fungico. Biorreator de tambor

rotativo. Reologia de so6lidos. Analise de perfil de textura.



ABSTRACT

The realistic simulation of heat and mass transfer processes in solid-state cultivation (SSC)
bioreactors requires a better understanding of the structural properties of the solid substrates.
In this thesis was split in four steps in order to provide structural parameters of a medium
composed by sugarcane bagasse (SCB) and wheat bran (WB) for the cultivation of the fungus
Myceliophthora thermophila 1-1D3b. In the first stage the influence of the dyer Rhodamine B
on the microbial growth was assessed in mixture SCB:WB using the weight proportion 7:3;
the growth was determined by respirometry and by digital image processing (DIP) coupled
with photography. The cultivation took place along 96 h in media with and without color
tracer, measuring the outlet CO, concentration in a packed-bed bioreactor and taking pictures
from the surface Petri dishes, following by DIP analysis. The image analysis did not show any
influence of the color dyer on the fungal growth, although the CO, concentration was
remarkably influenced, demonstrating that the tracer modified the fungal metabolic activity.
In the second stage, rheological properties of SCB, WB and mixtures of them were measured.
The texture profile analysis (TPA) was applied to samples with and without cultivation, which
were packed in a PVC tube. Experiments for the determination of the maximum strength of a
mixture SCB:WB along the cultivation were carried out using Plexiglas boxes while the
maximum strength of the aerial hyphae was determined cultivating the fungus in two discs of
wheat bran separated by a specific void. From the experiments of TPA the parameters
hardness, cohesiveness and springiness were determined as a function of the moisture content
and the proportion SCB:WB before and along the cultivation. The results of the TPA
experiments shoed that moistening the samples well in advance of the experiment produced
harder samples than moistening the samples at the moment of the assay; besides, de
compression force decreased with the increase of the cultivation time, indicating the physical
degradation of the medium. The maximum strength of the aerial mycelium was noticed at
24 h of cultivation, which was coincident with the maximum respirometric activity of the
microbe. In the third stage, particle movement of a mixture SCB:WB prior and along the
fungal growth was observed by filming the front lid of rotating drums of 9.4 and 30.0 cm
diameter, with and without flyers. For experiments without cultivation, the variables were the
nature of the particles (SCB or SCB:WB), the moisture content and the filling degree. For the
experiments with fungal growth, the mixture SCB:WB 7:3 at 75% moisture content was used.
In the larger drum, the pattern of particle movement was not influenced by the SCB moisture

content (10% and 75%) or by the addition of WB (mixture SCB:WB 7:3) at 10% moisture



content. For the narrower drum, particle movement was concentrated at the drum core, sine
this drum did not have flyers, and three blocks of irregular shape and periodicity moved. For
the experiments along the cultivation, the same pattern observed without cultivation as notice
up to 9h, when the fungal mycelium visibly occupied the voids and no movement was
observed if the drum was let still up to 12 h. In the fourth stage, the bed porosity and the pore
size distribution were determined by DIP, prior and along the cultivation. Uncultivated
samples were packed in PVC tubes and were immobilized with agar and inoculated samples
were cultivated in a packed-bed bioreactor. The samples were sliced and the surface of the
slices were photographed for further DIP. The X-ray microtomography technique (u-CT) was
used to provide 3D images of beds of SCB:WB without cultivation. The bed porosity and the
pore size distribution were not affected by the initial moisture content of the solids. A
complex network of voids was noticed by the 3D analysis, with average porosity very close to
the one obtained with the 2D analysis. During the SSC, the bed porosity decreased 50% from
its original value at 48 h of cultivation. The results obtained in this thesis will be of relevance
to the forecast of the strength required to spin a drum during the cultivation and the maximum
height allowed for packed columns, as well as for a more realistic simulation of heat and mass

transfer processes in SSC.

Keywords: Solid-state cultivation. Fungal growth. Rotating drum bioreactor. Solid rheology.

Texture profile analysis.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL E JUSTIFICATIVA

O Brasil atualmente ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar e, no setor
sucroalcooleiro, o principal residuo gerado ¢ o bagago de cana-de-agucar, destinado
principalmente como fonte de energia elétrica para o proprio setor. No entanto, devido a
grande quantidade do residuo produzido, esse pode ser utilizado para a producdo de etanol de
segunda geragao (CASTRO; CASTRO, 2012). A producgdo de etanol de segunda geragao ¢
uma alternativa para aumentar o rendimento da produgdo de alcool combustivel sem a
necessidade de expansdo da area cultivada. Porém, a viabilidade deste biocombustivel ainda
enfrenta varios desafios, como os altos custos de produgcdo das enzimas empregadas na
hidrolise do bagaco de cana-de-actcar a agucares fermentesciveis (MENDES; ATALA;
THOMEO, 2017).

Residuos agroindustriais, como bagaco de cana-de-acucar, farelo de trigo; casca de
laranja, dentre outros, sdo disponiveis em grandes quantidades e possuem grande potencial
para o cultivo em estado solido (CES) para a produgdo de enzimas de interesse da industria de
biocombustivel (CASCIATORI, THOMEO, 2018; FARINAS, 2015;). Para a producao
industrial de enzimas microbianas alguns fatores influenciam o processo de CES e precisam
ser considerados no desenvolvimento de biorreatores, como por exemplo, composicao e
propriedades fisicas do substrato, transferéncia de oxigénio, temperatura e capacidade de
retencdo de agua, assim como a morfologia do microrganismo utilizado (DURAND, 2003;
FARINAS, 2015; GRAJALES, 2014; TADA et al., 2019).

Para o controle automatico do processo e a ampliagdo de escala de biorreatores de
CES, a simulagdo é uma ferramenta importante (CASCIATORI; THOMEO, 2018). No
entanto, as predi¢des dos modelos s6 serdo proximas a realidade se as propriedades fisicas do
meio de cultivo forem fornecidas. De um modo geral, os valores destas propriedades sao
escassos na literatura, principalmente quando ha presenca de micélio.

As propriedades fisicas do substrato como resisténcia, dureza, plasticidade,
elasticidade e viscosidade, assim como a porosidade, distribui¢ao do tamanho dos poros e a
permeabilidade, sdo fatores que influenciam as propriedades fisicas, mecanicas, térmicas e
elétricas de materiais porosos (KACZMAREK; GOUEYGOU, 2006). Durante o CES, tais
propriedades se alteram em decorréncia da decomposicdo do substrato e do aumento da
concentracdo de biomassa microbiana, de modo a poder afetar as condi¢des necessarias ao
crescimento microbiano, os mecanismos de transferéncia de calor e massa, a resisténcia do

meio ao escoamento do ar e as trocas gasosas (CASCIATORI et al., 2014). Dessa forma, uma
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melhor compreensdo dessas caracteristicas do substrato ¢ importante para aumentar a
produtividade, devido a melhores condi¢des de processo, e projetos de biorreatores para o
aumento de escala industrial (OSADOLOR et al., 2018; ZHANG; WANG; CHEN, 2017).

Assim, esta tese se propds a avaliar as propriedades reologicas e estruturais de meios
de cultivo compostos por bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo para o cultivo do fungo
filamentoso Myceliophthora thermophila 1-1D3b, ja empregado para a sintese de celulases
pelo Grupo de Bioenergia do IBILCE/UNESP. O texto desta tese estd estruturado em
capitulos, onde os primeiros capitulos apresentam os objetivos gerais da tese e a revisao geral
da literatura. Os quatro capitulos seguintes foram organizados na forma artigos e apresentam
revisdo, metodologia e resultados especificos.

No Capitulo 4 sdao apresentados os resultados dos ensaios preliminares, onde se
avaliou a influéncia do uso do tragador colorido Rodamina B no crescimento do fungo M.
thermophila 1-1D3b. Este capitulo foi publicado como capitulo Influéncia do uso de tragador
colorido no cultivo em estado solido (CANEDO et al., 2019).

Em seguida, no Capitulo 5, sdo apresentados os resultados das propriedades reoldgicas
de misturas dos substratos bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo, antes e ao longo do
cultivo do fungo M. thermophila 1-1D3b. Este capitulo foi submetido a revista Brazilian
Journal of Chemical Engineering, com o titulo Rheological properties of mixtures of
sugarcane bagasse and wheat bran during solid-state cultivation.

O Capitulo 6 apresenta os resultados de movimentagdo e mistura de bagago de cana-
de-agucar e farelo de trigo e o efeito do micélio fungico ao longo do cultivo em tambores
rotativos. O artigo esta em fase final de preparacdo com o titulo Movimentagdo e mistura de
particulas de bagago de cana-de-agucar e de farelo de trigo em tambor rotativo durante o
cultivo em estado solido por Myceliophthora thermophila I-1D3b.

Os resultados finais de porosidade e tamanho dos poros em leitos empacotados de
misturas de bagaco de cana-de-actcar e farelo de trigo antes e ao longo do cultivo do fungo
M. thermophila 1-1D3b, empregando técnicas de processamento digital de imagens,
bidimensional e tridimensional s3o apresentados no Capitulo 7. O artigo esta em
desenvolvimento. Logo apds, sdo aprestados a Conclusao Geral dessa tese e recomendacdes
para trabalhos futuros. As referéncias bibliograficas de todos os capitulos sdo apresentadas ao

final da tese.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo geral determinar as propriedades estruturais e

reoldgicas de substratos bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo e de misturas entre ambos

antes e ao longo do cultivo pelo fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b. Para tanto, os

objetivos especificos foram:

Avaliar a influéncia do uso de tracador colorido sobre o crescimento do fungo
Myceliophthora thermophila 1-1D3b em substrato composto por bagago de cana-de-
acucar e farelo de trigo;

Estabelecer métodos experimentais para a determinacdo da resisténcia do meio de
cultivo a compressao e a tragao;

Obter parametros reoldgicos relativos a compressdo e tracdo para meios porosos
sem cultivo, em funcdo da propor¢ao de bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo e
da umidade das particulas;

Obter parametros reologicos relativos a compressao e tracdo para 0 meio poroso
composto por bagaco de cana-de-agtcar e farelo de trigo ao longo do cultivo do
fungo M. thermophila 1-1D3b, em fung¢do da proporcao de bagago de cana-de-agtcar
e farelo de trigo, da umidade das particulas e do tempo de cultivo;

Avaliar a mistura e a movimentacdo de particulas da mistura bagago de cana-de-
acucar e farelo de trigo em biorreator de tambor rotativo ao longo do cultivo;
Determinar as propriedades estruturais porosidade, tamanho dos poros e distribui¢do
de tamanho de poros em leitos empacotados de misturas de bagaco de cana-de-

acucar e farelo de trigo antes e ao longo do cultivo do fungo M. thermophila 1-1D3b.
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CAPITULO 3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Produc¢io de etanol de segunda geracio

A cana-de-acgticar ¢ uma das tradicionais plantas cultivadas no Brasil e ¢ destinada
principalmente a producdo de etanol. Esse processo produz bagago de cana-de-aglcar, que
atualmente sao queimados em caldeiras para gerar energia elétrica. No entanto, devido a sua
alta disponibilidade, o bagaco pode ser empregado para o cultivo de microrganismos visando
a producdo de varios produtos de maior valor agregado, dentre os quais enzimas de interesse
da industria do etanol de segunda geracdo (AITA et al. 2019; CASCIATORI; THOMEO,
2018; FARINAS, 2015; FRASSATTO et al., 2020; PANDEY et al., 2000).

O Grupo de Bioenergia do IBILCE/UNESP vem atuando no desenvolvimento de
pesquisas em produ¢do de enzimas celuloliticas a partir do cultivo em estado sélido de
materiais lignoceluldsicos e desenvolvimento de biorreatores, visando a producdo de etanol de
segunda geracdo (CASCIATORI et al., 2014; CASCIATORI, 2015; CASCIATORI;
THOMEO, 2018; GRAJALES, 2014; MENDES; ATALA; THOMEO, 2017; PEREZ;
CASCIATORI; THOMEO, 2019; TADA et al., 2017b; ZANELATO et al. 2012).

As etapas principais para a producdo de etanol de segunda geragdo sdo pré-tratamento,
para tornar a celulose acessivel; hidrolise, para liberar os agucares fermentesciveis;
fermentagdo, para converter aguicares em etanol; e destilacao, para recuperagao do produto. A
hidrolise pode ser realizada pela adicdo de enzimas ou catalisador acido, no entanto, a
hidrélise acida forma compostos que podem inibir o processo de fermentacdo, enquanto a
hidroélise enzimatica ocorre em condi¢des de processo mais brandas, quando comparado com
a hidrélise acida, porém as enzimas possuem alto custo (RIVERA et al., 2010). Dentre os
desafios para a produgdo de etanol de segunda geracao de forma competitiva estd a oferta de
enzimas a baixo custo, uma vez que estas enzimas representam o terceiro item de maior custo
na produgdo deste biocombustivel (MENDES; ATALA; THOMEO, 2017).

A producao de enzimas pelo cultivo submerso ¢ preferivel pela induastria, devido ao
melhor controle dos parametros de processo. Porém, pode-se obter maior rendimento dessa
producdo no cultivo em estado sélido, quando se compara o mesmo microrganismo, sendo
uma alternativa para reducdo do custo das enzimas, o que ja tem se mostrado possivel em
escala de laboratorio (CASCIATORI, 2015; HANSEN, et al., 2015; ZANELATO et al. 2012).

Entretanto, ha problemas relacionados a ampliacdo de escala para biorreatores industriais,
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devido as limitacdes de transferéncia de calor e massa no interior do leito e a falta de dados

cinéticos do crescimento microbiano (WANG; YANG, 2007).

3.2 Cultivo em estado solido

O cultivo de estado sélido (CES) ¢ definido como o processo de cultivo realizado em
substrato s6lido com umidade suficiente para sustentar o crescimento e atividade metabodlica
do microrganismo, mas sem exceder a capacidade de retencdo de dgua do meio poroso.
Nessas condicdes, a regido intersticial entre as particulas sélidas ¢ preenchida por uma fase
gasosa continua e um minimo de agua visivel, que se deposita sobre as particulas como um
filme delgado, sem bloquear os poros (CASCIATORI et al., 2013; MITCHELL; KRIEGER;
BEROVIC, 2006). Os fatores mais importantes a serem considerados durante o
desenvolvimento do CES sdo a escolha do microrganismo e do substrato, o que depende do
metabolito de interesse a ser produzido (SOCCOL et al., 2017, THOMAS; LARROCHE;
PANDEY, 2013).

Os fungos filamentosos sdo o grupo mais importante de microrganismos utilizados no
CES, pois as condicdes de cultivo se assemelham ao seu habitat natural de crescimento, sendo
o substrato solido fonte de nutrientes ou um suporte inerte, impregnado pelos nutrientes
adequados, que permite seu desenvolvimento (MIENDA; IDI; UMAR, 2011; SINGHANIA et
al.,, 2009). As hifas dos fungos filamentosos proporcionam uma grande vantagem para a
utilizacao de nutrientes disponiveis, pois se entremeiam entre os poros dos substratos sélidos
durante a colonizac¢do, garantindo uma estrutura firme e sélida (MIENDA; IDI; UMAR,
2011).

O cultivo de fungos filamentosos por CES utilizando-se residuo agroindustrial como
substrato tem sido frequentemente citado na literatura, devido a abundancia e baixo custo
desses residuos. Os fungos termofilicos, como o M. thermophila 1-1D3b, apresentam grande
potencial para aplicagdes biotecnologicas, como a producdo de enzimas fibroliticas
(endoglucanases, beta-glucosidases, xilanases e outros) (CASCIATORI et al., 2014,
MENDES; ATALA; THOMEO, 2017; ZANELATO et al., 2012). No entanto, na producao de
enzimas por CES hd problemas a ser enfrentados, tanto na escolha do substrato, devido as
caracteristicas heterogéneas dos residuos agroindustriais, quanto para o uso de biorreatores
para o aumento de escala industrial, devido as varidveis de processo pouco exploradas

(SOCCOL et al., 2017, THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013; WANG; YANG, 2007).
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A Tabela 3.1 exemplifica as principais aplicacdes do uso de CES utilizando residuos

agroindustriais.

Tabela 3.1 — Principais aplicagdes do uso de cultivo em estado so6lido utilizando residuos

agroindustriais.
Microrganismo Residuo Biorreator Aplicagido Referéncia
Aspergillus Bagaco de . Produgaq de Diaz et al.
. Tambor rotativo  pectinases, xilanases
awamori uva branca (2009)
e celulases
) ) Reatores de ~
Beauveria bassiana Producao de esporos
. Casca de batelada em ~ Sala et al.
e Trichoderma para producao de
. arroz escala . o (2020)
harzianum . biopesticidas
laboratorial
Enriquecimento
Gongronella Bagaco de Colunas proteico e adigdo Vendruscolo
butleri maga Raimbault como alimento para et al. (2009)
alevinos de tilapia
Monascus Esplgas de Frasco Producao de Velmurugan
purpureus KACC milho em Erlenmeyer Pigmentos etal. (2011)
42430 pb Y g '
B;i?:zge Embalagens
Myceliophtora sp. aclicar e plésticas e Produgao de Zanelato et al.
[-1D3 ¢ reator de leito endoglucanase (2012)
farelo de
trigo empacotado
Bagaco de
Pe}f{zczllzum cana de Producao de celulases  Camassola;
echinulatum agucar e Frascos o xilanases Dillon (2010)
9A02S1 farelo de
trigo
Bagaco de
Theerascus car}a-de- Embalagens Producao de - Frassatto et
I € agucar e lasticas lucosidase al. (2020)
Trichoderma reesei  farelo de p & '
trigo
Cachos de
frutos Frasco
Trichoderma vazios de Erlenmeyer e Producio de celulase Alam et al.
harzianum T2008 ; reator de ¢ (2009)
6leo de )
tambor rotativo
palma

Fonte: Elaborado pela autora.

A estimativa da biomassa ¢ um parametro para determinar o crescimento microbiano,

porém, a medida direta no substrato solido nao ¢ possivel, devido a dificuldade de separar o

substrato do microrganismo, que permanece entremeado entre os poros e aderido as

particulas. Dessa forma, o uso de métodos indiretos ¢ necessario para os estudos cinéticos do
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crescimento microbiano, dentre os quais pode-se destacar a estimativa de componentes da
estrutura celular (N-acetil-glicosamina, ergosterol e proteinas, por exemplo), de metabolitos
(enzimas), de gases de respiragdo (O, e CO,) e quantificagcdo visual do micélio
(processamento digital de imagem — PDI) (COURI et al.,, 2006; RUTSATZ, 2006;
SINGHANIA et al., 2009).

A técnica de PDI ¢ vantajosa por fornecer resposta rapida, usar imagens originais,
facilitando a selecdo manual das cores, ¢ necessario menos processamento (filtros) para
utilizacdo do software e a localizacdo da camera mantida no ponto central fornece
informagdes confidveis (KARALI et al., 2016). Porém, héa problema em relacionar as imagens
a biomassa, sendo a técnica também empregada para avaliar a movimentagdo de particulas em
biorreatores de CES de leitos moveis. Para diferenciar particulas da biomassa fingica nos
ensaios de PDI em biorreator de tambor rotativo, ¢ frequente o uso de corantes no material
solido, o qual permite a identificacdo de zonas de segregagdo, regimes de fluxo,
caracteristicas de movimentacdo e perfis de velocidade (TADA et al., 2017b). Os autores
citaram o uso do corante Rodamina B como tragador colorido. Um produto soluvel em agua,
com estabilidade sob uma ampla faixa de pH. E aplicavel como tragador para determinagéo de
vazao e direcdo de fluxos de dgua, no tingimento de 4gata, na industria téxtil e em aplicagdes
biotecnolégicas, tais como a microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo (LEAO;

KREBS, 2017; RICHARDSON; WILSON; RUSCH, 2004; RODRIGUES, 2015).

3.3 Biorreatores para cultivo em estado so6lido

Os biorreatores aplicados frequentemente para o CES s3o os reatores de bandeja e
reatores de leito fixo, que sdo classificados como biorreatores estaticos, e reatores de tambor
rotativo, classificados como biorreatores de leito movel, de agitacdo intermitente ou continua.
Para o uso do biorreator devem-se considerar as caracteristicas do substrato, como
composi¢do, tamanho, porosidade e capacidade de retengdo de agua, tanto quanto a
morfologia do microrganismo, em relacdo a presenga de micélio sensivel a tensdo de
cisalhamento, o que influenciara na escolha do tipo de agitagdao e aeragao (FARINAS, 2015;
SOCCOL et al., 2017; WANG et al., 2010).

Aspectos importantes de engenharia de processo ainda sdo grandes desafios que
precisam ser desenvolvidos para otimizar a eficiéncia de biorreatores no CES em escala
industrial, pois, além da dificuldade em proporcionar transferéncia de calor e massa adequada

do leito e a heterogeneidade do sistema, ¢ dificil monitorar online vérios parametros do
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processo. Uma alternativa para reduzir gradientes de temperatura e de concentracao de dgua ¢
a mistura das particulas, mas para tal, o fungo tem que ser tolerante ao cisalhamento. Ao
longo do processo de CES também podem ocorrer alteragdes estruturais do meio poroso,
como redugdo da porosidade, aglomeragdo das particulas e alteragdes da resisténcia do meio a
movimentagdo (DURAND, 2003; KHANAHMADI et al., 2006; SOCCOL et al., 2017
ZHANG; WANG; CHEN, 2017), logo, o conhecimento das propriedades fisicas e reoldgicas
do substrato, antes e ao longo do cultivo, seria uma ferramenta 1til para elucidar esses
problemas.

Os biorreatores do tipo tambor rotativo (BTR) sdo caracterizados como um cilindro
horizontal, onde a mistura ¢ proporcionada pelo movimento de rotacdo do meio sélido, que
pode ser auxiliada por defletores na parede interna do tambor ou agitadores de pA (DURAND,
2003; GRAJALES, 2014; WANG et al., 2010). O movimento de particulas solidas em
cilindros rotativos ¢ dependente da velocidade de rotagcdo e do nivel de enchimento do tambor,
os quais variam com o material utilizado. Regimes de fluxo que descrevem o movimento das
particulas no tambor rotativo normalmente podem ser classificados em deslizamento, queda,
rolamento, cascata, catarata e centrifugacdo (CHEN et al., 2017, MELLMANN, 2001). No
entanto, para meios fibrosos esta classificacdo ndo se aplica devido a flexibilidade das
particulas e a forte interacdo entre elas (TADA et al., 2017b).

O uso de BTR tem a vantagem em realizar praticamente todas as etapas de producdo
de enzimas por CES no proprio reator, tais como esterilizacdo do substrato e do equipamento,
aspersao de solugdo nutriente e suspensao de esporos ao meio, cultivo e aspersao de agua para
a extracdo das enzimas (GRAJALES, 2014).

Embora o BTR seja uma opg¢do promissora para a producdo de insumos para a
industria de etanol de segunda geragdo, o grande desafio no aumento de escala esta
principalmente em potencializar a produtividade com um ntimero minimo de rotagao do leito
para dissipar o calor gerado metabolicamente, evitando danificar o micélio e consumir menos
energia (ARORA; RANI; GHOSH, 2018). A movimenta¢do das particulas no tambor ¢
fortemente influenciada pelas caracteristicas da particula (forma, rigidez, dimensdo, umidade),
das propriedades mecanicas do meio poroso (rigidez, elasticidade, mdédulos de compressao e
de tragdo) e da presenga do micélio, que pode alterar a composi¢ao do substrato, além de criar
uma rede que interage com as particulas solidas.

Tada et al. (2017b) avaliaram a velocidade de rotagdo, o grau de enchimento e a
presenca de um tubo interno disposto axialmente entre as particulas na mistura e

movimentagdo de bagaco de cana-de-aglicar em um tambor rotativo com agitacao
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intermitente, utilizando PDI para determinar o niimero de rotacdes necessarias para obter
homogeneidade radial e axial, que foram dependentes apenas do grau de enchimento. Este
estudo, pioneiro no uso de particulas fibrosas, ndo considerou a presenga de microrganismo.

A simulagdo dos processos de CES resolvendo modelos matematicos ¢ considerada
como uma ferramenta util para projetar e controlar tais biorreatores (CASCIATORI;
THOMEO, 2018), pois os modelos matematicos devem descrever os fendmenos de
transferéncia de calor e massa do processo, sendo uma ferramenta consideravel para prever
pontos quentes e encontrar alternativas para evita-los (CASCIATORI et al., 2013;
MITCHELL; MEIEN; KRIEGER, 2003; SINGHANIA et al., 2009). Uma melhor
compreensdo desses aspectos pode reduzir significativamente o nimero de experimentos, o
que, por sua vez, economizaria tempo, custos operacionais e investimentos (SINGHANIA et
al., 2009).

A maioria das simulagdes foi desenvolvida para particulas aproximadamente esféricas
e na auséncia de microrganismos, porém muito dos substratos utilizados no CES nao tem essa
caracteristica e a mistura pode diferir consideravelmente em um cultivo real (ARORA; RANI;
GHOSH, 2018; WANG; YANG, 2007). Portanto, ainda sao necessarias pesquisas visando
correlacdes entre os dados experimentais e numéricos, que auxiliam na automagao e controle
dos parametros do cultivo, para obter produtividade e a qualidade dos produtos para
aplicacdes biotecnoldgicas, pois o sistema deve ser validado para vérios bioprocessos e
apoiado por modelos adequados e estratégias de controle (ARORA; RANI; GHOSH, 2018).

Tada et al. (2017a) avaliaram um modelo de transferéncia de calor bidimensional de
uma fase, proposto para prever os perfis de temperatura radial e axial ao longo do tempo em
um tambor horizontal, parcialmente preenchido com esferas de vidro, sujeitas a rotagdo
intermitente. Ao comparar a dados experimentais, observaram que o modelo proposto pode
ser usado como uma referéncia basica para estudos adicionais de transferéncia de calor em
biorreatores de tambor no CES e em outras aplicagdes.

Alguns fungos sdo tolerantes a agitacdo, como o Thermoascus aurantiacus,
Trichoderma harzianum, Myceliophthora thermophila e Aspergillus oryzae (KALOGERIS et
al. 2003; ALAM et al., 2009; GRAJALES, 2014; SCHUTYSER et al., 2003), enquanto A.
awamori € Metarhizium anisopliae, apresentam melhores resultados em condigdes estaticas
(DIAZ et al., 2009; van BREUKELEN et al. 2011). Kalogeris et al. (2003) avaliaram a
eficiéncia do biorreator de tambor rotativo com agitacdo intermitente para cultivo de 7.
aurantiacus em palha de trigo, tendo como variaveis temperatura, umidade e aeragdo.

Atividades superiores de celulases e hemicelulases foram obtidas no cultivo em biorreator
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quando comparado a frascos Erlenmeyer. Alam et al. (2009) cultivaram 7. harzianum em
cachos de frutos vazios de dendé em biorreator rotativo e observaram que a atividade da
celulase e a biomassa produzida foram superiores as produzidas em Erlenmeyer. Grajales
(2014) empregou M. thermophila em uma mistura composta por bagaco de cana-de-agucar e
farelo de trigo e realizou ensaios num tambor rotativo com graus de enchimento 0,4, 0,5 ¢ 0,6,
obtendo atividades de endoglucanase proximas as de ensaios em embalagens plasticas para os
maiores graus de enchimento e inferior no menor grau, atribuindo esta redug¢dao a agitagao
intensa das particulas. Observou que as hifas contribuiam para a formagao de aglomerados no
leito. Schutyser et al. (2003) cultivaram A. oryzae em graos de trigo para avaliar o momento
ideal para a realizacdo do primeiro evento de mistura. Seus resultados mostraram que a
mistura ¢ necessaria para romper as ligagdes do micélio antes que seja necessario adicionar
adgua para compensar as perdas por evaporacdao, evitando assim a presenga de grandes
agregados ap0s o periodo de mistura.

Diaz et al. (2009) avaliaram a influéncia da aeragdo e dos regimes de intermiténcia de
rotacdo sobre a produgdo de enzimas em uma mistura de bagaco de uva branca e cascas de
laranja (proporg¢ao 1:1) cultivadas por 4. awamori. As maiores atividades foram obtidas sem
ou com pouca agitagdo, e pouca correlacdo entre agitacdo e taxa de aeracdo pdde ser
observada. van Breukelen et al. (2011) cultivaram M. anisopliae em reator de tambor de
parede raspada e em leito empacotado, utilizando fibras de canhamo, farelo de trigo e farelo
de arroz como substrato. Os experimentos mostraram que cultivo em leito empacotado ¢ mais

adequado para produgdo de esporos em larga escala, pois o fungo ¢ muito sensivel a agitacao.

3.4 Propriedades estruturais e reologicas de materiais solidos

No dimensionamento de equipamentos e previsao dos coeficientes de transferéncia de
calor e massa, faz-se necessario entender as propriedades estruturais do meio poroso, como
por exemplo, as mecanicas. A compreensdo desse comportamento ¢ complexa, pois depende
de caracteristicas intrinsecas do substrato (e.g., composi¢do quimica, tamanho e forma das
particulas, densidade das particulas e do leito, porosidade do leito e elasticidade) e das
interagdes do microrganismo com o substrato. Esses fatores sdo geralmente heterogéneos,
revertendo-se em grande dispersdo de resultados experimentais, o que pode ser um desafio
para determinacdo das propriedades reologicas da biomassa lignoceluldsica por meio de
técnicas tradicionais (DIAMANTE; UMEMOTO, 2015; KLINGENBERG et al., 2017;
STICKEL et al., 2009; POLACHINI et al. 2016).
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A reologia abrange as propriedades mecanicas de sélidos, semissdlidos e liquidos, e
tem sido definida como a ciéncia da deformagdao quando o material ¢ submetido a uma forca
externa. A importancia da avaliagdo dessas propriedades em substratos solidos decorre da
possibilidade de obter informagdes sobre aspectos estruturais dos materiais e em dimensionar
e operar equipamentos para o manuseio de sélidos particulados (TELIS; TELIS-ROMERO;
GABAS, 2005). As propriedades mecanicas do substrato (como resisténcia, dureza,
plasticidade, elasticidade e viscosidade), assim como a porosidade do leito empacotado, tém
sido consideradas como os principais fatores que influenciam a transferéncia de calor e massa
no processo de CES (ZHANG; WANG; CHEN, 2017). Dessa forma, uma melhor
compreensdo dessas caracteristicas do substrato para CES ¢ importante para viabilizar a
produtividade, devido a melhores condigdes de processo, € projetos de biorreatores para o
aumento de escala industrial, pois durante o CES as propriedades do meio sdo alteradas com a
decomposicdo do substrato e aumento da concentragdo de biomassa microbiana
(OSADOLOR et al., 2018; ZHANG; WANG; CHEN, 2017).

Um dos testes mais simples para estimar propriedades relacionadas a textura de
solidos ¢ o teste de compressdo, que ¢ realizado aplicando-se uma taxa de deformagado
constante e obtendo-se a forca de compressao correspondente. A analise de perfil de textura
(TPA, do inglés Texture Profile Analysis) ¢ semelhante a esse teste, onde a amostra ¢
submetida a dois ciclos consecutivos de compressdo, o que resulta em uma curva de forca-
tempo (Figura 3.1), fornecendo varios parametros reoldgicos, incluindo dureza, coesividade,
elasticidade e adesividade, que podem ser aplicados na caracterizagao de textura dos materiais

solidos (RAO; QUINTERO, 2014; TELIS; TELIS-ROMERO; GABAS, 2005).

Figura 3.1 — Curva tipica (for¢a-tempo) resultante de um teste de TPA.

S Primeira compressao Segunda compressao
4 <>
=
a Dureza 7
Coesividade= Area,/ Area,
Adesividade= Areas
Elasticidade= ty/t;
Area, i / Area,
| \.//
Area /|
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Fonte: Elaborado pela autora.



21

A dureza (fornecida em newtons) ¢ definida como a for¢a méaxima necessaria para
alcangar certa deformacdo e caso o material sofra ruptura significativa ao longo desta
deformacao, a dureza recebe o nome de fraturabilidade. A coesividade (adimensional)
representa a intensidade das ligacdes internas do material que mantém sua estrutura,
indicando quanto a amostra pode ser deformada antes de sua ruptura, e ¢ representada pela
resisténcia do material a uma segunda deformac¢do em relagdo a como ele se comportou em
um primeiro ciclo de deformagdo. A elasticidade (adimensional) ¢ definida como a
capacidade de uma amostra deformada retornar a sua condigdo inicial depois que a forga de
deformacdo ¢ removida. A adesividade (joules) ¢ definida como o trabalho necessario para
superar a forca de atracdo entre a amostra e uma superficie (CHEN; OPARA, 2013;
GONZALEZ; MORELOS; CORREA, 2015; SZCZESNIAK, 2002).

Os experimentos com TPA sdo amplamente aplicados para caracterizar a textura de
uma grande variedade de alimentos, como frutas, carnes, queijos e gomas, entre outros
(GONZALEZ; MORELOS; CORREA, 2015). TPA ¢ frequentemente usado em materiais
fermentados para alimentos solidos (NAYAK; PANDA; 2016; SCHOBER et al., 2005;
SHAH; SHAH; MANDAWAR, 2006; TU et al., 2020), no entanto, de acordo com 0 nosso
conhecimento, ndo hd nenhum relatorio na literatura que aplique TPA a materiais de fibras
longas durante o CES. Devido a heterogeneidade dos subprodutos agroindustriais sélidos
utilizados como substrato para o crescimento microbiano, os métodos usuais de TPA devem
ser adaptados, buscando uma amostra uniforme e realizando um grande numero de
experimentos para produzir resultados confiaveis.

O conhecimento da movimentagdo de particulas em tambores rotativos ¢ importante
para os processos de transferéncia de calor e massa e ¢ extremamente complexo e ainda ndo
totalmente explicado, principalmente para particulas de geometria irregular ou fibrosa (CHEN
et al., 2017; TADA, 2016). Portanto, seria importante investigar como a mistura de particulas
e a presenga de micélio no processo de CES em biorreator rotativo afetariam os parametros
reologicos.

A porosidade, assim como a distribuicao do tamanho dos poros e a permeabilidade,
sao fatores que influenciam as propriedades fisicas, mecanicas, térmicas e elétricas de
materiais porosos (KACZMAREK; GOUEYGOU, 2006). Durante o cultivo em estado sélido,
tais propriedades sdo avaliadas para manter as condigdes necessarias ao crescimento
microbiano em biorreatores, pois afetam a transferéncia de calor e massa, condutividade
térmica e propriedades higroscopicas do meio (CASCIATORI et al., 2014), acessibilidade e
eficiéncia enzimatica do substrato (WANG; LIU; CHEN, 2018).
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A porosidade ndo se mantém constante durante o CES, em razdo do crescimento
microbiano, variacdo da umidade do leito, degradagdo e alteragdo na forma e o volume do
substrato, sendo necessario um equacionamento que considere essas mudancas e defina esse
parametro como uma funcao do crescimento microbiano (KARIMI et al., 2014). Esses autores
realizaram diferentes experimentos para determinar as alteragcdes da porosidade do leito de
farelo de trigo durante o CES de Aspergillus niger em biorreatores em escala laboratorial,
com objetivo de derivar uma equacao capaz de expressar o parametro em fun¢ao das variaveis
de estado (densidade de particulas, densidade do leito e umidade) a serem utilizadas na
modelagem de biorreatores para CES, concluindo que os balancos de massa e energia em
biorreatores de CES poderiam ser mais realistas utilizando uma equacdo onde ha varia¢do do
parametro de porosidade.

A determinagdo das propriedades estruturais de meios porosos pode ser realizada
usando métodos analiticos ou auxiliados por computador. Os métodos analiticos fornecem
informag¢des médias do meio poroso, até o nivel de volume do elemento representativo, € sao
bem representados pela gravimetria (CASCIATORI et al., 2014; MANAN; WEBB, 2019), a
porosimetria de mercurio (GIESCHE, 2006) e a sor¢ao de gas (CHEN; HE, 2012; WANG;
LIU; CHEN, 2018). Essas técnicas fornecem informacdes médias dos leitos (bulk) e
intraparticulas, como fracdo geral de vazios, tamanho médio dos poros e distribui¢do do
tamanho dos poros, embora algumas delas exijam a proposi¢do aprioristica dos volumes de
poros e modelos de adsorcao de gas (FABER et al.,, 2003). Os métodos auxiliados por
computador sdo acoplados a técnicas nao intrusivas e ndo destrutivas, como microtomografia
computadorizada de raios-X (u-CT), espectroscopia de energia dispersiva de raios-X e
ressonancia magnética e podem produzir informagdes microscopicas 3D médias e
intraparticulas. (DADKHAH; PEGLOW; TSOTSAS, 2012; IRIE et al., 2018; LANDIS;
KEANE, 2010).

Casciatori et al. (2014), correlacionaram as propriedades estruturais de leitos
empacotados com bagaco de cana-de-acucar, farelo de trigo, polpa e casca de laranja e
mistura destes materiais com o teor de umidade e a técnica de empacotamento empregada.
Experimentos de CES foram realizados utilizando o fungo M. thermophila 1-1D3b para
avaliar o efeito do crescimento fungico nessas propriedades. Os autores concluiram que as
propriedades testadas (densidade do leito, densidade de particula e porosidade) foram
fortemente afetadas pelo teor de umidade, propondo equacdes de determinagdo para cada

propriedade em cada material individual e para misturas entre eles. No entanto, devido a
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simplicidade da técnica gravimétrica adotada, ndo foram observadas variacdes destas
propriedades com o tempo de cultivo.

O PDI pode ser aplicavel aos processos de cultivo em estado sélido para caracterizar a
macroestrutura média (tamanho de particula, porosidade) ou o crescimento de micélio, sendo
um método ndo destrutivo, rapido e simples para estimar indiretamente a biomassa produzida
no cultivo, medindo a 4rea ocupada pelo micélio na imagem adquirida. E uma anélise nio
penetrante, fornecendo informacdes apenas da superficie ou de se¢des das amostras, no
entanto, ha dificuldade para separar os microrganismos ou distinguir os objetos de interesse
do plano de fundo (BELLON-MAUREL; ORLIAC; CHRISTEN, 2003; COURI et al., 2006).
Devido a essas limitagdes, pode ser usado em experimentos preliminares, onde a avaliagdo
das melhores condic¢des para o crescimento do microrganismo ¢ realizada, pois na superficie
hé oxigénio disponivel (LOPEZ-GOMEZ; PEREZ-RIVERO; WEBB, 2019).

A microtomografia de raio-X (u-CT) ¢ uma andlise ndo destrutiva, onde as amostras
sdo escaneadas, gerando imagens volumétricas sobre a microestrutura interna para
reconstru¢do tridimensional, fornecendo informacdes para detec¢ao das particulas, posigao,
raio de rotacdo, porosidade e distribui¢do do niimero e angulo de coordenacao (DADKHAH;
PEGLOW; TSOTSAS, 2012; IRIE et al., 2018), além de caracterizar a distribui¢do do micélio
no cultivo em estado sélido (BELLON-MAUREL; ORLIAC; CHRISTEN, 2003) e fornecer
dados sobre as modificagdes na orientacdo das fibras que ocorrem durante os testes mecanicos
(MASSE; POQUILLON, 2013). Embora nao seja aplicdvel a nanoestruturas, a técnica
encontra espaco em meios porosos granulares e agregados porosos de particulas de maior
escala (MORENO-ATANASIO; WILLIAMS; JIA, 2010). A metodologia tem aplicagdes em
varias areas, como odontologia, biologia, ciéncias ambientais, ciéncia dos materiais e nas
industrias quimica, farmacéutica e de alimentos (IRIE et al., 2018; MEFTAH et al., 2019;
PARKINSON et al., 2008; PIGNERET et al., 2016; SINKA et al., 2004; SCHOEMAN et al.,
2016; VERMA et al., 2014).
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CAPITULO 4. INFLUENCIA DO USO DE TRACADOR COLORIDO NO CULTIVO
EM ESTADO SOLIDO EM MISTURA DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E
FARELO DE TRIGO

RESUMO

O cultivo em estado solido (CES) vem sendo amplamente investigado devido a possibilidade
em se usar residuos solidos agroindustriais como substrato, reduzindo o custo dos produtos
obtidos. Uma dificuldade deste processo ¢ a quantificagdo da biomassa microbiana, estimada
pelo uso de métodos indiretos, como por exemplo, N-acetil-glicosamina, gases de respiragdo
(CO; e Oy) e quantificacao visual do micélio. Neste ultimo caso, ¢ comum empregar-se
corantes para diferenciar biomassa vegetal e microbiana. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia do uso de tragador colorido sobre o crescimento do fungo
Myceliophthora thermophila 1-1D3b em substrato composto por bagago de cana-de-actcar e
farelo de trigo, estimado pela técnica de respiracao e pela técnica de processamento digital de
imagem (PDI). Para tanto, adicionou-se solugdo Rodamina B para corar o meio de cultivo,
executando-se cultivos por 96 horas com e sem tragador, medindo-se a producdo de CO, e
analisando-se amostras por PDI. Diante dos resultados apresentados pela técnica PDI, ndo se
observou diferenca no crescimento do micélio no substrato sem e com coloragdo por
Rodamina B, porém as concentracoes de CO, observadas indicam que o corante pode

interferir na atividade metabdlica do microrganismo.

Palavras-chave: Cultivo em estado s6lido. Processamento digital de imagem. Crescimento

fangico. Myceliophthora thermophila 1-1D3b. Rodamina B.

ABSTRACT

Solid-state cultivation (SSC) has been widely used due to the possibility of using
agroindustrial solid wastes as substrate, reducing costs of the obtained products. One
difficulty of this process is the quantification of biomass, usually estimated using indirect
methods, such as N-acetyl-glucosamine, respiration gases (CO, and O,;) and visual
quantification of the mycelium. The later method is often carried out with the aid of color
tracers. Thus, the objective of this work was evaluate the influence of the use of colored tracer

on the growth of the fungus Myceliophthora thermophila 1-1D3Db in a substrate composed of
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sugarcane bagasse and wheat bran, estimated by the respiration technique and the digital
image processing (DIP) technique. Rhodamine B solution was used to dye the culture
medium, since it was assumed that the tracer could affect microbial growth. Experiments with
and without the use of Rhodamine B were evaluated by the production of CO, and DIP
technique during 96 hours. The results from the DIP using the color tracer did not differ from
the ones obtained without it, even though the concentrations of CO, indicated that the fungal

metabolic activity has been affected by the tracer.

Keywords: Solid-state cultivation. Digital image processing. Fungal growth. Myceliophthora
thermophila 1-1D3b. Rhodamine B.

4.1 Introducao

O cultivo em estado so6lido (CES) ¢ definido como o processo de fermentagdo
realizado em substrato solido com umidade suficiente para suportar o crescimento e atividade
metabolica do microrganismo, mas sem exceder a capacidade de retencao de agua do meio
poroso (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). Neste contexto, tem-se utilizado
residuos das agroindustrias como substratos, devido a sua alta disponibilidade e baixo custo,
tornando este processo vantajoso quando comparado ao cultivo submerso (WANG; YANG,
2007; SOCCOL et al., 2017).

Os principais problemas a serem enfrentados no CES em escala industrial estdo
relacionados aos aspectos de engenharia, como falta de processos padronizados,
reprodutibilidade limitada dos resultados experimentais, alta resisténcia as transferéncias de
massa e energia, dificuldade em manusear sélidos em reatores e a quantificacdo de biomassa
para a proposicao da cinética de reagdes (WANG; YANG, 2007; SOCCOL et al., 2017).

A estimativa da biomassa ¢ um parametro essencial para o controle dos processos, no
entanto, a medida direta no substrato s6lido ndo ¢ possivel, devido a dificuldade de separar o
microrganismo do substrato, que permanece entremeado entre os poros e aderido as
particulas. Dessa forma, o uso de métodos indiretos ¢ necessario para os estudos cinéticos do
crescimento microbiano, dentre os quais pode-se destacar, a estimativa de componentes da
estrutura celular (N-acetil-glicosamina, ergosterol e proteinas, por exemplo), de metabolitos
(enzimas), de gases de respiragdo (CO, e O;) e quantificagdo visual do micélio
(processamento digital de imagem - PDI) (COURI et al., 2006; RUTSATZ, 2006). Para

diferenciar particulas em biomassa fiingica nos ensaios de PDI, ¢ frequente o uso de corantes
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do material so6lido e uma das vantagens da técnica ¢ sua rapidez e baixo custo. Em
biorreatores de tambor rotativo, o PDI pode ser empregado para avaliar a movimentagao das
particulas (GRAJALES et al., 2012; TADA et al., 2017b) e potencialmente poderia ser
aplicado para avaliagdo do crescimento microbiano e de sua influéncia sobre a movimentagao
do meio.

Diante da possibilidade de uso da técnica de PDI para avaliar o crescimento fungico
em biorreator de tambor rotativo, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do uso do
tragador colorido Rodamina B no crescimento do fungo M. thermophila 1-1D3b em substrato
composto por bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo. O crescimento do fungo foi

estimado pela produg@o de CO; e pela técnica de processamento digital de imagem.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Substrato

Foi utilizado como substrato bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo. O bagago foi
doado pela Companhia Virgolino de Oliveira Agticar e Alcool, de José Bonifacio — SP, sendo
esse, seco em estufa com circulacdo de ar a 60°C até peso constante, peneirado para conferir
maior uniformidade ao meio poroso, e padronizado como a fragdo retida entre peneiras com
diametros 2 e 4 mm. O farelo de trigo foi adquirido no comércio local e seco em estufa com
circulacao de ar a 45°C até peso constante. Nesses substratos adicionou-se solugdo aquosa
Rodamina B a 0,02% (p/v) até obterem coloracdo homogénea, apos, foram secos novamente,
nas mesmas condi¢cdes especificadas. A concentragdo de Rodamina B utilizada foi
determinada experimentalmente por Grajales (2014) e Tada et al. (2017b) para esses
substratos. Em seguida os substratos foram armazenados em embalagens de polietileno de
parede espessa em temperatura ambiente. Os cultivos sem e com coloragdo foram

denominados como CN e CR, respectivamente.

4.2.2 Cultivo em estado solido

O fungo M. thermophila 1-1D3b, foi isolado pelo Grupo de Pesquisa em Bioenergia do
IBILCE/UNESP a partir de pilhas de bagaco de cana-de-acicar. A manutencdo do
microrganismo foi realizada em tubos de ensaio contendo meio agar batata dextrose (BDA)

recoberto por um filme de 6leo mineral. O indculo foi preparado cultivando-se o fungo a 45°C
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em estufa DBO por 96 horas, em frascos Erlenmeyer inclinados contendo meio BDA. Apds o
cultivo, foi adicionada soluc¢ao nutriente aos frascos e a superficie do meio foi raspada para a
suspensdo dos esporos. A solugdo nutriente foi composta de 3,5 g L' de (NH4),SO4, 3,0 g.L"!
de K,HPOq,, 0,5 g.L'1 de MgS0,4.7H,0, 0,5 g.L'1 de CaCl, e 1,0 g.L'1 de Tween 80, ajustada
para pH 5,0 com solu¢ao de HCI. A concentracao de esporos foi determinada por contagem
em Camara de Neubauer em microscopio otico.

Nos ensaios de fermentacdo foram utilizadas as condigdes de cultivo otimizadas por
Zanelato et al. (2012), empregando-se proporc¢des de 7:3 (p/p) de bagaco de cana-de-agucar e
farelo de trigo, respectivamente, autoclavados a 121°C por 20 min. Os substratos foram
umidificados a 75% (b.u.) com suspensio de inéculo na concentragio de 107 esporos.g meio
seco”’, mantidos a temperatura de 45°C por 96 horas em cdmara DOB ou em biorreator de

leito empacotado.

4.2.3 Determinacao indireta do crescimento fungico

4.2.3.1 Técnica de processamento digital de imagem
Realizou-se cultivos em placas de Petri, sem e com a adi¢do de Rodamina B, como
mostra a Figura 4.1. A cada 24 horas, as placas foram fotografadas sob condi¢des de
iluminacao controladas utilizando camera digital DSC RX-100 (Sony Co., China). Em
seguida as imagens foram digitalizadas e analisadas empregando-se o software Image Pro
Plus 6 (Media Cybernetics Inc., Rockville, EUA), onde a 4rea de coloracdo reconhecida pelo
programa correspondia ao substrato sem ocupag¢do de hifas na superficie da placa

(GRAJALES, 2014; TADA et al., 2017b).

Figura 4.1 — Imagem das placas de Petri utilizadas para o cultivo em estado s6lido: a) sem

coloragao (CN); b) com coloragao (CR).

(b)

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2.3.2 Produgdo de gas carbonico (CO>)

Os ensaios foram realizados em biorreator de leito empacotado, construido de forma
modular em ago inox, composto por cinco modulos de didmetro interno 7,26 c¢cm e altura 10
cm, similar ao empregado por Perez; Casciatori € Thoméo (2019). O comprimento total do
leito foi de 50 cm, a temperatura da camisa foi fixada em 45°C, por intermédio da circulagao
de 4gua, e o ar umido foi introduzido a vazao de 43 L.h', a 45°C, por 96 horas. A massa de
substrato empacotado foi de 45 gramas de solido seco em cada moddulo e a vazao de ar
utilizada foi calculada com base no nimero modificado de Damkohler igual a 1, seguindo-se
Perez; Casciatori € Thoméo (2019). Foram realizados experimentos simultaneos do substrato
com e sem adi¢cdo de solucdo Rodamina B em biorreatores independentes. Durante o cultivo
foi feita a coleta dos gases em cada modulo e estes foram analisados para determinagao da
concentracdo de CO, por meio de um analisador de gases Tandem-Pr6 (Magellan Biotech,

Hertfordshire, G. B.).

4.3 Resultados e Discussao

A Tabela 4.1 apresenta os resultados da técnica de PDI e a Figura 4.2 mostra como foi
realizada a quantificagdo da area de crescimento do M. thermophila 1-1D3b no cultivo em
estado solido. Observou-se que a partir de 24 horas de cultivo é possivel acompanhar o
crescimento do fungo, que ocupou quase toda a superficie do meio em 96 horas (Tabela 4.1),
e esses resultados nao diferiram significativamente quando comparado o meio de cultivo com
e sem coloracdo com Rodamina B. Durante esse periodo, notou-se que a cor na superficie do
substrato mudou durante o cultivo so6lido, devido ao crescimento do fungo. Resultados
semelhantes foram apresentados por Gomes (2015) ao monitorar a drea de crescimento da
biomassa do fungo M. thermophila M.7.7 ao longo do processo de cultivo em estado so6lido
por 120 horas no mesmo substrato, afirmando que em meios de cultivos onde existe um
contraste eficiente entre o microrganismo e o meio, também ¢ possivel quantificar a taxa de
crescimento microbiano por PDI.

Neste contexto, estdo disponiveis na literatura trabalhos que empregaram a técnica de
analise de imagens em sistemas particulados, alguns aplicados a tambores rotativos, como
Tada et al. (2017b), que avaliaram a mistura e movimentagao de particulas de bagago de cana-
de-agucar em tambor rotativo, utilizando Rodamina B como marcador. O trabalho ressalta que
a area reconhecida pelo software ¢ muito proxima a concentragdo de tracador das amostras

preparadas. Couri et al. (2006) utilizaram uma técnica de PDI com aplicagdo de operagdes
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matematicas, mascara bindria e filtros (lineares e ndo lineares), adquirindo imagens em
microscOpio Optico, para uma melhor visdo sobre o monitoramento do crescimento de
Aspergillus niger 3T5B8 no cultivo em estado so6lido, usando farelo de trigo como substrato,
onde indicou que a técnica pode ser usada para estimativa indireta do crescimento
microbiano. Ainda assim, poucas referéncias sao encontradas utilizando a técnica de PDI para

a avaliacao do crescimento de fungos filamentosos em cultivo sélido.

Tabela 4.1 — Resultados da area colorida identificada pelo software Image Pro Plus 6 em

relagdo a area total (em porcentagem), correspondente a area de substrato sem colonizagao.

Tempo (horas)
Cultivo 24 48 72 96
CN 73,55 £ 2,75° 37,95 £9,00° 21,24 £ 0,99° 3,25+0,12%
CR 73,41 +1,15° 37,98 +7,73° 22,12 +4,49° 3,65+2,41*

CN: cultivo sem coloragdo; CR: cultivo com coloragdo. Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 4.2 — Quantificagdo da area de crescimento do M. thermophila I-1D3b em cultivo no

estado solido em placas de Petri no tempo de 96 horas.

Imagem nio processada pelo software Software Image Pro Plus 6
CN
s N
s
S 0
CR gé.l?l

CN: cultivo sem coloragdo; CR: cultivo com coloragio.
Fonte: Elaborado pela autora.
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A Figura 4.3 apresenta a taxa de producao de gas carbonico por hora de cultivo em
biorreator de leito empacotado, enquanto a Figura 4.4 apresenta o total acumulado, em
porcentagem, no tempo de cultivo. Uma das vantagens da medida da concentragdo de CO, ¢
ndo necessitar de amostragem do meio de cultivo, pré-tratamentos e analises quimicas do
fermentado, podendo ser realizadas medidas online (CASCIATORI, 2015). Nesse estudo nao
foi possivel correlacionar os dados com a produgcdo de biomassa do fungo, pois essa
estimativa precisa ser calibrada por algum outro método de referéncia.

Comparando-se os resultados de CN e CR nas Figuras 4.3 e 4.4, observa-se que até 36
horas de cultivo as concentragcdes praticamente se sobrepdem. No entanto, para tempos
posteriores, as concentragdes de CO, obtidas nos cultivos com Rodamina B foram inferiores
as obtidas sem o corante, indicando que o corante inibiu o crescimento microbiano. Como os
resultados do PDI para os cultivos CN e CR pouco diferiram, acredita-se que o crescimento
do fungo na superficie das placas de Petri expostas ao ar ndo foi afetado, mas que no interior
do biorreator houve a geracdo de algum composto inibitério que nao foi satisfatoriamente

removido, afetando o metabolismo microbiano.

Figura 4.3 — Taxa de producdo de CO, por hora de cultivo em estado so6lido de M.
thermophila 1-1D3b em biorreator.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 4.4 — Total de CO, acumulado durante cultivo em estado solido do M. thermophila 1-
1D3b em biorreator.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados da taxa de producao de CO; no cultivo CN seguiram o mesmo padrao
apresentado por Rutsatz (2006), um rapido aumento inicial, atingindo o pico maximo préoximo
a metade da fase de crescimento, seguido de uma lenta reducdo. A producao total acumulada
de CO; em 96 horas para CN foi de 246,61 kgco, e para CR foi de 207,14 kgcos.

O método frequentemente usado para a quantificagcdo da biomassa em CES ¢ pela
determinagdo de N-acetil-glicosamina (COURI et al., 2006), porém essa determinagdo nao ¢
satisfatoria quando o meio de cultivo CR foi empregado, pois a reacdo decorrente do método

de determinacao de N-acetil-glicosamina possui a mesma coloragdo rosa do tracador.

4.4 Conclusao

O processamento digital de imagens pode ser usado para estimativa indireta de
biomassa em cultivo em estado solido, porém quando se empregam tragadores coloridos, para
aumentar o contraste entre as biomassas fungica e vegetal, ensaios especificos devem ser
realizados para avaliar se hd inibicdo do crescimento microbiano devido ao tracador. No
presente estudo, a técnica de processamento digital de imagens ndo constatou influéncia no
crescimento do fungo no substrato sem e com coloragdo por Rodamina B, enquanto que as
concentracoes de CO;, observadas indicam que o corante pode interferir na atividade

metabolica do microrganismo.
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CAPITULO 5. PROPRIEDADES REOLOGICAS DE MISTURAS DE BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR E FARELO DE TRIGO DURANTE O CULTIVO EM ESTADO
SOLIDO

RESUMO

As propriedades fisicas dos so6lidos utilizados como substratos no cultivo em estado so6lido
podem sofrer mudangas drasticas ao longo do cultivo, entre elas as propriedades reoldgicas. O
entendimento dessas propriedades ¢ fundamental para simulagdo e operacdo mais realista de
biorreatores de leitos moéveis e estaticos. Este trabalho teve como objetivo obter
experimentalmente parametros reoldgicos de um meio composto por bagaco de cana-de-
acucar (BC) e farelo de trigo (FT) antes e durante o cultivo com o fungo Myceliophthora
thermophila 1-1D3b visando a produ¢ao de celulases. Uma analise do perfil de textura (TPA)
e ensaios de resisténcia a tragdo foram realizados e pardmetros como dureza, coesdo e
elasticidade foram determinados. Para os experimentos de resisténcia a tragdo, o fungo foi
cultivado em dois discos de FT separados por um vazio definido, que foi preenchido pelo
micélio aéreo ao longo do cultivo e a for¢a necessdria para desmontar os dois discos foi
medida em fun¢do do tempo de cultivo. Outro experimento de resisténcia a tra¢do foi
realizado em um bloco de BC e FT e a for¢a necessaria para romper o bloco foi medida ao
longo do cultivo. Experimentos de dupla compressdo antes do cultivo foram realizados
umedecendo as amostras bem antes do experimento (15 dias) e imediatamente antes do
experimento. Experimentos de dupla compressdo durante o cultivo foram realizados com
amostras de diferentes teores de umidade e tempos de cultivo, umedecendo as amostras
imediatamente antes do experimento. Os resultados mostraram que umedecer as amostras
com muita antecedéncia do experimento produzia amostras mais duras. Observou-se uma
tendéncia de diminui¢do da forca de compressdo com o aumento do tempo de cultivo,
indicando degradacao fisica do material s6lido. A forca de tensdo de ruptura do micélio aéreo
e do meio cultivado ocorreu as 24 horas de cultivo, coincidindo com a atividade
respirométrica maxima do fungo. Os resultados aqui obtidos sdo relevantes para a previsao da
forca necessaria para girar um tambor ao longo do cultivo e a altura méxima permitida da

coluna em biorreatores de leito compactado.

Palavras-chave: Cultivo em estado solido. Reologia de solidos. Analise de perfil de textura.

Bagaco da cana-de-acucar. Farelo de trigo. Myceliophthora thermophila 1-1D3b.
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ABSTRACT

The physical properties of the solids used as substrates in solid-state cultivation may undergo
through dramatic changes along the cultivation, among them the rheological properties. The
understanding of these properties is fundamental for more realistic simulation and operation
of bioreactors of moving and static beds. This work aimed to obtain experimentally
rheological parameters of a medium composed by sugarcane bagasse (SCB) and wheat bran
(WB) before and during the cultivation with the fungus Myceliophthora thermophila 1-1D3b.
A texture profile analysis (TPA) was performed and assays of compression and tensile
strength were carried out and parameters such as hardness, cohesiveness and springiness were
determined. For the experiments of tensile strength, the fungus was cultivated in two discs of
wheat bran separated by a definite void, which was filled by the aerial mycelium along the
cultivation and the force required to take apart both discs was measured as a function of the
cultivation time. Another tensile strength experiment was carried out in a block of sugarcane
bagasse and wheat bran and the force required to disrupt the block was measured along the
cultivation. Experiments of double compression before the cultivation were carried out
moistening the samples well in advance of the experiment (15 days) and just before the
experiment. Experiments of double compression during the cultivation were done with
samples at different moisture contents and cultivation times, moistening the samples just
before the experiment. The results showed that moistening the samples well before the
experiment produced harder samples. A trend of decrease of the compression force was
noticed with the increase of the cultivation time, indicating physical degradation of the solid
material. The breaking stress force of the aerial hyphaes and of the cultivated medium took
place at 24 h of cultivation, which was coincident with the maximum respirometric activity of
the fungus. The results here obtained will be of relevance to the forecast of the force required
to rotate a drum along the cultivation and the maximum allowable column height in packed

bed bioreactors.

Keywords: Solid-state cultivation. Solid rheology. Texture profile analysis. Sugarcane

bagasse. Wheat bran. Myceliophthora thermophila 1-1D3b.
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5.1 Introducao

A cana-de-aglicar ¢ uma das tradicionais plantas cultivadas no Brasil e ¢ destinada
principalmente a produgao de etanol. Apos o processamento, ¢ produzido bagaco de cana-de-
acucar, que atualmente sdo queimados em caldeiras para gerar energia elétrica. No entanto,
devido a sua alta disponibilidade, o bagaco pode ser empregado para o cultivo de
microrganismos visando a producao de varios produtos de maior valor agregado, dentre os
quais enzimas de interesse da industria do etanol de segunda geracdo (AITA et al. 2019;
CASCIATORI; THOMEO, 2018; FARINAS, 2015; FRASSATTO et al., 2020; PANDEY et
al., 2000).

Misturas de bagago de cana-de-agucar (BC) e farelo de trigo (FT) foram empregadas
com sucesso para a sintese de celulases e hemicelulases por cultivo em estado solido (CES)
(PEREZ; CASCIATORI; THOMEO, 2019; ZANELATO et al, 2012). O FT ¢
frequentemente usado em misturas com materiais lignocelulosicos para CES como indutor do
crescimento de fungos, uma vez que possui um equilibrio favoravel entre fontes de carbono
facilmente disponiveis (amido) e proteinas (KATILEVICIUTE et al.; 2019).

Zanelato et al. (2012) cultivaram o fungo termofilico Myceliophthora thermophila 1-
1D3b em misturas de BC e FT em embalagens plésticas e em biorreator de leito empacotado,
produzindo elevada atividade de endoglucanases e xilanases. Pelas condi¢des otimizadas
obtidas por esses autores, Perez, Casciatori e Thoméo (2019) propuseram alguns critérios para
aumentar os biorreatores de leito empacotado, alegando que € possivel aumentar o tamanho
dos leitos empacotados em escalas industriais. Frassatto et al. (2020) utilizaram esses
substratos para producdo de B-glicosidase pelos fungos Trichoderma reesei e Thermoascus
aurantiacus € aplicaram o coquetel enzimatico resultante para sacarificacao do BC in natura,
obtendo sacarificacao eficaz. Camassola e Dillon (2010) produziram celulases totais (papel de
filtro), endoglucanase, [-glicosidase e xilanases ao cultivar Penicillium echinulatum em BC
pré-tratado alcalinamente misturado a FT em diferentes propor¢des, obtendo elevadas
atividades enzimaticas.

Algumas propriedades fisicas das misturas de BC e FT foram relatadas na literatura,
como porosidade e densidade do leito a granel (CASCIATORI et al., 2014), condutividade
térmica efetiva (CASCIATORI et al., 2013) e propriedades higroscopicas (CASCIATORI et
al., 2015). Por outro lado, ndo foi encontrado nenhum trabalho sobre as propriedades
reologicas das misturas de BC e FT com ou sem cultivo. Para os biorreatores de leito movel, a

resisténcia a tracdo e as propriedades de compressdo sdo importantes para evitar regides de
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baixa porosidade e permitir boas caracteristicas de mistura das particulas. Portanto, o
conhecimento das propriedades reologicas ¢ importante para melhorar as condigdes
operacionais do processo ¢ para um melhor projeto dos biorreatores, considerando que as
propriedades fisicas do meio podem sofrer alteracdes consideraveis ao longo do cultivo
devido ao aumento da biomassa microbiana e a degradacdo do substrato s6lido (OSADOLOR
etal., 2018; ZHANG; WANG; CHEN, 2017).

A aglomeracdo de particulas de graos de trigo ao longo do cultivo por Aspergillus
oryzae em um biorreator de tambor rotativo foi simulada por Schutyser et al. (2003) por meio
do modelo de particulas discretas. Com base nas caracteristicas fisicas das particulas, o
modelo foi capaz de prever as interagdes, movimentos, tamanhos e quantidade de agregados
apds o primeiro evento de rotacdo, € os autores recomendaram iniciar a agitacdo antes que o
consumo maximo de oxigénio pudesse ser observado. O modelo exigiu a resisténcia do
micélio aéreo fingico as forcas de resisténcia a tragdo, as quais foram determinadas
experimentalmente.

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo avaliar experimentalmente as
propriedades reoldgicas de misturas dos substratos BC e FT, antes e ao longo do cultivo do
fungo M. thermophila 1-1D3b. As propriedades relativas as forcas de compressdo e a
resisténcia a tracdo foram determinadas em funcdo da propor¢do BC:FT, da umidade e do
tempo de cultivo. Algumas metodologias sdo inovadoras e foram desenvolvidas
especificamente para este tipo de material. Este fungo e este meio de cultivo foram escolhidos
devido ao grupo de pesquisa ter uma longa experiéncia neste cultivo, com publicacdes e
informagdes sobre propriedades fisicas do meio com e sem cultivo (CASCIATORI et al.,
2013; CASCIATORI et al., 2014, CASCIATORI et al., 2015; CASCIATORI; THOMEO,
2018; TADA et al.; 2017b; TADA et al., 2020) e em experimentos de ampliacao de escala de
biorreatores (PEREZ; CASCIATORI; THOMEO, 2019; ZANELATO et al., 2012). Portanto,
o estudo das propriedades reoldgicas ajudara a entender alguns aspectos do projeto e operagao
de biorreatores de leito compactado e de tambor rotativo, embora a técnica aqui apresentada

possa ser usada para outro sistema microbiano de CES.
5.2 Analise de Perfil de Textura
Um dos testes mais simples para estimar propriedades relacionadas a textura de

alimentos solidos ¢ o teste de compressdao, que ¢ realizado aplicando-se uma taxa de

deformagdo constante a amostra e obtendo-se a forca de compressao correspondente. Durante
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a analise de perfil de textura (TPA), a amostra ¢ submetida a dois ciclos consecutivos de
compressao, de modo a simular a mastigacdo de alimentos so6lidos. O resultado de um
experimento de TPA ¢ um diagrama de forca-tempo semelhante ao apresentado na Figura 5.1,
que fornece parametros como dureza, coesdo, elasticidade, adesividade, fraturabilidade,

mastigagao e gomosidade (BOURNE, 2002; RAO; QUINTERO, 2014).

Figura 5.1 — Resultado tipico da analise de perfil de textura.

Primeira compressao Segunda compressao
&>

For¢a

Dureza —7
Coesividade= Area,/ Area,
Adesividade= Area;
Elasticidade= t,/t;

Area,

t

Fonte: Elaborado pela autora.

O parametro de dureza (fornecida em newtons) ¢ definido como a for¢a maxima
necessdria para produzir a deformacdo desejada do material. Geralmente, a distancia
percorrida pela sonda do analisador de textura para comprimir o material ¢ fixa, bem como a
velocidade da sonda. A coesividade (adimensional) representa a intensidade das ligagdes
internas do material que mantém sua estrutura, indicando quanto a amostra pode ser
deformada antes de sua ruptura, e ¢ representada pela resisténcia do material a uma segunda
deformacdo em relacdo a como ele se comportou em um primeiro ciclo de deformagdo. A
elasticidade (adimensional) ¢ definida como a capacidade de uma amostra deformada retornar
a sua condi¢do inicial depois que a forca de deformacao ¢ removida. A adesividade (joules) ¢
definida como o trabalho necessario para superar a for¢a de atracdo entre a amostra e uma
superficie (CHEN; OPARA, 2013; GONZALEZ; MORELOS; CORREA, 2015;
SZCZESNIAK, 2002).

Os experimentos de TPA sao amplamente utilizados na caracterizacao textural de uma
grande variedade de alimentos so6lidos, como frutas, carnes, queijos e gomas, entre outros
(GONZALEZ; MORELOS; CORREA, 2015), matérias-primas e formula¢des de cosméticos
e farmacos (TAI; BIANCHINI; JACHOWICZ, 2014). TPA ¢ frequentemente usado em
alimentos solidos fermentados (NAYAK; PANDA; 2016; SCHOBER et al., 2005; SHAH;
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SHAH; MANDAWAR, 2006; TU et al., 2020), no entanto, de acordo com 0 nosso
conhecimento, ndo hd nenhum relatério na literatura que aplique TPA a materiais de fibras
longas durante o CES. Devido a heterogeneidade dos subprodutos agroindustriais solidos
utilizados como substrato para o crescimento microbiano, os métodos usuais de TPA devem
ser adaptados, buscando uma amostra uniforme e realizando um grande numero de
experimentos para produzir resultados confiaveis.

Schutyser et al. (2003) e Arora et al. (2017) estao entre os poucos trabalhos publicados
sobre propriedades reoldgicas dos materiais durante o CES. Schutyser e colaboradores (2003)
desenvolveram um método para estimar a resisténcia a for¢ca de ruptura do micélio aéreo de
Aspergillus oryzae entre graos de trigo, a fim de prever a forca necessaria para decompor
aglomerados de graos em um biorreator rotativo. No método desenvolvido, dois discos de
substrato em placas de Petri, foram inoculados e colocados face a face, formando um
sanduiche, separados por distdncias definidas, para permitir a troca gasosa € o
desenvolvimento das hifas. Quando o micélio aéreo comecou a ser percebido, a resisténcia a
tragdo necessaria para separar os discos foi medida usando um analisador de textura. Os
resultados foram reprodutiveis e os autores afirmaram que a técnica foi capaz de produzir
dados que poderiam ser usados para simular as for¢as ocorridas em um sistema de CES real
composto por graos de trigo. Arora et al. (2017) usaram um sistema semelhante para medir a
resisténcia a tracdo das hifas aéreas de Rhizopus oryzae cultivadas em uma mistura de farelo
de trigo e bolo de o6leo de linhacga, a fim de prever eventos de mistura em um novo biorreator

de leito movel para CES.

5.3 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioenergia do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas na Paulista Estado Universidade (IBILCE / UNESP),
Sdo José do Rio Preto, Brasil. As condi¢des experimentais adotadas neste trabalho para o
cultivo de M. thermophila 1-1D3b em uma mistura de bagaco de cana-de-acucar e farelo de
trigo (propor¢ao 7:3 BC:FT, temperatura 45°C, teor de umidade 75%, base timida) foram as

condi¢cdes Otimas obtidas por Zanelato et al. (2012), exceto quando indicado de outra forma.



38

5.3.1 Substratos

Foram utilizados como substratos bagaco de cana-de-acticar (BC) e farelo de trigo
(FT). O BC foi doado pela Companhia Virgolino de Oliveira Agticar e Alcool, de José
Bonifacio — SP, sendo esse, seco em estufa com circulagdo de ar a 60°C até peso constante,
peneirado para conferir maior uniformidade ao meio poroso, e padronizado como a fracdo
retida entre peneiras com aberturas de 2 e 4 mm. O FT foi adquirido no comércio local e seco
em estufa com circulacao forgada de ar a 45°C até peso constante. Em seguida os substratos
foram armazenados em embalagens de polietileno de parede espessa em temperatura

ambiente.
5.3.2 Microrganismo

O fungo M. thermophila 1-1D3b foi isolado pelo Grupo de Bioenergia do
IBILCE/UNESP a partir de pilhas de BC. A manuten¢ao do microrganismo foi realizada em
tubos de ensaio contendo meio dgar sabouraud dextrose (ASD) inclinado, incubados em
estufa DBO a 45°C por um periodo de 96 horas e posteriormente armazenados em
refrigerador a 5°C, preservando-o com repiques periddicos.

No preparo do inoculo, o microrganismo foi transferido para frascos Erlenmeyer
contendo 50 mL de meio ASD, previamente autoclavados a 121°C por 20 min, e incubados a
45°C por 96 horas. Os esporos foram raspados da superficie da colonia com 50 mL de solugao
nutriente, previamente autoclavada, composta de 3,5 g.L'1 de (NH4),SO4, 3,0 g.L'1 de
K>HPO4, 0,5 g.L "' de MgS0,4.7H,0, 0,5 g.L"' de CaCl, ¢ 1,0 g.L"' de Tween 80, ajustada para
pH 5,0 com solugdo de HCI. A concentracdao de esporos foi estimada pela contagem em
microscopio Optico usando Camara de Neubauer. A concentragdo de esporos utilizada em

todos os ensaios foi de 107 esporos.g solido seco™.
5.3.3 Analise do perfil de textura

A analise do perfil de textura (TPA) foi realizada em texturémetro TA.TX Plus (Stable
Micro Systems, Godalming, Inglaterra), equipado com uma célula de carga de 50 kg e
gerenciado pelo software Exponent 32 versdao 5.1.1.0 (Stable Micro Systems, Inglaterra). O
experimento de dupla compressao foi realizado utilizando o probe cilindrico de aluminio com

36 mm de didmetro (P/36R) para comprimir a amostra em 50% de sua altura original, a uma
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velocidade de teste de 1,0 mm.s’ com tempo de recuperacdo de 5 segundos entre duas
compressdes consecutivas (Figura 5.2). A partir da curva forga-tempo da TPA foram obtidos

os parametros de dureza, coesividade e elasticidade.

Figura 5.2 — Texturometro TA.TX Plus para o experimento de analise do perfil de textura,

utilizando o probe cilindrico de aluminio com 36 mm de didmetro (P/36R).

Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras de BC, FT e de misturas BC:FT foram acondicionadas em cilindros de
cloreto de polivinila (PVC) de 38 mm de diametro e 50 mm de altura, padronizando-se o
método de empacotamento dos moldes conforme descrito em Casciatori et al. (2014) para
empacotamentos soltos. Os ensaios de TPA foram realizados antes e ao longo do cultivo. Para
o CES, os moldes foram higienizados com solucao clorada a 200 ppm por 30 minutos e, apds
serem empacotados com o meio de cultivo ja inoculado, acondicionados em sacos de
polipropileno, aos quais foram acoplados bocais de PVC. Dentro dos bocais foram inseridos
tampoes de algoddo, a fim de garantir a troca de gases e assegurar que ndao houvesse
contaminagao exdgena.

Para avaliar a influéncia do teor de umidade da amostra sobre os pardmetros do TPA, a
altura total de cada amostra foi fixada em 50 mm, bem como o peso seco total do material em
4g BC, 15g FT e 5g BC:FT. Nos experimentos sem cultivo, o teor de umidade variou em 15,
30, 45, 60 e 75% (b.u., como as demais deste trabalho) para amostras de BC e FT e misturas
BC:FT na propor¢ao de peso 7:3 . Estas amostras foram umidificadas e deixadas em repouso
por 15 dias em refrigerador doméstico, para absor¢do da agua. Alguns experimentos foram
realizados umedecendo as amostras nao inoculadas a 55, 65 ¢ 75% imediatamente antes do

experimento, como geralmente realizado em CES, e as propor¢cdes BC:FT utilizadas foram
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fixadas em 1:1, 7:3 e 9:1. Para essas experiéncias, a massa de BC foi fixada e a massa de FT
foi ajustada na proporc¢ao desejada.

Para avaliar a influéncia do cultivo, os substratos (7:3 ¢ 9:1, BC:FT) foram hidratados
imediatamente antes das experiéncias e o meio foi inoculado com a suspensdo de esporos € a
solugdo nutriente até o teor de umidade desejado (65 e 75%). As amostras foram retiradas nos
tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de cultivo. A escolha das propor¢des e umidades
empregadas nos ensaios baseou-se em estudos anteriores do grupo para a producdo de
celulases (ZANELATO et al., 2012). Foram realizadas cinco repeti¢des independentes para
cada ensaio de TPA deste trabalho.

5.3.4 Resisténcia do substrato a resisténcia a tracao

Como pouco se sabe na literatura sobre a forca necessaria para romper um meio
poroso fibroso contendo micélio fungico, foi necessario desenvolver o método descrito a
seguir.

Os substratos foram cultivados nas caixas de acrilico apresentadas na Figura 5.3, onde
uma grande superficie foi exposta ao ambiente para permitir trocas gasosas ao longo do
cultivo. A analise de tracdo foi realizada no texturometro, utilizando-se o probe Tensile Grips
A/TG (Figura 5.4). O bloco cultivado foi retirado da caixa e colocado longitudinalmente entre
as garras do probe, que seguravam o material fermentado pelas extremidades, com distancia
inicial entre as garras de 30 mm e separadas a velocidade de 1,0 mm.s™ até rompimento da
amostra. A resisténcia a tragdo do bloco cultivado foi considerada como sendo a forca

maxima obtida durante a ruptura da amostra.

Figura 5.3 — Representacdo da caixa de acrilico usada nos experimentos de resisténcia a

tragdo. A superficie superior foi aberta ao ambiente para permitir trocas gasosas.

38,00 20.00

-

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 5.4 — Texturometro TA.TX Plus para o experimento de resisténcia do substrato a

resisténcia a tracao, utilizando probe Tensile Grips A/TG.

Fonte: Elaborado pela autora.

O substrato foi preparado na propor¢ao 7:3 de BC:FT, inoculado com a suspensao de
esporos € a solucdo nutriente até atingir a umidade de 75% (b.u.). A partir de 18 horas de
cultivo o bloco adquire sustentacdo para encaixar as garras do probe. Logo, foram feitos
ensaios nos tempos de cultivo de 18, 24, 48, 72 e 96 horas e foram realizadas cinco repeti¢des
independentes para cada ensaio. Para o CES, as caixas foram higienizadas com solucdo de
cloro e, depois de embaladas como descrito anteriormente (item 5.3.3), foram colocadas em

sacos plasticos de polipropileno conforme mencionado anteriormente.

5.3.5 Resisténcia do micélio aéreo a resisténcia a tracao

A resisténcia do micélio aéreo foi determinada seguindo Schutyser et al. (2003), com
modificacdes. O FT foi umidificado até atingir 75% de umidade, moldado a um tubo de PVC
(42 mm de diametro interno) para formar estrutura de discos e autoclavado a 121°C por 30
minutos. O FT foi removido do tubo, cortado em discos de 15 mm de espessura e colocados
em placas de plastico de 75 mm de diametro, sobre um filme de 4gar bacteriologico a 2%
(p/v) liquido, aguardando-se a solidificagdo do 4gar para procedimentos posteriores.
Puxadores metélicos foram fixados as tampas para prender ao probe Tensile Grips A/TG

utilizado, como ¢ apresentado na Figura 5.5.
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Figura 5.5 — Montagem experimental utilizada para determinar a resisténcia a tragao do
micélio aéreo de M. thermophila 1-1D3b cultivado em farelo de trigo (1 — puxadores
metalicos; 2 — placas de plastico; 3 — barras de aluminio; 4 — discos de farelo de trigo; 5 — 4gar

bacteriologico).

Fonte: Elaborado pela autora.

Os discos de FT foram inoculados com a suspensdo de esporos de concentragio 10’
esporos.g solido seco™, espalhando-a sobre a superficie. Dois discos de FT inoculados foram
colocados face a face de forma similar a um sanduiche, separados por duas barras de
aluminio, criando uma distancia de 2 mm entre as placas, a fim de fornecer espaco suficiente
para trocas gasosas e permitir o crescimento do micélio aéreo. Os sanduiches foram colocados
em um recipiente fechado, no fundo do qual foi colocada dgua destilada estéril para criar um
ambiente de cultivo saturado. O recipiente foi colocado em uma camara DBO e a temperatura
dos ensaios foi mantida em 45°C, sendo retiradas amostras nos tempos de cultivo de 12, 18,
24 e 30 horas. Foram realizadas cinco repetigdes independentes para cada tempo de cultivo.

O experimento de resisténcia a tragdo foi realizado em texturdmetro TA.TX Plus
(Stable Micro Systems, Godalming, Inglaterra) e a garra superior foi movida para cima a uma
velocidade de 0,1 mm.s” até rompimento da amostra (Figura 5.6). A forca necessaria ao
rompimento do micélio aéreo foi considerada como a forca maxima de tragdo. Para cada
repeticdo foram obtidas duas forgas consecutivas, com o intuito de verificar a forca exercida
pelo peso do sanduiche, sendo esta subtraida da forca maxima obtida para a separacao do

micélio.
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Figura 5.6 — Texturdmetro TA.TX Plus para o experimento de resisténcia do micélio a

resisténcia a tracao, utilizando probe Tensile Grips A/TG.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.6 Estimativa da biomassa fingica por respirometria

Para estimar o crescimento microbiano nos diferentes ensaios, um experimento de
cultivo em um leito empacotado com percolacdo transversal de ar saturado foi realizado,
como pode ser visto no arranjo experimental apresentado na Figura 5.7. Entende-se que este
sistema ndo ¢ similar aos outros cultivos, no entanto, acredita-se que, embora a biomassa total
possa ser afetada, o padrao da cinética de crescimento permanece inalterado. Portanto, ndo era
o0 objetivo dessas experiéncias respirométricas determinar parametros cinéticos ou a

concentracao real de biomassa.
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Figura 5.7 — Arranjo experimental para determinacdo da atividade metabdlica por
respirometria para o cultivo de M. thermophila I-1D3b em uma mistura de bagago de cana-de-

acucar e farelo de trigo. O cultivo foi realizado em um leito empacotado.

Computador
(rotina Labview 8.1)

AN
i A

| Sistema de
aquisicao de
dados

i\

! Analisador

I |  Coluna de CO,

i Coluna encamisada : encamisada

................ I (ISOC)

Camara DBO (45°C)

Rotametro

Compressor I
Filtro

Fonte: Elaborado pela autora.

O biorreator ¢ constituido de um tubo de aco inoxidavel com 6 cm de didmetro interno
e 12,5 cm de comprimento, empacotado com misturas de BC e FT nas proporcoes 7:3 € 9:1
com 75% de umidade. O biorreator foi mantido em cdmara DBO a 45°C. A vazdo do ar
saturado foi medida por um medidor de vazao massica (Cole-Parmer Instrument Co, Vernon
Hills, EUA) ¢ fixada em 15 L.h™', a uma temperatura de 45°C. Mais detalhes da configuracio
experimental podem ser encontrados em outros artigos (PEREZ; CASCIATORI; THOMEO,
2019; ZANELATO et al. 2012). A corrente de ar na saida do leito foi conduzida a uma coluna
recheada com esferas de vidro e mantida a 15°C com 4gua corrente por toda a camisa, a fim
de reduzir a umidade do ar. O ar a baixa umidade foi introduzido no analisador de CO,
equipado com um sensor de infravermelho NDIR (Alphasense Ltd, Great Notley, Reino
Unido). O analisador de gases foi conectado a um sistema de aquisi¢do de dados
COMPACTDAQ (National Instruments, Austin, EUA) gerenciado pela rotina Labview 8.1
(National Instruments, Austin, EUA).

5.3.7 Anélises estatisticas
Aos resultados foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA) e a comparacao entre

as médias dos diferentes tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey, com intervalo de

confianca de 95%, por meio do software Minitab 18 (Minitab Inc., State College, EUA).
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5.4 Resultados e Discussao

As propriedades reoldgicas do bagaco de cana (BC), farelo de trigo (FT) e misturas
BC:FT foram obtidas experimentalmente neste trabalho. Os experimentos foram realizados

antes ¢ durante o cultivo com o fungo M. thermophila 1-1D3b, tendo o teor de umidade, a

propor¢ao BC:FT e o tempo de cultivo como variaveis controladas.

5.4.1 Andlise do perfil de textura

Um diagrama de forga-tempo tipico para o teste de dupla compressdao de um substrato
cultivado, obtido experimentalmente, ¢ apresentado na Figura 5.8. Observe que a area sob as
curvas ¢ relativamente estreita, representando uma compressdo rapida, uma indicagdo da
baixa resisténcia da amostra a deformagdo. Considerando a alta porosidade das misturas
BC:FT nas propor¢des aqui aplicadas (CASCIATORI et al., 2014) e a alta flexibilidade das

fibras BC, era esperada essa baixa resisténcia. A area abaixo da linha de base na Figura 5.8

(Az na Figura 5.1) ¢ desprezivel, indicando pouca adesividade das amostras.

Figura 5.8 — Grafico de forga-tempo tipico de um experimento de dupla compressao para uma
mistura BC:FT na proporcao de peso 7:3 apds 96 h de cultivo em estado solido por M.

thermophila 1-1D3b. Parcelas semelhantes foram obtidas para materiais porosos nao

cultivados.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Inicialmente, o TPA foi realizado em substratos ndo cultivados e umidificados

previamente ao teste de compressao (15 dias). A Tabela 5.1 apresenta os parametros dureza,
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coesdo e elasticidade para BC, FT e para uma mistura de BC:FT na propor¢do de 7:3. A
maioria dos coeficientes de variacdo (CV) foram inferiores a 10%, mostrando baixa
variabilidade dos resultados. Como a precisdo do equipamento para este teste ¢ de 0,5% da
leitura, a maior parte dessa variabilidade se deve as caracteristicas da amostra. Alguns
resultados publicados na literatura para alimentos muito distintos apresentam coeficientes de
variacao semelhantes, como para os musculos lombares de novilhas e touros (CV = 12,9%
para dureza; CV = 16,1% para elasticidade) (HUIDOBRO et al., 2005), barras de cereais a
base de trigo e soja (CV de 11 a 24% para dureza) (ARAMOUNIA; ABU-GHOUSH, 2011) e
pao de sorgo sem gluten (CV de 7 a 22% para dureza) (SCHOBER et al., 2005). Em produtos
da industria de cosméticos, considerados solidos elasticos e viscoelasticos, os coeficientes de
variagdo sdo menores para dureza, como em condicionador (CV = 2,2%), shampoo (CV =
2,5) e creme antiflamatério (CV = 4,6) (TAI; BIANCHINI; JACHOWICZ, 2014).
Considerando que as fibras do BC sdo bastante irregulares e que o procedimento de
empacotamento ¢ manual e depende das habilidades do profissional, os coeficientes de
variacao aqui obtidos podem ser considerados satisfatorios. Os coeficientes de variagdo para
FT s3ao menores quando comparados aos BC e misturas BC:FT, uma vez que o
empacotamento de fibras tende a ser menos uniforme que o empacotamento de material

granular de pequeno didmetro.
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Tabela 5.1 — Parametros de TPA para bagaco de cana-de-actcar (BC), farelo de trigo (FT) e mistura BC:FT na propor¢do de 7: 3 (peso) para uma

condi¢do de ndo cultivo. As amostras foram umidificadas 15 dias antes do experimento.

Umidade (%) BC FT BC:FT (7:3)
midaade (1)
Média DP CV (%) Média DP CV (%) Média  DP CV (%)
15 85,94% 7,21 8,38 338,938 6,68 1,97 81,05 4,17 5,14
30 76,4078 9,40 12,31 158,66° 2,61 1,65 69218 236 3,41
Dureza (N) 45 76,7978 8,94 11,64 206,63 11,12 5,38 59,42 2,89 4,86
60 62,428 12,20 19,55 620,66 0,00 0,00 58,55 4,10 7,01
75 68,258 4,38 6,42 nd nd nd 53,58 6,16 11,49
15 0,454 0,02 5,51 0,46° 0,01 1,73 0,44 0,05 10,90
30 0,405¢ 0,02 6,27 0,478 0,02 4,73 0,40% 0,02 5,85
Coesividade 45 0,44"B 0,03 5,84 0,49" 0,02 3,85 0,42% 0,01 2,14
60 0,4218 0,03 7,38 nd nd nd 0,45 0,05 11,41
75 0,35¢ 0,03 8,61 nd nd nd 0,42% 0,03 7,15
15 0,534 0,03 6,17 0,40° 0,02 4770 0,46 0,05 11,61
30 0,44 0,08 17,32 0,44 0,02 5,60 0,45% 0,08 17,86
Elasticidade 45 0,498 0,01 2,23 0,474 0,02 3,20 0,50 0,05 10,37
60 0,478 0,04 7,65 nd nd nd 0,52 0,04 7,50
75 0,43% 0,02 4,52 nd nd nd 0,53 0,09 16,16

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagdo (CV = DP/Média); nd: ndo determinado. Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey no intervalo de confianga de 95%.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Para BC e para a mistura BC:FT o parametro dureza foi afetado pela umidade,
enquanto os parametros coesividade e elasticidade ndo. Para FT, nenhum parametro teve
tendéncia definida com a umidade. Observa-se uma tendéncia de diminuicao da dureza do BC
e na mistura BC:FT com o aumento da umidade. Como esses materiais foram umidificados e
deixados em repouso por 15 dias, acredita-se que a dgua tenha sido transferida para o interior
das células das fibras, preenchendo seu volume, conforme apresentado por Casciatori et al.
(2014), que mostraram que o volume celular era proporcional ao teor de umidade das fibras.
Assim, acredita-se que a dgua absorvida proporcione maior flexibilidade da fibra, diminuindo,
portanto, sua dureza. Por outro lado, o FT com o aumento da umidade adquiriu um aspecto
mais denso, compacto e pastoso a medida que o teor de umidade aumentava, resultando no
aumento de sua dureza. Deve ser destacado que a massa de solidos secos empacotados nas
células de medidas foi mantida constante, independente da umidade final do material e
também que a altura inicial do teste era a mesma em todos os ensaios. Portanto, para um
maior teor de umidade, os materiais foram levemente pressionados para dentro da célula de
medicdo. Embora o procedimento tenha sido adequado para BC e para a mistura BC:FT,
devido a alta porosidade desses meios, para o FT o meio era altamente compacto, resultando
em um alto valor de dureza com 60% de umidade e ndo sendo possivel realizar a
determinagdo para a umidade de 75%. Para 60% de umidade, apenas o primeiro ciclo de
compressao foi concluido, pois as amostras aderiram quase inteiramente na sonda durante a
descompressdo e em 75% a primeira compressao fez com que a amostra excedesse o volume
da célula de medigao.

A dureza foi reduzida de 5,6 para 2,6% quando o FT foi adicionado ao BC,
dependendo do teor de umidade. Coesao e elasticidade foram pouco afetadas pela presenca de
FT. Em aplicacdes praticas de CES usando biorreatores de coluna empacotada, certa
compactagao ocorrera no fundo de colunas de grande diametro, para leitos de BC e misturas
de BC:FT com alto teor de umidade, devido a redugdo da dureza. Essa compactagdo implica
na reducdo da porosidade do leito e consequente deficiente aeracdo, prejudicando o
metabolismo microbiano.

Os parametros coesividade e elasticidade devem ser inferiores a 1, portanto, os valores
aqui obtidos indicam que o meio poroso ¢ razoavelmente elastico e coeso. Esses parametros
pouco variaram com a umidade e sdo bastante semelhantes para BC e para a mistura BC:FT.
Em termos de movimentagdo das particulas em biorreatores de tambor rotativo, essa
elasticidade moderada implica que nem toda energia aplicada pela parede do tambor sera

transferida para o movimento das particulas, sendo parte gasta para flexionar as fibras. A
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coesdo ¢ mais dificil de entender no contexto de um meio poroso, uma vez que na literatura da
ciéncia de alimentos a coesdo representa que os limites internos do material sélido foram
superados. Como BC e FT sdo meios altamente porosos e o procedimento experimental
adotado aqui comprimiu a amostra até 50% de sua altura inicial, a forca de compressdo
dificilmente foi suficiente para superar os limites internos das fibras. Portanto, as discussoes a
seguir serdo baseadas mais em termos de dureza.

Tada et al. (2017b) avaliaram o movimento de particulas de BC com um teor de
umidade de 75% em um tambor rotativo e alegaram que o emaranhamento e a flexibilidade
das particulas podem ser apontados como responsaveis pelo desvio do movimento tradicional
de particulas relatado na literatura até agora (ver Mellmann, 2001), j4 que a maioria dos
estudos foram realizados com particulas inelasticas e regulares. Para as fibras, houve uma
maior resisténcia a mistura, uma vez que parte da energia da parede era usada para deformar
as particulas em vez de mové-las. Uma das experiéncias relatadas por Tada e colaboradores
(2017b) possuia um tubo interno, axialmente posicionado entre as particulas, e notou-se que
houve aglomeragdo das particulas em torno desse tubo. Nessa regido estagnada, a porosidade
do leito era variavel e o leito se tornava mais denso ao redor do tubo, o que poderia estar
relacionado aos resultados de compressdo apresentados anteriormente.

Resultados dos parametros de TPA na mistura BC:FT em diferentes proporgdes e
umidades para amostras umidificadas pouco antes da realizagdo dos ensaios sdo apresentadas
na Tabela 5.2. Neste trabalho, as amostras foram umidificadas usando dois procedimentos
diferentes, a fim de permitir tempo suficiente para a dgua atingir o volume interno das células
ou para a dgua formar um filme liquido sobre as particulas. De acordo com Casciatori et al.
(2015), partindo-se de BC e FT com umidade de 5%, sdo necessarios cerca de 12 dias para
que ambos absorvam o maximo de agua possivel (80% para FT e 75% para BC), de modo que
se acredita que logo apo6s a umidificagdo, pouca agua tenha penetrado nas particulas. Deve-se
ressaltar que ¢ habitual a umidificagdo das particulas imediatamente antes dos processos de
CES. No entanto, quando o BC ¢ armazenado em usinas de cana-de-aglcar, seu teor de
umidade ¢ de cerca de 50% e ¢ improvavel que, para aplicagdes industriais, o material seja

seco para ser umidificado posteriormente.
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Tabela 5.2 — Parametros de TPA para misturas BC:FT em diferentes propor¢des e umidades para uma condi¢do de ndo cultivo. As amostras

foram umidificadas imediatamente antes do experimento.

Propor¢ao BC:FT
Umidade (%) 9:1 7:3 1:1
Média DP CV (%) Média DP CV (%) Média DP  CV (%)
55 31,15% 1,34 4,38 37,59% 4,19 11,15 61,49" 2,46 4,0
Dureza (N) 65 36,.96" 6,48 18,02 34,89% 2,96 8,49 56,91* 2,26 3,96
75 38,63 6,58 17,05 42,02* 4,79 11,39 57,56 2,67 4,65
55 0,44" 0,01 3,00 0,39" 0,03 7,23 0,40" 0,02 5,09
Coesividade 65 0,43* 0,02 3,62 0,43* 0,03 6,67 0,42* 0,02 5,51
75 0,42% 0,03 7,56 0,39% 0,02 4,22 0,43% 0,01 3,12
55 0,50" 0,04 8,43 0,474 0,04 8,63 0,42% 0,02 5,22
Elasticidade 65 0,49* 0,04 7,61 0,46" 0,05 11,11 0,44" 0,02 5,43
75 0,45% 0,03 6,07 0,45% 0,03 7,72 0,46" 0,03 5,81

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagdo (CV = DP/Média); BC: bagaco de cana-de-agtcar; FT: farelo de trigo. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey no intervalo de confianga de 95%.

Fonte: Elaborado pela autora.
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A dureza do parametro diminui quando o meio ¢ umidificado pouco antes do
experimento, como pode ser observado comparando os resultados das Tabelas 5.1¢ 5.2 para a
mistura BC:FT na propor¢ao 7:3. Nao foi observada uma tendéncia definida do pardmetro de
dureza com o aumento do teor de umidade para amostras de umidificacdo pouco antes do
experimento, logo, supde-se que a camada crescente de filme liquido sobre a superficie da
particula com o aumento do teor de umidade ndo contribua para esse parametro. Percebeu-se
o aumento da dureza com o aumento do FT na mistura BC:FT, uma vez que o FT ¢ mais duro
que o BC, como pode ser observado na Tabela 5.1. A elasticidade foi pouco afetada pela
variagao do teor de umidade.

Diante desses resultados, realizou-se um experimento adicional com o BC para avaliar
a influéncia do modo de umidificagdo no parametro de dureza em uma faixa mais ampla de
contetido de umidade e os resultados sdo apresentados na Figura 5.9. Os erros observados
para a umidificacdo com antecedéncia sdo consideravelmente maiores que os erros para a
outra alternativa. Pode-se notar uma tendéncia de diminui¢cdo da dureza com o aumento do
teor de umidade para a técnica de umidificagdo com antecedéncia, enquanto que a dureza na
umidificacdo pouco antes do experimento diminui rapidamente para um valor assintotico.
Este resultado confirma que a espessura da camada de filme liquido sobre a superficie da fibra
pouco contribui para a compressao média e que a difusdo da agua no volume da célula ¢

bastante complexa e instavel, resultando em erros mais altos de uma propriedade relacionada.

Figura 5.9 — Dureza do bagacgo de cana-de-actcar de acordo com duas técnicas: umidificado e
deixado em repouso por 15 dias (BC1) e umidificado imediatamente antes do experimento
(BC2).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A porosidade dos leitos de BC, FT e de uma mistura BC:FT na propor¢ao 7:3 foi
calculada usando as equacdes fornecidas por Casciatori et al. (2014), ¢ a dureza foi
correlacionada a essa propriedade, conforme apresentado nas Figura 5.10. A dureza do BC e a
mistura BC:FT aumentaram com o aumento da porosidade nas duas alternativas de
umidificacdo. De acordo com Casciatori et al. (2014), a porosidade do leito de BC e da
mistura BC:FT na propor¢do 7:3 diminui com o aumento do teor de umidade. Portanto, a
tendéncia de dureza se move na dire¢dao oposta a esperada para um meio poroso, pois ¢ de se
esperar que um meio mais poroso seja menos resistente a compressao devido a maior
propor¢ao de ar. No entanto, o aumento da dureza com a queda do teor de umidade, como
mostrado nas Tabelas 5.1 e 5.2, parece produzir um efeito mais forte sobre esse parametro
textural. Para FT, Figura 5.10c, o comportamento da dureza com a porosidade ndo mostra
nenhuma tendéncia especifica, embora a presenga desse material na mistura BC:FT tenha
produzido efeitos relevantes.

Os resultados dos parametros TPA para os experimentos com CES de misturas de
BC:FT por M. thermophila I-1D3b sdo apresentados nas Tabelas 5.3 e 5.4. Os coeficientes de
variacao sdo semelhantes aos obtidos nas condigdes sem cultivo para os parametros dureza,
mas um aumento significativo pode ser notado no parametro de elasticidade. A dureza foi
influenciada pelo crescimento de fungos, enquanto a elasticidade difere estatisticamente
apenas no teor de umidade de 75%. H4 uma tendéncia de diminui¢do dos parametros com o
aumento do tempo de CES, uma vez que o material solido ¢ empobrecido e o micélio ¢
formado e se espalha nos vazios originalmente ocupados pelo ar. Embora nenhum
experimento de TPA tenha sido realizado apenas com o micélio, espera-se que esse solido
seja mais macio que os outros sélidos, diminuindo a dureza do meio cultivado com o aumento
do crescimento de fungos. Seguindo os mesmos raciocinios, espera-se que o micélio seja
menos flexivel que o ar, diminuindo a elasticidade com o aumento do tempo de cultivo. A
partir dos dois parametros, a dureza parece estar intimamente relacionada a estrutura sélida e

sua diminuicao ao longo do cultivo ¢ uma indicacdo da modificacao da estrutura do substrato.
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Figura 5.10 — Influéncia da porosidade do leito no parametro de dureza para (a) bagago de
cana-de-acicar umidificado e deixado em repouso por 15 dias (BC1) e umidificados
imediatamente antes do experimento (BC2); (b) mistura de BC:FT na propor¢do 7:3
umidificada previamente (BC:FT1) e imediatamente antes (BC:FT2) e (c) farelo de trigo
umidificado previamente (FT1) e umidificados imediatamente antes (FT2). As porosidades

foram estimadas usando as equacdes de Casciatori et al. (2014).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A influéncia da propor¢do BC:FT nos parametros ndo ¢ tdo evidente. Parece que a
dureza e a elasticidade no final do cultivo sdo menores na propor¢do 7:3 para ambos os teores
de umidade testados, mas ndo ha diferenca estatistica entre esses valores. Esperava-se que a
dureza para a propor¢ao 9:1 fosse maior que para 7:3, uma vez que a condi¢do ideal de cultivo
de M. thermophila 1-1D3b em BC:FT ¢ a propor¢do 7:3 com 75% de umidade (ZANELATO
et al., 2012). Como sera visto nos resultados respirométricos, a concentracdo de biomassa
fingica ¢ maior em 7:3; portanto, pode-se esperar um maior consumo do substrato para a
condicdo ideal. Experimentos mais detalhados devem ser feitos sobre a influéncia da

propor¢ao BC:FT no crescimento de fungos para confirmar essa hipotese.
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Tabela 5.3 — Dureza para misturas de BC:FT ao longo do cultivo em estado s6lido por M.

thermophila 1-1D3b, com amostras umidificadas imediatamente antes do cultivo.

Proborcio Tempo de Umidade (%)
BOET cultivo 65 75

: (horas) Média DP CV (%) Média DP CV (%)

0 34,89° 2,96 8,49 42,02 4,79 11,39

24 44,84" 2,23 4,98 39,834 1,97 4,94

23 48 30,21P 1,40 4,63 3592°" 151 4,19

' 72 33,10%¢ 2,60 7,86  2995%¢ 227 7,57

96 26,81° 0,76 2,82 24,01° 505 21,02

120 18,80F 1,39 7,38 18,16° 4,90 26,97

0 35,96" 6,48 18,02  38,63" 6,59 17,05

24 31,3248 1,86 594 3344 304 9,11

o1 48 25,97*% 3,82 14,69 29,58 230 7,78

' 72 29,79 509 17,08  26,89%¢ 201 7,48

96 36,08 5,92 16,40  28,59° 2,10 7,35

120 20,828 3,61 17,35 20,53 1,45 7,07

DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacdo (CV = DP/Média); BC: bagaco de cana-de-acucar; FT: farelo de
trigo. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey no
intervalo de confianca de 95%.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5.4 — Elasticidade para misturas de BC:FT ao longo do cultivo em estado so6lido por

M. thermophila 1-1D3b, com amostras umidificadas imediatamente antes do cultivo.

Proporcio Tempo de Umidade (%)
BOFL cultivo 65 75

’ (horas) Média DP CV (%) Média DP CV (%)

0 0,46" 0,05 11,11 0,47 0,04 8,63

24 0,40% 0,08 20,94 0,46 0,07 16,07

73 48 0,36" 0,05 13,13 0,36*% 0,06 15,47

‘ 72 0,32" 0,04 1220 0,338 0,05 14,68

96 0,424 0,18 41,69 0,39 0,03 6,73

120 0,30" 0,04 14,74 0,30¢ 0,06 19,93

0 0,49" 0,04 7,61 0,45 0,03 6,07

24 0,39 0,08 19,45  0,38"P 0,03 8,39

o1 48 0,37% 0,05 13,32 0,378 0,01 1,85

‘ 72 0,50" 0,29 57,30 0,338 0,06 18,75

96 0,374 0,06 16,83 0,398 0,01 3,00

120 0,29" 0,03 12,02 07358 0,02 4,30

DP: desvio padrido; CV: coeficiente de variagcdo (CV = DP/Média); BC: bagago de cana-de-acucar; FT: farelo de
trigo. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey no
intervalo de confianca de 95%.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Casciatori et al. (2014) observaram que a porosidade do leito era quase constante ao
longo do cultivo de M. thermophila 1-1D3b em uma mistura de BC:FT na propor¢ao de 7:3
com 75% de umidade. Os autores afirmaram que estava prevista uma reducdo da porosidade
do leito com o aumento do tempo de cultivo, uma vez que o micélio ocupa visualmente os
espacos vazios, sem nenhuma modificagdo no volume total do leito. Portanto, a técnica de

TPA utilizada no presente trabalho mostrou-se adequada para avaliar estas pequenas

alteracoes.
5.4.2 Resisténcia a tragao dos substratos cultivados e do micélio aéreo

A resisténcia a tragdo dos blocos cultivados e do micélio aéreo ¢ apresentada nas
Figuras 5.11 e 5.12. Nenhum resultado perceptivel foi obtido sob 12 horas de cultivo e
nenhuma evidéncia visual do micélio também foi observada. A resisténcia a tragdo maxima
foi obtida para 24 horas de cultivo, quando o substrato também apresenta maior dureza.
Similarmente aos resultados dos experimentos de compressdo, hd uma tendéncia decrescente
da resisténcia a tragdo com o aumento do tempo de cultivo, devido ao crescimento do micélio
que desestrutura as fibras. Nao foram realizadas medidas de resisténcia a tragdo do micélio
aéreo por periodos superiores a 30 horas. Os erros observados nessas experiéncias sao

consideravelmente maiores que os obtidos nas experiéncias com TPA.

Figura 5.11 — Resisténcia a tracdo dos blocos de BC:FT colonizados por Myceliophthora

thermophila 1-1D3b na propor¢@o 7:3 e com 75% de umidade. Os substratos foram hidratados

1mediatamente antes do cultivo.
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Figura 5.12 — Resisténcia a tracdo do micélio aéreo de Myceliophthora thermophila 1-1D3b
cultivado em farelo de trigo com 75% de umidade. O substrato foi hidratado um pouco antes
do cultivo
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Fonte: Elaborado pela autora.

Schutyser et al. (2003) desenvolveram o método experimental aqui reproduzido com
modificacdes, a fim de prever a resisténcia a tracdo do micélio fungico em uma mistura de
particulas. Assim como o observado nesse experimento, a resisténcia a tracdo aumentou com
o tempo de cultivo devido ao alongamento das hifas, alcancou um valor maximo quando ha
rompimento da maioria das hifas e diminui posteriormente. Os autores usaram as informacdes
obtidas desses sanduiches para prever as forgas dos graos de trigo adjacentes ligados por meio
do micélio de Aspergillus oryzae. A resisténcia a tracdo maxima obtida por Schutyser e
colaboradores (2003) ocorreu as 25 horas de cultivo e eles notaram que algum tempo apds
esse maximo a forga do micélio superou a forca do agar que colava as massas de trigo nas
placas de Petri. O mesmo fendmeno ocorreu no experimento aqui relatado. A resisténcia a
tracdo obtida pelos autores foi correlacionada ao consumo de oxigénio, a fim de orientar o
primeiro evento de rotagdao do tambor. A resisténcia a tragdo maxima relatada por Schutyser et
al. (2003) foi de 900 N.m>, enquanto neste trabalho o valor méximo foi expressivamente
superior, cerca de 1950 N.m™, indicando a dificuldade de mover e misturar as particulas de
BC e FT em um biorreator de tambor rotativo quando M. thermophila 1-1D3b ¢ cultivado.

Arora et al. (2017) utilizaram um método semelhante ao desenvolvido por Schutyser et
al. (2003) para medir a resisténcia a tracdo do micélio de Rhizopus oryzae quando cultivado
em uma mistura de farelo de trigo e torta de 6leo de linhaca. Os autores observaram um
rapido aumento da resisténcia a tracdo entre 14 para 18 horas, atingindo um maximo de
555,64 N.m™, diminuindo expressivamente posteriormente devido a secagem da amostra ¢ ao

superaquecimento, segundo os autores. Eles também cultivaram o microrganismo em um leito



57

empacotado e em um leito agitado mecanicamente, e observaram um aumento acentuado de
temperatura no leito empacotado, de quase 10°C acima da temperatura ideal de cultivo, e que
a captagdo maxima de oxigénio ocorreu as 18 horas de cultivo. Cabe ressaltar que em um
biorreator de leito empacotado como o utilizado neste trabalho para obter a concentragdo de
CO,, o aumento da temperatura ¢ desprezivel ao longo do cultivo de M. thermophilal-1D3b
em BC e FT, conforme relatado por Zanelato et al. (2012) para um leito empacotado de maior
diametro. Portanto, os problemas de secagem e superaquecimento comentados por Arora et al.

(2017) ndo sao preocupagdes sérias.

5.4.3 Estimativa da biomassa fingica por respirometria

Como mencionado anteriormente, a concentragdo de biomassa fingica pode afetar a
estrutura do meio poroso e, consequentemente, os parametros de TPA obtidos. Segundo
Rodriguez-Leon et al. (2008), a concentra¢do de CO, no sistema ¢ diretamente proporcional a
biomassa microbiana. Portanto, neste trabalho, algumas experiéncias foram realizadas em um
biorreator de leito empacotado para as proporgdes de BC:FT em 7:3 e 9:1 e a producao de
CO; foi medida ao longo do cultivo, a fim de estimar a diferenga de biomassa entre as duas
proporgdes adotadas, como pode ser visto na Figura 5.13. Como ja apontado anteriormente,
entende-se que o cultivo realizado no leito empacotado ndo ¢ equivalente ao realizado com as
amostras utilizadas nos experimentos reologicos. No entanto, assumimos, como Arora et al.
(2017) assumiram, também, que ¢ possivel inferir o crescimento fingico de um sistema de

cultivo a partir dos resultados da concentragao de gases obtidos no outro.
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Figura 5.13 — Concentragao de CO, ao longo do cultivo em estado solido por M. thermophila
[-1D3b em um biorreator de leito empacotado com aeragdo for¢ada em diferentes proporgoes

de BC:FT.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quando a condi¢do ideal de cultivo foi utilizada, BC:FT na propor¢do 7:3, a
concentracdo maxima de CO, foi maior que na propor¢ao 9:1, e o tempo para atingir esse
maximo foi de 26 horas para 7:3 e 12 horas para 9:1, devido ao rapido esgotamento do FT em
9:1, a fonte degradavel mais facil de nutrientes neste meio composto (GOMES, 2015). A
concentracdo maxima de CO, para 7:3 € quase o dobro da obtida para 9:1, refletindo em
maior concentracdo de biomassa fungica e consequente maior desestruturacdo dos substratos
solidos. Portanto, os substratos cultivados a 9:1 apresentam dureza maior, como pode ser visto
na Tabela 5.3. Ambas as concentragdes de CO, sdao semelhantes at¢ 12 horas de cultivo,
quando o CO, méaximo ocorreu para 9:1 e ainda aumentou a uma taxa alta para 7:3. Schutyser
et al. (2003) recomendam que o primeiro evento de agitacdo seja realizado antes que a
biomassa flingica atinja seu maximo, quando o micélio promove uma forte interagdo com as
particulas e torna-se dificil quebrar os aglomerados. Para o atual sistema de CES, o tempo
para promover a primeira agitagdo depende da propor¢do BC:FT, e é recomendavel girar o
tambor antes das 12 e 26 horas, para as propor¢des 9:1 e 7:3, respectivamente. No entanto,
esses tempos sdo apenas uma referéncia, uma vez que a resisténcia a tragdo aqui observada ¢
muito superior a obtida por Schutyser et al. (2003) e Arora et al. (2017), e provavelmente o

tambor deve ser girado algum tempo antes.
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5.5 Conclusao

M¢étodos de analise do perfil de textura (TPA) e de resisténcia a tragdo foram
desenvolvidos para misturas de bagago de cana-de-acgtcar (BC) e farelo de trigo (FT) para o
cultivo do fungo M. thermophila 1-1D3b. Foram realizados experimentos de dupla
compressdo para os materiais solidos, com e sem cultivo, para materiais individuais e
misturas entre eles. Para meios porosos nao cultivados, o BC e as misturas BC:FT exigiram
forgas de compressao menores que o FT, devido a menor porosidade dos leitos do FT. As
amostras umidas de BC apresentaram dureza menor do que as secas e, quando o BC ¢
umidificado bem antes do experimento de TPA (15 dias), sua dureza ¢ maior do que quando
este material foi umidificado imediatamente antes do experimento, devido a difusdo de agua
no volume celular para a alternativa com bastante antecedéncia. Dureza das misturas BC:FT
sem cultivo mostrou-se semelhante a BC, sendo que a dureza dessas misturas diminuiu com o
aumento do tempo de cultivo devido a desestruturacdo dos substratos. A dureza proporcionou
resultados mais pronunciados a serem relacionados com as variaveis estudadas em
comparagao com a coesao ¢ elasticidade. No entanto, os valores de elasticidade indicaram que
essas misturas sdo eldsticas e isso terd impacto no movimento de particulas nos tambores em
rotagdo. A resisténcia a tragdo maxima do substrato cultivado e do micélio aéreo foi
observada as 24 horas de cultivo. A resisténcia maxima a tragdo foi coincidente com a
biomassa maxima no sistema, obtida indiretamente pela medi¢ao da concentracdo de CO; na
saida de um biorreator de leito empacotado. As forgas de tragdo aqui obtidas foram
significativamente maiores que as observadas na literatura e prevé-se grande dificuldade em
agitar leitos desses materiais ao longo do cultivo. A partir dos resultados da TPA,
modificagdes macroscopicas da estrutura dos substratos podem ser inferidas como
consequéncia da atividade microbiana, e a dureza ¢ um parametro a ser considerado nessa
inferéncia. A partir dos resultados da resisténcia a tracdo, foi determinado um tempo de
referéncia para o primeiro evento de agitagdo em biorreatores. Os métodos aqui desenvolvidos
podem ser usados para outros sistemas de cultivo em estado solido e podem melhorar o

entendimento das modificagdes de substrato so6lido ao longo do cultivo.
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CAPITULO 6. MOVIMENTACAO E MISTURA DE PARTICULAS DE BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR E DE FARELO DE TRIGO EM TAMBOR ROTATIVO
DURANTE O CULTIVO EM ESTADO SOLIDO POR MYCELIOPHTHORA
THERMOPHILA 1-1D3B

RESUMO

O uso de biorreatores rotativos para o cultivo de estado solido ainda apresenta desafios que
precisam ser superados para otimizar seu uso em escala industrial, dentre os quais a
movimentagdo das particulas e a tolerancia do fungo ao cisalhamento. Diante disso, o presente
trabalho teve por finalidade avaliar o efeito do micélio do fungo Myceliophthora thermophila
I-1D3b sobre as caracteristicas de movimentacdo de uma mistura de bagago de cana-de-
acucar (BC) e farelo de trigo (FT) ao longo do tempo de cultivo, de modo a definir o
momento adequado para que se execute o primeiro evento de agitacdo, evitando assim a
formacdo de aglomerados de particulas. Foram realizados ensaios sem e com cultivo
microbiano em dois tambores de 9,4 ¢ 30,0 cm de didmetro, com rotagdo da parede, com e
sem aletas internas. Nos ensaios sem cultivo as variaveis foram os tipos de particulas, BC e
uma mistura BC:FT; a umidade, 10 e 75%; e o grau de enchimento, 0,4 ¢ 0,5. Nos ensaios
com cultivo, a variavel foi o tempo de cultivo, utilizando como substrato a mistura BC:FT na
propor¢ao 7:3 e umidade de 75%. A avaliacdo da movimentacdo foi feita por analise de
imagens. No tambor de maior dimensdo nao foi observado diferenga no padrio de
movimentagdo das particulas para as umidades de 10% e 75% para leitos de BC ou com a
adicao de 30% de FT em 10% de umidade. No tambor menor a movimentagao ocorreu mais
no centro do tambor devido a auséncia de defletores na parede ¢ a movimentagao das
particulas ocorreu em trés blocos de tamanhos e periodicidade irregulares. Nos ensaios com
cultivo, observou-se o mesmo padrao de movimentacdo descrito para o meio ndo reacional
para tempos inferiores a 9 horas de cultivo, quando certa resisténcia foi observada apenas nos
30 segundos iniciais de rotagdo. Apds as 9 horas iniciais, o fungo ocupa os espagos vazios do
leito sem causar alteragao do volume total, e devido a resisténcia do micélio, o substrato se

fixa na parede, ndo observando nenhuma movimentag¢ao a partir de 12 horas de cultivo.

Palavras-chave: Movimentagao de particulas. Tambor rotativo. Tensao de cisalhamento.
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ABSTRACT

Rotating drums are a promising class of bioreactor for solid-state cultivation due to its flexible
operational mode and to the variable alternatives of process control. Nevertheless, such
bioreactors still need to be improved to overcome some drawbacks, such as the microbial
tolerance to the shear stress and the particle movement during fungal growth. Therefore, this
work aims to evaluate the effect of the mycelium of the fungus Myceliophthora thermophila
I-1D3b on the movement of a mixture between sugarcane bagasse (SCB) and wheat bran
(WB) in rotating drums along the cultivation to avoid the formation of aggregates of particles.
Experiments were carried out prior and along the microbial growth in drums of 9.4 and 30.0
cm diameter. The movement of particles was promoted by the drum wall, with and without
internal flights. For the experiments without cultivation, the variables were nature of the
particles (SCB and a mixture SCB:WB), the initial moisture content (10 and 75%), and the
filling degree (0.4 and 0.5). In experiments with cultivation, the variable was the cultivation
time, using the mixture SCB:WB as substrate in the proportion 7: 3 (w/w) at 75% moisture
content. The evaluation of the movement was made by image analysis by filming the
transversal area of the drum with a digital camera. In the larger drum filled with SCB, the
same pattern of movement was noticed for the moisture contents of 10% and 75%, which
were similar to the pattern of movement observed for the mixture SCB:WB at 10% moisture
content. In the narrower drum, the movement took place preferably at the center of the drum
due to the absence of flights on the drum-wall and the movement of particles occurred in three
blocks of irregular sizes and periodicity. For the cultivation experiments, the pattern
previously described was also observed for cultivation times under 9 hours, when a certain
resistance started to be noticed only in the initial 30 seconds of rotation. After 9 hours of
cultivation, the mycelium occupies the void spaces among the particles, resulting in a change
of the total volume. Due to the resistance of the mycelium, the substrate attached to the drum-

wall, and the movement was halted after 12 hours of cultivation.

Keywords: Particle movement. Rotating drum. Shear stress.
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6.1 Introducao

O cultivo em estado solido (CES) ¢ considerado um processo eficiente na
bioconversao de residuos solidos agroindustriais a produtos de alto valor agregado, tais como
enzimas, alcoois organicos e pigmentos. No entanto, esta técnica de cultivo ainda ndo ¢ uma
realidade industrial devido a falta de biorreatores comerciais (CASCIATORI; THOMEO,
2018; FARINAS, 2015). Aspectos importantes de engenharia de processo ainda sdo grandes
desafios que precisam ser superados para tornar a técnica confiavel, principalmente devido as
dificuldades de transferéncia de calor e massa e a heterogeneidade do sistema (DURAND,
2003; KHANAHMADI et al., 2006; SOCCOL et al., 2017; ZHANG; WANG; CHEN, 2017).

Dentre as varias configuracdes de biorreatores para CES (ver p. ex., Mitchell; Krieger;
Berovic, 2006), o de tambor rotativo ¢ o que fornece mais alternativas de controle das
variaveis de processo, notadamente da temperatura e atividade de dgua. Tambores rotativos,
de um modo geral, promovem altas taxas de transferéncia de calor e massa, sendo
intensamente utilizados em processos das industrias alimenticia, quimica, bioquimica e
farmacéutica, entre outras (BOATENG, 2008; TADA et al., 2017b). Os biorreatores de
tambor rotativo sdo caracterizados como um cilindro horizontal, onde a mistura das particulas
¢ proporcionada pelo movimento da parede com defletores do tambor ou por um eixo interno
dotado de pas giratorias.

A rotagdo pode ser intermitente ou continua, a depender das caracteristicas do
substrato, como composicao, tamanho das particulas, porosidade, capacidade de retengao de
agua, tanto quanto da morfologia do microrganismo e tolerancia a tensdo de cisalhamento, o
que influenciard na escolha da forma de agitacdo, regime de intermiténcia e aeracdo. Na
maioria das aplicagdes, o tambor permanece estacionario na maior parte do cultivo, sendo o
meio movimentado apenas quando ¢ necessaria homogeneizacao para reduzir gradientes de
temperatura ¢ de umidade e para repor 4gua no sistema por aspersdo, se necessario
(DURAND, 2003; FARINAS, 2015; SOCCOL et al., 2017; TADA et al., 2017b; WANG et
al., 2010).

O padrao de movimentagao de particulas solidas em cilindros rotativos ¢ dependente
da velocidade de rotacdo, do grau de enchimento do tambor, da presenca de elementos
internos que favoregam transmissdao do movimento da parede as particulas (aletas retas, em
formato de L, helicoidais, etc.) e de caracteristicas fisicas das particulas, como forma
tamanho, flexibilidade e adesividade. Regimes de escoamento que descrevem o movimento de

particulas regulares em tambor rotativo normalmente foram classificados na literatura (CHEN
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et al.,, 2017, MELLMANN, 2001), embora tais regimes ndo se apliquem a meios fibrosos,
devido a flexibilidade das particulas e a forte intera¢do entre elas (TADA et al., 2017b). Tada
e colaboradores (2017b) avaliaram a movimentagdo e mistura de bagaco de cana-de-agucar
por processamento digital de imagens (PDI) em fun¢ao da velocidade de rotagdo, do grau de
enchimento e da presenca de um tubo interno em um tambor de parede giratoria que continha
defletores. Os autores observaram que a movimentagdo das particulas na camada ativa
ocorreu em blocos irregulares, ndo observando movimentacao do ntcleo central.

Santos et al. (2016) avaliaram experimentalmente por PDI o efeito da forma das
particulas (esfera de vidro e grdos de arroz) e condigdes de operagdo e geometria do tambor
na movimentagdo das particulas e comparou os resultados com simulagcdes numéricas
realizadas pelo Método dos Elementos Discretos. Os autores observaram que o angulo
dindmico de repouso para particulas irregulares diminuiu com o aumento do grau de
enchimento e com a velocidade de rotagdo, e foi afetado pelo coeficiente de atrito, obtendo
valores mais altos para particulas de formato irregular (graos de arroz), devido a maior area de
contato. Benedito et al. (2018) demonstraram que a modelagem da movimentacdo de
particulas irregulares em tambores rotativos depende fortemente da movimentagao da parede,
da geometria do tambor, do contato parede-particula e da interagdo entre particulas.

Qiang et al. (2020) utilizaram a técnica de velocimetria de filtragem espacial para
medir as velocidades das particulas na superficie da camada ativa em diferentes velocidades
de rotagdo, tamanho do tambor e para particulas de areia e esferas de vidro. Mostrando que
para particulas irregulares ha diferenca na distribui¢ao da velocidade de superficie livre, tanto
na direcdo do fluxo como na dire¢dao axial, onde a velocidade central diminui devido ao
acumulo de particulas no meio da superficie livre, a qual ndo se observa em forma de S em
alta velocidade de rotagao.

Diante disso, poucos trabalhos avaliaram experimentalmente a movimentacao de
particulas ao longo do CES. Devido as caracteristicas variadas das particulas empregadas
como substrato (p. ex. grdos, granulos, fibras), as caracteristicas morfoldgicas das hifas
fingicas e a interacdo entre micélio e particulas, ndo € possivel propor-se um comportamento
geral para a movimentagdao de meios cultivados em tambores rotativos. Um dos aspectos
inicias a serem abordados neste tipo de pesquisa ¢ a tolerancia do microrganismo a agitagao,
pois alguns fungos sdo tolerantes, como Thermoascus aurantiacus, Trichoderma harzianum,
Myceliophthora thermophila e Aspergillus oryzae (KALOGERIS et al. 2003; ALAM et al.,
2009; GRAJALES, 2014; SCHUTYSER et al., 2003), enquanto 4. awamori ¢ Metarhizium
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anisopliae, apresentam melhores resultados em condi¢des estaticas (DIAZ et al., 2009; van
BREUKELEN et al., 2011).

Kalogeris et al. (2003) avaliaram a eficiéncia do biorreator de tambor rotativo com
agitacdo intermitente para cultivo de 7. aurantiacus em palha de trigo, tendo como variaveis
temperatura, umidade e aera¢do. Atividades superiores de celulases e hemicelulases foram
obtidas no cultivo em biorreator quando comparado a frascos Erlenmeyer. Alam et al. (2009)
cultivaram 7. harzianum em cachos de frutos vazios de dendé em biorreator rotativo e
observaram que a atividade da celulase e a biomassa produzida foram superiores as
produzidas em Erlenmeyer. Grajales (2014) empregou M. thermophila em uma mistura
composta por bagaco de cana-de-acticar e farelo de trigo e realizou ensaios num tambor
rotativo com graus de enchimento 0,4, 0,5 e 0,6, obtendo atividades de endoglucanase
proximas as de ensaios em embalagens plasticas para os maiores graus de enchimento e
inferior no menor grau, atribuindo esta reducdo a agitagdo intensa das particulas. Foi
observado também que as hifas contribuiam para a formacdo de aglomerados no leito.
Schutyser et al. (2003) cultivaram A. oryzae em graos de trigo para avaliar o momento ideal
para a realizacao do primeiro evento de mistura. Seus resultados mostraram que a mistura ¢
necessaria para romper as ligagdes do micélio antes que seja necessario adicionar dgua para
compensar as perdas por evaporacgdo, evitando assim a presenca de grandes agregados apos o
periodo de mistura.

Diaz et al. (2009) avaliaram a influéncia da aeragdo e dos regimes de intermiténcia de
rotacdo sobre a produgdo de enzimas em uma mistura de bagaco de uva branca e cascas de
laranja (propor¢ao 1:1) cultivada por 4. awamori. As maiores atividades foram obtidas sem
ou com pouca agitacdo e pouca correlagdo entre agitacdo e taxa de aeracdo pdde ser
observada. van Breukelen et al. (2011) cultivaram M. anisopliae em reator de tambor de
parede raspada e em leito empacotado, utilizando fibras de canhamo, farelo de trigo e farelo
de arroz como substrato. Os experimentos mostraram que cultivo em leito empacotado ¢ mais
adequado para produgdo de esporos em larga escala, pois o fungo ¢ muito sensivel a agitacao.

O presente trabalho teve por finalidade avaliar o efeito do micélio do fungo M.
thermophila 1-1D3b sobre as caracteristicas de movimentacdo de uma mistura de bagago de
cana-de-agucar e farelo de trigo ao longo do cultivo, de modo a definir o momento adequado
para que se execute o primeiro evento de agitagdo, evitando assim a formacao de aglomerados
de particulas. As analises da movimentagdo foram feitas por PDI e os resultados foram
comparados com aqueles de leitos sem cultivo. Para a interpretacao dos resultados foram

empregados pardmetros reologicos obtidos para este sistema com e sem cultivo. Os resultados
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aqui apresentados servirdo para a operagdo e o controle automatico de biorreatores de tambor

rotativo para CES que empregam materiais fibrosos como substrato.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Particulas solidas

Foram utilizados como substratos bagaco de cana-de-acticar (BC) e farelo de trigo
(FT). O bagaco de cana-de-agucar foi doado pela Companhia Virgolino de Oliveira Agucar e
Alcool, de José Bonifacio — SP, sendo esse, seco em estufa com circulacao de ar a 60°C até
peso constante. O BC foi peneirado para conferir maior uniformidade ao meio poroso, €
padronizado como a fragdo retida entre peneiras com aberturas de 2 ¢ 4 mm. O FT foi
adquirido no comércio local e seco em estufa com circulacdo forcada de ar a 45°C até peso
constante. Em seguida os substratos foram armazenados em embalagens de polietileno de
parede espessa em temperatura ambiente at¢ o momento do uso. Os substratos foram
umidificados com agua destilada ou solu¢do nutriente, no caso de CES, até atingir a umidade

desejada.

6.2.2 Microrganismo

O fungo M. thermophila 1-1D3b foi isolado pelo Grupo de Bioenergia do
IBILCE/UNESP a partir de pilhas de bagago de cana-de-actcar. No preparo do indculo, o
microrganismo foi transferido para frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio agar
sabouraud dextrose (ASD) e incubado a 45°C por 96 horas. Os esporos foram raspados da
superficie da colénia com 50 mL de solucdo nutriente, composta de 3,5 g. L de (NH,),SO4,
3,0 g.L'1 de K,HPOq,, 0,5 g.L'1 de MgS0,4.7H,0, 0,5 g.L'1 de CaCl, e 1,0 g.L'1 de Tween 80,
ajustada para pH 5,0 com solugdo de HCI. A concentracdo de esporos foi estimada pela
contagem em microscopio optico usando Camara de Neubauer. A concentracao de esporos em
todos os ensaios foi de 107 esporos.g solido seco™.

O CES foi realizado em tambor construido em aluminio, com 9,4 cm de didmetro e 20
cm de comprimento, sem defletores internos, empregando misturas de substrato na proporgao
7:3 de BC:FT a 45°C e com umidade de 75%, condicdo 6tima determinada por Zanelato et al.
(2012) para o crescimento do fungo M. thermophila 1-1D3b. Para a determinagao do grau de

enchimento volumétrico do leito, ou seja, o volume de meio poroso dividido pelo volume



66

total, calculou-se a quantidade de material adicionado no biorreator rotativo por equagdes

descritas em Casciatori et al. (2014) para empacotamentos soltos.

6.2.3 Movimentagao radial do substrato em tambor rotativo sem cultivo

Experimentos de movimentacdo foram realizados em dois tambores para avaliar a
influéncia do substrato, umidade e cultivo sobre a movimentagdo das particulas. O primeiro,
de maior dimensdo, foi construido em acrilico, com 30 cm de diametro e 60 cm de
comprimento, com quatro defletores internos de 3 c¢cm de largura, num angulo de 45° em
relagdo a parede do tambor, e o segundo, de menor dimensao, construido em aluminio, com
9,4 cm de didmetro e 20 cm de comprimento, sem defletores internos. Os tambores foram
sustentados por uma estrutura metalica, que incluia dois roletes para movimentacao através de
um motor elétrico de velocidade variavel. Para o tambor pequeno a velocidade de rotagao foi
fixada em 8 rpm, enquanto para o grande foi uma varidvel controlada.

No tambor grande (Figura 6.1) foram realizados ensaios sem cultivo, empregando-se
BC e uma mistura de BC:FT na propor¢do 7:3, com umidades iniciais de 10 e 75% (base
umida, assim como as demais deste trabalho), variando o grau de enchimento em 0,4 ¢ 0,5. As
velocidades de rotagdo nestes ensaios foram controladas em 1, 4 e 8 rpm, de acordo com o

avaliado anteriormente em Grajales (2014) e Tada et al. (2017b).

Figura 6.1 — Estrutura do tambor de acrilico utilizado nos ensaios sem cultivo em estado

solido.

Fonte: Elaborado pela autora.

O tambor pequeno (Figura 6.2) era encamisado e nele foram feitos ensaios sem e com
cultivo. Nos ensaios sem cultivo, avaliou-se a influéncia do substrato, umidade e grau de

enchimento, como descrito anteriormente para o tambor grande, em velocidade de rotacdo de
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8 rpm. A velocidade de rotagdo nesse tambor ¢ fixa, devido as condigdes do equipamento.
Cada carga foi colocada individualmente dentro do tambor, que foi girado até que a
movimentagdo fosse estavel. Pela parte frontal dos tambores, os leitos de particulas foram
filmados com uma camera digital DCR-DVD408 (Sony, Toquio, Japao) até se observar
movimentagdo estavel, o que levou, em média, 5 minutos. Os videos produzidos foram
analisados usando-se o software Picture Motion Browser (Sony, Toquio, Japao), de acordo

com a metodologia descrita em Grajales (2014).

Figura 6.2 — Estrutura do tambor de aluminio utilizado nos ensaios sem e com cultivo em

estado solido por M. thermophila 1-1D3b.

Fonte: Elaborado pelautor.

Posteriormente, foram acoplados defletores ao tambor de menor dimensdao para
investigar sua influéncia na movimentagao. No entanto, os defletores restringiram a area de
movimenta¢do, de modo que o espaco frontal, através do qual as imagens foram capturadas,
foi limitado e observou-se maior aglomeragdo das fibras e formag¢dao de um bloco central.
Desta forma, o uso do defletor no tambor pequeno nao pode ser comparado ao que se

observou no tambor de maior dimensao devido a esta restricao na area de movimentagao.

6.2.4 Movimentagao radial do substrato em tambor rotativo com cultivo em estado sélido

Os ensaios com cultivo foram realizados em uma mistura de BC:FT na propor¢ao de
7:3, com umidade inicial de 75%, como descrito anteriormente. Na camisa escoava agua a
45°C mantida constante por um banho termostatico. O ar de entrada foi fornecido por um
compressor a uma vazio de 5 L.min™', passando por medidor de vazdo massico (Cole-Parmer
Instrument Co, Vernon Hills, EUA) e filtro de algodao, para, em seguida, ser umidificado e

aquecido a 45°C em coluna recheada com esferas de vidro e dgua destilada. Assim, o ar
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entrou no biorreator saturado e com temperatura e vazdo controladas. Foram realizados
experimentos avaliando o cultivo em condi¢des totalmente estaticas e com agitagdo inicial por
1 minuto, para a uniformizagdo do leito, seguido pelo cultivo estatico. A rotacdo do tambor
foi fixada em 8 rpm, devido as condi¢des do equipamento. O CES foi finalizado apo6s 6, 9, 12,
15,18, 21 e 24 horas de cultivo, com agitacdo do tambor. Apds esse evento de agitacdo, o
experimento foi descartado. A tampa frontal do tambor menor era de acrilico para possibilitar

a visualizagdo da movimentagdo das particulas.

6.2.5 Avaliagdo da geracdo de calor metabdlico durante o cultivo em estado sélido

Um CES foi realizado no biorreator de menor dimensao em condi¢des de cultivo
descritas anteriormente, empregando misturas de substrato na propor¢dao 7:3 de BC:FT a
45°C, com umidade de 75% e grau de enchimento 0,5, para obter o indicativo do crescimento
microbiano por meio da geracao de calor metabdlico, com o intuito de estabelecer o momento
adequado para realizar a movimentagdo ¢ homogeneizagao do leito. Para tanto, um termopar
do tipo T foi posicionado de modo que a sua ponta ficasse em meio ao substrato, na posi¢ao
central do tambor. O termopar foi conectado a um sistema de aquisi¢ao de dados COMPACT-
DAQ® (National Instruments, Austin, EUA), gerenciado pela rotina LabView®. Diante desse
resultado, determinou-se 0 momento em que o tambor seria movimentado.

Para avaliar a influéncia da movimentacao na sintese das enzimas, foram realizados
cultivos independentes. No primeiro momento o substrato foi acondicionado no tambor para
coleta dos dados de temperatura e ndo foi movimentado, enquanto no segundo momento, o
tambor foi movimentado por 1 minuto antes do inicio do cultivo, com velocidade de rotagao
de 8 rpm, e em tempos determinados pelos resultados do experimento de movimentagao radial
com cultivo em estado solido (9 e 18 horas). Os dois cultivos continuaram até o tempo de 96
horas, determinado por Zanelato et al. (2012) como sendo o tempo de produ¢do maxima de
atividade enzimatica. Ao final do CES, foi realizada extracdo das enzimas e a determinagao

da atividade de endoglucanases.
6.2.6 Determinagdo da atividade de endoglucanase
A extracdo das enzimas e a determinacdo da atividade de endoglucanases foram

realizadas como descrito em Zanelato et al. (2012). A extracdo foi realizada pela adicao de

20 mL de é4gua destilada por grama de solido seco, seguida de agitagdo a temperatura
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ambiente em agitador de movimento reciproco por 30 minutos. O extrato foi filtrado em
tecido sintético fino e centrifugado a 10000 g por 15 minutos a 5°C. O sobrenadante foi
utilizado como solu¢do enzimatica bruta.

A atividade da endoglucanase (ou CMCase) foi determinada pelo método descrito em
Ghose (1987), que se baseia na determinacdo de aglicares redutores totais, expressos em
glicose, liberados pela acdo enzimatica. No ensaio, 0,1 mL do extrato enzimatico bruto e 0,9
mL de solucdo 4% de carboximetilcelulose (CMC) em solugdo tampao de acetato de sodio
sao feitas reagir por 10 minutos a 60°C. A determinacdo dos agucares redutores totais foi
realizada pelo método de DNS (4cido 3-5-dinitrosalicilico) de Miller (1959) e a quantificacao
foi realizada por espectrofotometria a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de agucar redutor do substrato por
minuto. Os resultados da atividade de endoglucanase foram convertidos para serem expressos

em unidade por grama de substrato solido (U.gss™). A anélise foi realizada em triplicata.

6.3 Resultados e Discussao

Neste trabalho, foram determinadas as caracteristicas de movimentacdo de uma
mistura de bagaco de cana-de-actcar (BC) e farelo de trigo (FT), ao longo do tempo de
cultivo por M. thermophila 1-1D3b. Os ensaios foram realizados em tambores de duas
dimensodes, descrevendo-se padrdes de movimentacdo antes € apos o cultivo, bem como o
momento ideal de realizar a rota¢do. Ensaios para a avaliacao da geracdo de calor metabdlico

e a producdo de celulases no meio estatico e com agitagdo foram realizados durante o cultivo.

6.3.1 Movimentagao radial do substrato em tambor rotativo sem cultivo

Em tambores com rotacdo moderadas da parede do tambor, o leito de particulas ¢
composto por uma camada passiva, proxima a parede do cilindro, que se move como um
corpo so6lido, e uma camada ativa, onde as particulas se movem de forma descendente,
importante para a mistura ¢ desempenho geral do leito, devido as altas taxas de transferéncia
de calor e massa (DING et al., 2002). Nos videos analisados para o tambor de maior
dimensdo, onde as variaveis foram o grau de enchimento, velocidade de rota¢ao, umidade das
particulas e a composi¢do do leito, ndo foram observadas diferengas expressivas no padrao de
movimentagao radial das particulas para as umidades de 10% e 75% para leitos de bagaco de

cana-de-aglcar, reproduzindo-se movimentagdes similares as reportadas por Tada et al.
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(2017). De acordo com estes autores, as fibras se movimentam em blocos de tamanhos e
periodicidade irregulares, devido ao entrelacamento das fibras, que foram carregadas em
quantidade expressiva pelos defletores. Esses blocos se desprenderam dos defletores ao
atingirem posicoes angulares acima de 90° da circunferéncia, quando eram lancadas contra a
camada ativa em posi¢des definidas. Simultaneamente, por¢des de particulas entre dois
defletores adjacentes adquiriam energia potencial suficiente para se mover no plano
descendente, ndo como particulas isoladas, mas em blocos de tamanhos irregulares. Desta
forma, os regimes de movimentacdo sugeridos por Mellmann (2001) ndo foram considerados
aplicaveis a leitos de fibras flexiveis, entrelagadas e irregulares.

A Figura 6.3 representa a movimentacdo observada para o grau de enchimento 0,4 e
0,5 para leitos de bagago de cana-de-agticar no tambor de 30 cm de didmetro, onde particulas
eram elevadas pelos defletores, deixando em seu lugar um espago oco nao preenchido na
porcao inferior do tambor. Esse espaco vazio diminuiu com o aumento da velocidade de
rotagdo, ¢ ndo foi observado apenas nos experimentos com a mistura BC:FT a 75% de
umidade realizados neste tambor. Nao foi possivel caracterizar uma camada ativa tipica de
movimentagdo de meios porosos neste tipo de leito. Para iniciar a caracterizagdo do
movimento, as particulas foram niveladas no leito, € com o tempo de movimentagdo formou-
se um grande aglomerado que girava em torno de um eixo imaginario (indicado na Figura
6.3), coincidente com o eixo axial do tambor. Esse aglomerado permaneceu integro durante
todo o tempo de movimentagdo avaliado. Desta forma, a agdo da parede de arremessar
particulas para a camada ativa ndo se verificou, sendo a mistura provocada unicamente pelos
defletores. Para o grau de enchimento 0,4, as por¢des de particulas elevadas pelos defletores
eram menores do que as observadas para grau de enchimento 0,5, e tais porgdes eram
arremessadas contra este grande bloco central, unindo-se apenas na porcao inferior da
circunferéncia. Tada et al. (2017b) relatam que, para grau de enchimento maior que 0,5 em
tambor de igual didmetro, o bloco cai em tamanhos menores € ndo cai de uma s6 vez, e que
ainda, para velocidades de rotagdo mais altas, a movimentagdo se torna mais irregular e dificil

de caracterizar.
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Figura 6.3 — Representagdo da movimentacdo de bagago de cana-de-agucar com 10% de

umidade em tambor de maior dimensdo com grau de enchimento 0,5 a 8 rpm.

Defletores

Grande aglomerado
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<
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para leitos de BC com 75% de umidade, observou-se deslocamento axial das fibras em
diregdo a tampa frontal do tambor, que permaneceu estaciondria durante todos os
experimentos de movimentagdo para o tambor de maior dimensdo. Inicialmente, a
movimentagdo radial era similar & anteriormente descrita para 10% de umidade, mas
gradualmente as particulas foram se aglomerando contra a tampa frontal e deixaram de se
mover isoladamente e passaram a se mover como um corpo sélido com velocidade angular
igual a da parede do tambor. A Figura 6.4 representa essa movimentagdo, onde a numeragao
corresponde a ordem na qual ocorre movimentacao das particulas, que se elevam mais em
funcdo da parede do tambor do que por presenca dos defletores, sendo a posicdo 3 mais

proxima a tampa frontal do tambor.

Figura 6.4 — Representacdo da movimentagdo de bagago de cana-de-acticar com 75% de
umidade em tambor de maior dimensao com grau de enchimento 0,5. Vista lateral do

biorreator. Movimento axial de particulas se da de 1 para 3.

Fonte: Elaborado pela autora.

A adicdo de 30% de farelo de trigo ao bagago de cana-de-aglicar seguiu padrido de

movimentagdo similar ao descrito anteriormente, com algumas modificacdes. A Figura 6.5
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descreve a movimentagdo, no tambor de maior dimensdo, comparando a formacao de
aglomerados de particulas na presencga de farelo de trigo. Nota-se que quantidade expressiva
do material era elevado pelos defletores e se desprendiam ao atingirem o topo da
circunferéncia, quando eram langados contra a superficie do leito. Na auséncia de FT, ao ser
lancado na superficie do leito, o grande bloco se fragmentava em blocos menores, enquanto
na presenga de farelo de trigo esses blocos maiores nao desestruturaram, rolando sobre a
camada passiva. O regime de movimentagdo nao muda pela caracteristica do bagaco de cana-
de-actcar, mas pela adicdo de farelo de trigo ocorre alteracdo na resisténcia do meio. O
regime pode ser caracterizado como bloco rolante. Quando se emprega a mistura BC:FT com
75% de umidade, as particulas se movimentam de forma continua, em blocos maiores e de
tamanhos irregulares, de modo que se pode afirmar que os graos de farelo ocupam a area de
contato entre as fibras de bagago, diminuindo o entrelagamento e a resisténcia ao movimento.
Ressalte-se que nesta umidade, as caracteristicas de adesividade dos graos de farelo de trigo
ndo eram visivelmente pronunciadas. Caso esta adesividade fosse intensa, representaria uma
resisténcia adicional ao movimento que compensaria a perda de resisténcia ocasionada pelo

efeito estérico provocado pelo farelo.

Figura 6.5 — Representacdo da movimenta¢do da mistura BC:FT com 10% de umidade no

tambor de maior diametro, com grau de enchimento 0,4 a 8 rpm.

Fonte: Elaborado pela autora.

O tambor de menor dimensdo nao possuia defletores na parede, logo, nos videos
analisados, sem cultivo, para bagaco de cana-de-agucar e mistura BC:FT, ndo ha elevagdo do
material e queda de blocos e a movimentagdo ocorre mais no centro do tambor, isto €, as
particulas se separam em por¢des de aglomerados que se deslocam e misturam pela forga

rotacional.
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A Figura 6.6 representa a movimentagdo para bagaco de cana-de-actcar a 10% de
umidade, sem cultivo, em tambor de menor dimensdo com grau de enchimento 0,4 e
velocidade de rotacao de 8 rpm, onde o padrao de movimentagdo observado anteriormente ¢
pouco modificado. Inicialmente, as particulas se comportam como um corpo so6lido, do qual
pequenos aglomerados se desprendem por acdo da parede e que rolam por sobre este corpo até
a parte baixa do tambor. Com a continuidade das rotacdes, este grande aglomerado se quebra,
formando trés aglomerados que se sucedem na queda. A mistura das particulas ¢ visivelmente
pobre. Para essa configuracdo do tambor e com particulas a 10% de umidade ndo ha
influéncia do grau de enchimento sobre o padrdo de movimentagdo. Na Figura 6.6 observa-se
que no inicio do ensaio a superficie do leito ¢ plana, formando-se a seguir grandes
aglomerados, que se desfazem rapidamente, recuperando a superficie plana em tempos muito
curtos, sendo que, esse ciclo se repete a cada 4 segundos.

Enquanto que para 75% de umidade, observou-se influéncia do grau de enchimento
sobre o padrio de movimentagdo. Para o grau de enchimento 0,4 as particulas iniciam o
movimento com certa resisténcia, visivel apenas nos 45 segundos iniciais, apoés o que a
movimentagdo ¢ semelhante ao descrito para 10% de umidade, com repeticdo do ciclo de
movimentagdo a cada 5 segundos. J4 para o grau de enchimento 0,5, as particulas se
comportam como um bloco inteiro movimentando-se no centro do tambor, com poucas
particulas dispersas, semelhante ao observado na Figura 6.3 para o tambor de maior
dimensao. Nao foi possivel definir o ciclo de repeticdo da movimentagdo para o grau de
enchimento 0,5 em ambas as umidades.

Quando se adiciona 30% de farelo de trigo ao bagago na umidade de 10% e grau de
enchimento 0,4, a movimentagao ¢ irregular e ndo se observa um movimento ciclico, como se
pode constatar na Figura 6.7, sendo o mesmo comportamento observado para grau de

enchimento 0,5 e para 75% de umidade.
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Figura 6.6 — Movimentacdo do bagaco de cana-de-agucar, em tambor de menor dimensao, a

10% de umidade, grau de enchimento 0,4 e velocidade de rotagdo 8 rpm.

41s

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 6.7 — Movimentacdo da mistura BC:FT na proporcao 7:3, em tambor de menor

dimensao, a 10% de umidade e grau de enchimento 0,4.

31,5s

Fonte: Elaborado pela autora.

Visto que a capacidade de retencao de agua do farelo de trigo ¢ maior do que a do
bagaco de cana-de-agucar (CASCIATORI et al., 2015), a adicao de farelo ao bagaco causou
uma reducdo na resisténcia a movimentagdo em umidades mais elevadas. Casciatori et al.
(2014) avaliaram microscopicamente a expansao do bagaco de cana-de-agticar com o aumento
da umidade, e observaram que para particulas com 4% de umidade existe um grande espago
intersticial entre as células, que ndo sdo vistas para 75% de umidade, onde os espagos
intracelulares parecem ser turgidos, sendo possivel notar que o didmetro celular das fibras de

bagago aumenta linearmente com a umidade, diminuindo a porosidade.
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Propriedades como elasticidade, dureza e plasticidade, afetam a movimentagdo de
particulas em biorreatores de leito mével de CES. Em resultados do Capitulo 5 observou
diminui¢do do parametro dureza do bagago de cana-de-acgticar e da mistura BC:FT com o
aumento da umidade, enquanto os parametros coesividade e elasticidade ndo foram afetados,
indicando que as fibras sdo razoavelmente eldsticas e tém razoavel coesdo. Esses parametros
pouco variaram com a umidade e com adi¢@o de farelo de trigo. Em termos de movimentacao
das particulas em biorreatores de tambor rotativo, essa elasticidade moderada faz com que
nem toda energia aplicada as particulas resulte em movimento, sendo parte empregada para
deformar as fibras (TADA et al. 2017b). Como os valores de coesividade e elasticidade sao
proximos para as condigdes experimentais adotadas, a movimentagdo das particulas tende a
nao ser afetada pela presenca de farelo de trigo junto ao bagaco de cana-de-agucar, o que foi

comprovado experimentalmente.

6.3.2 Movimentacao radial do substrato em tambor rotativo com cultivo em estado solido

O CES foi realizado no biorreator de aluminio de 9,4 cm de didmetro, utilizando a
propor¢ao 7:3 de BC:FT, e apos 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 horas de cultivo, ocorreram os
eventos de agitacdo. Os cultivos foram independentes e descartados apds o evento de
agitacdo. Nos tempos iniciais de cultivo observou-se o mesmo padrio de movimentagdo
descrito anteriormente para o meio nao reacional e para 9 horas de cultivo observou-se
alguma resisténcia apenas nos 30 segundos iniciais de rota¢dao, quando o bloco inicialmente
inteirico comega a se fragmentar, ocorrendo entdo a movimentagdo e a mistura. Ao longo do
tempo de cultivo, visualmente o fungo M. thermophila 1-1D3b ocupa os espagos vazios do
leito sem causar alteragdo do volume total. Ao crescer nos vestigios de substrato presentes na
parede do tambor e devido a resisténcia do micélio, o material se fixa a parede, ndo se
observando nenhuma movimentaga@o a partir de 12 horas de cultivo. Nesse tempo de cultivo a
dureza do material comega a aumentar, atingindo o maximo em 18 horas (Capitulo 5). Esse
momento, entre 12 e 15 horas, pode ser considerado como critico para movimentar o
biorreator durante o cultivo, pois coincide com o inicio dos processos metabodlicos mais
intensos, resultando num aumento na taxa de respiracdo. Esse efeito da interacdo do micélio
com a parede foi de grande intensidade devido ao didmetro reduzido do tambor e espera-se
que para tambores de grande didmetro os efeitos da regido central do leito predominem e que

seja possivel rotacionar o tambor para tempos de cultivo superiores.
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Normalmente, para os ensaios com e sem cultivo, as particulas eram acomodadas
dentro do tambor, a superficie era nivelada e a superficie livre alinhada com o plano
horizontal para que, posteriormente, a parede do tambor fosse rotacionada. No entanto, ao
girar o tambor as particulas adquirem um posicionamento distinto, formando grandes
aglomerados e suspeitou-se que esta caracteristica pudesse afetar o cultivo. Assim, para
verificar esta influéncia no movimento do meio de cultivo o biorreator de aluminio de 9,4 cm
de didmetro foi rotacionado durante 1 minuto antes de cada cultivo e apos 6, 9, 12, 15, 18, 21
e 24 horas. Quando hd movimentagdo das fibras antes do CES as particulas se rearranjam no
interior do tambor, aumentando o espago entre as particulas. A Figura 6.8 representa a
diferenca do posicionamento das fibras no momento inicial do CES por M. thermophila 1-

1D3b utilizando a propor¢ao 7:3 de BC:FT.

Figura 6.8 — Representacao do posicionamento das fibras no momento inicial do CES por
Myceliophthora thermophila 1-1D3b utilizando a propor¢ao 7:3 de BC:FT, umidade de 75%,
grau de enchimento de 0,5, no tambor de 9,4 cm de didmetro. (a) cultivo sem movimenta¢ao

inicial; (b) cultivo com movimentacio inicial a velocidade de rotagdo de 8 rpm.

(@ | (b)

Fonte: Elaborado pela autora.

Realizando o CES apos a rotagdo inicial de 1 minuto, observou-se que o padrao de
movimentagdo descrito anteriormente para o meio nao reacional apresentou alteragdo a partir
de 12 horas de cultivo, onde as fibras possuiram resisténcia para movimentagdo nos 60
segundos iniciais de rotacdo e apds esse tempo a movimentacdo foi similar ao substrato sem
cultivo. A partir de 15 horas de cultivo as fibras formam um bloco inico, movimentando-se
como um corpo sélido, sem apresentar movimentagdo de particulas isoladas. O bloco
cultivado ndo permanece fixado a parede do tambor como observado nas condigdes de cultivo
que ndo foram movimentadas previamente. A disposi¢do das fibras no interior do tambor
rotacionado antes do CES aumenta o espago vazio entre as particulas, o que pode ter atrasado

o entrelagamento das hifas, formando um aglomerado inico em tempo superior, como visto
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na situagdo descrita anteriormente para leitos que ndo foram rotacionados previamente. Em
ensaios para medir a resisténcia a tragdo das hifas aéreas de M. thermophila 1-1D3b cultivado
em discos de farelo de trigo (Capitulo 5), observou que até 12 horas de cultivo, nenhuma
for¢ca pode ser medida, pois ndo ha entrelagamento das hifas entre os discos de farelo de trigo
para que tal for¢a possa ser mensurada e a for¢ga méxima foi obtida em 24 horas de cultivo.
Grajales (2014) realizou ensaios de CES utilizando as mesmas condi¢des apresentadas
nesse trabalho para avaliar, pela quantificagdo da atividade de endoglucanase, a tolerancia a
agitacdo mecanica do fungo M. thermophila 1-1D3b, variando a carga de particulas e a
intermiténcia de rotagdo do tambor ao longo do cultivo. A autora relatou que o fungo ¢
tolerante a agitagdes moderadas e que o grau de enchimento de 0,4 ou 0,5 ndo provocou efeito
prejudicial a sintese de enzimas, havendo ligeiro aumento da atividade enzimatica, quando o

tambor foi rotacionado a cada 12 e 24 horas de cultivo.

6.3.3 Avaliagdo da geracdo de calor metabdlico durante o cultivo em estado sélido

A partir dos dados de movimentagao do substrato durante o CES, realizaram-se
experimentos de controle de temperatura em sistemas sem movimentagdo € com
movimentagdo. Esses resultados sdo mostrados na Figura 6.9. Observa-se que ao deixar o
sistema estatico, a temperatura fica proxima a ideal para o CES, atingindo valor maximo com
18 horas de cultivo. Resultados semelhantes de temperatura foram encontrados por Perez;
Casciatori ¢ Thoméo (2019) e Zanelato et al. (2012) em biorreator de leito empacotado para o
CES por M. thermophila 1-1D3b em mistura de BC:FT na propor¢do 7:3. O aumento de
temperatura ¢ devido aos resultados das atividades metabdlicas do fungo, e em biorreator de
leito empacotado, esse aumento foi de aproximadamente 6°C, porém os autores destacam que,
apesar da temperatura maxima exceder o limite de seguranca, ndo prejudicou o metabolismo

fingico.
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Figura 6.9 — Controle de temperatura do cultivo em estado solido, realizado em tambor
rotativo, por M. thermophila 1-1D3b em mistura de BC:FT na propor¢do 7:3 com 75% de
umidade e grau de enchimento 0,5. Sdo caracterizados experimentos estatico e agitado a
velocidade de rotacao de 8 rpm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Anteriormente, ao avaliar a rotacdo do substrato cultivado, observou que em 9 horas
de cultivo ndo ocorreu resisténcia a movimentacao, logo, esse tempo de cultivo e 18 horas,
quando ocorreu o pico de temperatura, foram escolhidos para rotacionar o tambor, a fim de
comparar o controle de temperatura e a produ¢do de enzimas apds 96 horas de cultivo.
Quando o tambor foi agitado, o valor maximo de temperatura foi atingido com cerca de 15
horas de cultivo, diminuindo a temperatura média do cultivo em aproximadamente 3°C.

A atividade de endoglucanase para o cultivo estatico foi de 149,4+24,3 U.gss” e ao
rotacionar o tambor, diminuiu para 117,2+10,0 U.gss'l. Perez; Casciatori ¢ Thoméo (2019)
realizaram experimentos a fim de encontrar a melhor alternativa para expansao de biorreator
de leito empacotado, obtendo para o biorreator em escala de bancada, a atividade de
endoglucanase méaxima de 148 U.gss™ e em biorreator de escala piloto, a atividade enzimatica
foi de 80 U.gss™. Zanelato et al. (2012) avaliaram a produgio de endoglucanase no CES, em
biorreator de leito empacotado, obtendo, em 96 horas, atividade enzimatica de 669 U.gss’l.
Apesar do fungo M. thermophila 1-1D3b ter tolerancia a agitagdo, valores menores para a
atividade enzimatica podem ter ocorrido porque ao misturar particulas de tamanhos diferentes
em um tambor rotativo, as particulas menores segregam na parte inferior do leito apds varias
agitagdes (HUANG; KUO, 2018), modificando a composicdo do meio. Outro aspecto que
pode ter ocasionado esta redugdo ¢ a danificagdo das hifas devido ao movimento do meio. De

todo modo, a atividade relativa para a condi¢gdo de movimentacao foi igual a 0,8, similar aos
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resultados obtidos por Grajales (2014). Para tambores de grandes dimensdes, espera-se que a
elevagdo de temperatura seja mais expressiva do que a observada nos presentes ensaios € que
os efeitos positivos da rotacao possam ser melhor observados.

Neste cultivo, o farelo de trigo tem o papel de indutor de crescimento por ter fontes de
carbono e nitrogénio mais facilmente assimilaveis. Assim, nos primeiros estagios de cultivo, o
fungo consome mais intensamente o farelo e somente em estdgios posteriores o bagaco de
cana-de-agticar (GOMES et al., 2020). Desta forma, quando o meio ¢ segregado ha menor
concentracdo de farelo de trigo na parte superior, o que pode ndo fornecer quantidades

suficientes de nutrientes.

6.4 Conclusao

Por meio de anélise visual pode-se descrever a movimentagdo de particulas de bagaco
de cana-de-agucar e de misturas de bagacgo de cana-de-agticar e de farelo de trigo em tambores
rotativos, com e sem cultivo pelo fungo M. thermophila 1-1D3b. Para sistemas nao reacionais
em tambor de 30 cm de didmetro, nao foi observado diferenga no padrao de movimentagao
das particulas para as umidades de 10% e 75% para leitos de bagaco de cana-de-agucar para
um mesmo grau de enchimento (0,4 ou 0,5). Esse mesmo padrio de movimentacdo foi
observado com a adi¢do de 30% de farelo de trigo ao bagago. As particulas eram elevadas
pelos defletores e arremessadas contra um grande aglomerado que girava em torno de um eixo
imaginario, coincidente com o eixo axial do tambor. No entanto, quando utilizou a umidade
de 75%, observou-se mais espaco vazio entre as particulas do leito, e a movimentacdo das
particulas ocorreu de forma gradual no tambor. Para o tambor de 9,4 cm de diametro, a
auséncia de defletores nas paredes faz com que a movimentagdo ocorra mais ao centro do
tambor. As fibras formam um aglomerado no centro, movimentando em trés blocos de
tamanhos e periodicidade irregulares.

Nos cultivos realizados no biorreator de menor dimensdo, observou-se o mesmo
padrao de movimentagao descrito para o meio nao reacional em até 9 horas de cultivo, quando
constatou-se ligeira resisténcia inicial a movimentacdo. Apds 12 horas de cultivo, forma-se
um bloco de particulas entremeadas por hifas que nao pode ser fragmentado. No entanto, se o
tambor for girado antes do inicio do cultivo, a rotagdo pode ser realizada com até 15 horas de
cultivo. Mais experimentos deverdo ser realizados para determinar o momento de rotagao do

tambor aumentando a producao de enzimas.
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CAPITULO 7. POROSIDADE E DISTRIBUICAO DO TAMANHO DOS POROS EM
LEITOS EMPACOTADOS DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E FARELO DE
TRIGO PARA CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

RESUMO

A porosidade e a distribuicdo do tamanho dos poros sdo fatores que influenciam varias
propriedades fisicas dos meios porosos. Para o cultivo em estado sélido (CES), dentre outras
coisas, esta informacdo estrutural também ¢ importante para determinar o espaco livre
disponivel para o crescimento microbiano. O objetivo deste trabalho foi determinar a
porosidade e a distribui¢ao de tamanhos de poros em leitos empacotados de bagago de cana-
de-agucar (BC) e misturas de BC com farelo de trigo (FT) com e sem cultivo pelo fungo
Mpyceliophthora thermophila 1-1D3b. A técnica fotografica 2D auxiliada por computador foi
utilizada para avaliar as mudangas na porosidade de um leito empacotado devido ao
crescimento do fungo em uma mistura BC:FT com propor¢ao em peso 7:3, a 75% de umidade
apos 48 horas de cultivo e os resultados mostraram uma redugdo acentuada de mais de 50%
da porosidade devido ao micélio fingico. Notou-se um perfil de porosidade longitudinal do
leito, cuja secao média apresentou colonizagdo deficiente devido ao impedimento estérico.
Para leitos ndo cultivados, nenhuma alteragdo da porosidade foi encontrada. Uma ampla
distribuicao de tamanho de poros foi observada para meios nao cultivados, com a maioria dos
vazios sendo muito estreitos para um crescimento fungico adequado e poucos vazios de
grandes dimensdes que garantiam espago suficiente para as hifas aéreas. A microtomografia
computadorizada de raios-X (u-CT) foi usada para avaliar a estrutura 3D do leito e uma
complexa rede de vazios foi encontrada com uma porosidade média bastante proxima a obtida
usando a analise de imagens 2D na superficie do leito. Os resultados aqui obtidos serdo tteis
para que modelos mais realistas sejam propostos considerando a variacdo da porosidade e a

distribuicao do tamanho dos poros para este sistema CES.

Palavras-chaves: Cultivo em estado sélido. Bagaco de cana-de-acucar. Farelo de trigo.

Determinacao de porosidade. Distribui¢cdo de tamanho de poro. Analise de imagem digital.
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ABSTRACT

Porosity and pore size distribution are factors that influence several physical properties of
porous media. For solid-state cultivation (SSC), this structural information is also important to
determine the free space available for the microbial growth. The aim of this work was to
determine the porosity and the pore size distribution of packed beds of sugarcane bagasse
(SCB) and mixtures of SCB with wheat bran (WB) with and without cultivation with fungus
Myceliophthora thermophila 1-1D3b. The computer-aided 2D photographic technique was
used to evaluate the changes of the bed porosity due to the fungal growth in a mixture
SCB:WB with weight proportion 7:3 at 75% moisture content after 48h of cultivation and the
results showed a steep reduction of more than 50% of the porosity due to the fungal
mycelium. A longitudinal porosity profile was noticed and the midsection of the bed was
poorly colonized due to the steric hindrance. For uncultivated beds, no change of the porosity
was found. A wide pore size distribution was observed for uncultivated media, with the
majority of the voids being too narrow for an adequate fungal growth and quite few, but very
large, voids which ensured enough space for the aerial hyphae. Micro computed X-ray
tomography (u-CT) was used to assess the 3D structure of the bed and a complex network of
voids was found withan average porosity quite close to the one obtained using the 2D image
analysis from the top surface of the bed. The results obtained here will be of help for more
realistic models to be proposed considering porosity variation and pore size distribution for

this SSC system.

Keywords: Solid-state cultivation. Sugarcane bagasse. Wheat bran. Porosity determination.

Pore size distribution. Digital image analysis.

7.1 Introducao

O cultivo em estado sélido (CES) ¢ um processo microbiano de sintese de
biomoléculas de alto valor agregado a partir de residuos so6lidos agroindustriais, como bagaco
de cana-de-agucar, farelo de trigo, palha de arroz e polpa e casca de laranja, entre muitos
outros (CASCIATORI et al., 2014; CASCIATORI; THOMEO, 2018). Essa técnica tem sido
aplicada a producao de uma variedade de compostos e produtos, como enzimas, pigmentos,

racdo animal e esporos de fungos para o controle biologico de pragas agricolas (CUNHA et
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al., 2020; PEREZ; CASCIATORI; THOMEO, 2019; SALA et al., 2020; VELMURUGAN et
al., 2011; VENDRUSCOLO et al., 2009; ZANELATO et al., 2012). Fungos filamentosos sao
frequentemente aplicados em processos de CES, uma vez que sao bem adaptados a meios de
atividade de agua moderada, ao contrario de bactérias que requerem ambientes de alta
atividade de agua (MANAN; WEBB, 2019; WANG; LIU; CHEN, 2018).

Os materiais solidos usados para CES podem ser definidos seguindo-se BARGMANN
et al. (2018), que classificou os materiais porosos em trés grupos principais: tecidos,
aglomerados e agregados. Nesta defini¢do, agregados sao materiais ndo consolidados e ndo
rigidos, compostos por particulas individuais e fracamente compactadas, envoltas por uma
rede de vazios. Materiais granulares, como solo, areia, bagago de cana-de-acucar e farelo de
trigo, pertencem aos agregados. Os agregados ndo resistem a tracdo, exceto quando ocorre
coesdo entre as particulas (BARGMANN et al., 2018). Em CES, ndo apenas as particulas
solidas devem ser levadas em consideragdo ao estimar as propriedades fisicas de um meio,
mas também o micélio fungico, que pode alterar significativamente a estrutura do leito e pode
intensificar a coesao entre as particulas.

Porosidade, distribuicao de tamanho de poro, tortuosidade, nimero de coordenagao e
posicdo relativa, entre outras propriedades estruturais, afetam diretamente as propriedades
fisicas de um leito poroso compactado (KACZMAREK; GOUEYGOU, 2006), como
condutividade térmica, difusividade de massa, coeficientes convectivos de transferéncia de
calor e massa e higroscopicidade. Estas propriedades sdo cruciais para a modelagem de
transferéncia de calor e massa de processos CES, por exemplo, visando o projeto e operacao
de biorreatores (CASCIATORI et al., 2014). No entanto, como o material solido ¢
frequentemente o substrato para o crescimento do fungo que ¢ consumido para gerar biomassa
microbiana, ndo apenas as propriedades estruturais iniciais devem ser investigadas, mas
também sua modificacao ao longo do cultivo (WANG; LIU; CHEN, 2018).

A determinagdo das propriedades estruturais de meios porosos pode ser realizada
usando métodos analiticos ou auxiliados por computador. Os métodos analiticos fornecem
informacdes médias do meio poroso, até o nivel de volume do elemento representativo, e sao
bem representados pela gravimetria (CASCIATORI et al., 2014; MANAN; WEBB, 2019), a
porosimetria de mercurio (GIESCHE, 2006) e a sor¢do de gas (CHEN; HE, 2012; WANG;
LIU; CHEN, 2018). Essas técnicas fornecem informacdes médias dos leitos (bulk) e
intraparticulas, como fragdo geral de vazios, tamanho médio dos poros e distribui¢do do
tamanho dos poros, embora algumas delas exijam a proposi¢ao aprioristica do volumes de

poros e modelos de adsor¢do de gas (FABER et al., 2003). Os métodos auxiliados por



84

computador sdo acoplados a técnicas ndo intrusivas e ndo destrutivas, como microtomografia
computadorizada de raios-X (u-CT), espectroscopia de energia dispersiva de raios-X e
ressonancia magnética e podem produzir informag¢des microscopicas 3D médias e
intraparticulas. Essas técnicas, aliadas ao processamento digital de imagem (PDI), podem
fornecer caracteristicas simples da amostra, como fragdo de fases, fragdo de vazios e
conectividade, bem como informac¢des 3D detalhadas, como orientacdo de fases, raio de
rotacdo de giro, numero e angulo de coordenacdo, entre outros (DADKHAH; PEGLOW;
TSOTSAS, 2012; IRIE et al., 2018; LANDIS; KEANE, 2010). Bargmann e colaboradores
(2018) apresentaram uma revisao sobre os métodos de geracdo de distribui¢do espacial 3D de
meios porosos, mostrando que a escolha de um método experimental especifico depende das
caracteristicas intrinsecas do material s6lido e da informacao micro estrutural desejada.

As propriedades estruturais dos meios porosos utilizados em CES foram obtidas por
técnicas gravimétricas e por PDI. A porosidade do farelo e casca de arroz, bagaco de cana-de-
acucar e farelo de trigo frequentemente foi determinada pelo deslocamento de volume liquido
(BASTOS; MOTTA; SANTANA, 2014; DORTA; ARCAS, 1998; MEMBRILLO et al.,
2011). Especificamente para BC, FT e mistura entre ambos, Casciatori et al. (2014)
determinaram a densidade de particula, a densidade do leito e a porosidade em fungao do teor
de umidade e da técnica de empacotamento. Esses autores também investigaram a influéncia
do micélio fungico de Myceliophthora thermophila 1-1D3b e Trichoderma reesei QM9414 na
porosidade do leito e afirmaram que o crescimento dos fungos nao afetou essa propriedade.
Por outro lado, Karimi et al. (2014) mostraram aumento acentuado da porosidade de um leito
compactado aerado ao longo do tempo de cultivo de Aspergilus niger PTCC 5010 em farelo
de trigo, que foi refletido pelo aumento da queda de pressdo do ar ao longo do leito, observada
usando picnometria de gas. Os autores também mostraram uma alta dependéncia da
porosidade com o teor de umidade ao longo do processo.

O PDI também tem sido utilizado em CES para avaliagdo da porosidade do leito
quando acoplado a fotografia digital 2D de superficie, antes e durante o crescimento
microbiano. Entretanto, algumas dificuldades em discriminar as particulas e o micélio e até
mesmo em diferenciar a camada superficial das camadas inferiores sao relatadas na literatura
(BELLON-MAUREL; ORLIAC; CHRISTEN, 2003; COURI et al., 2006). Devido a esses
inconvenientes, recomenda-se o uso do PDI apenas em experimentos preliminares para
identificar as condi¢des Otimas de cultivo, visto que na camada superficial ndo ha limitagao

para o consumo de oxigénio (LOPEZ-GOMEZ; PEREZ-RIVERO; WEBB, 2019).
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Em contraste com isso, a técnica pu-CT tem sido usada para uma variedade de
materiais de interesse em varios campos de pesquisa, como alimentos, odontologia, biologia,
ciéncia ambiental, ciéncia de materiais, geologia, engenharia quimica e farmacia
(DADKHAH; PEGLOW; TSOTSAS, 2012; IRIE et al., 2018; MEFTAH et al., 2019; SINKA
et al., 2004; PARKINSON et al., 2008; PIGNERET et al., 2016; SCHOEMAN et al., 2016;
VERMA et al.,, 2014). No entanto, poucas tentativas ainda foram feitas para fornecer a
estrutura dos materiais de interesse dos processos de CES. Bellon-Maurel; Orliac e Christen
(2003) comentaram que o u-CT poderia ser usado para avaliar o crescimento de micélio em
colunas de CES em escala de laboratorio, mas nenhuma pesquisa usou essa abordagem até
agora. Na verdade, p-CT ndo ¢ adequado para nanoestruturas, mas encontrou algum espago
para agregados e aglomerados na faixa do micrometro (BARGMANN et al., 2018;
MORENO-ATANASIO; WILLIAMS; JIA, 2010).

De acordo com Madej et al. (2018), imagens 2D podem resultar em interpretacao
imprecisa da microestrutura geométrica de um meio poroso, enquanto uma imagem
renderizada em 3D pode fornecer informacdes mais complexas sobre a morfologia da
amostra. Giuseppe et al. (2016) compararam os resultados de tamanho e distribuicdo de
tamanho de poro de fibras lignoceluldsicas em compositos de fibra-polimero usando pu-CT,
foto-varredura 2D e analisador automatico de fibra (baseado na captura de imagem digital) e
concluiram que ndo hd um método absoluto para esta andlise e que as ferramentas sdo
complementares. Hamidi et al. (2015) também mediram propriedades relacionadas ao
tamanho de trés materiais lignocelulésicos usando p-CT e varredura de fotos 2D e destacaram
os pontos fortes e as desvantagens de cada técnica, mostrando que, dependendo do parametro
desejado, os resultados podem ser consideravelmente diferentes. Os autores concluiram que a
escolha de um método especifico depende da fibra a ser analisada e do objetivo do estudo.

Diante disso, este trabalho tem como objetivo determinar a porosidade € o tamanho
dos poros de misturas de bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo antes e durante o CES de
M. thermophila 1-1D3b utilizando fotografia digital e p-CT para obtencdo de estruturas 2D e
3D, respectivamente, ambas acopladas com processamento digital de imagem. Os resultados
aqui obtidos sdo valiosos para a modelagem de transferéncia de calor e massa de biorreatores

CES.
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7.2 Material e Métodos

7.2.1 Substratos

Foram utilizados como substratos bagago de cana-de-agticar (BC) e farelo de trigo
(FT). O bagaco de cana-de-acucar foi doado pela Companhia Virgolino de Oliveira A¢ucar e
Alcool, de José Bonifacio — SP, sendo esse, seco em estufa com circulacdo de ar a 60°C até
peso constante. O BC foi peneirado para conferir maior uniformidade ao meio poroso, e
padronizado como a fragdo retida entre peneiras com aberturas de 2 e 4 mm. O farelo de trigo
foi adquirido no comércio local e seco em estufa com circulagdo forcada de ar a 45°C até peso
constante. Em seguida os substratos foram armazenados em embalagens de polietileno de
parede espessa em temperatura ambiente até o momento do uso. Experimentos com e sem

cultivo de fungos foram realizados.

7.2.2 Microrganismo

O fungo M. thermophila 1-1D3b foi isolado pelo Grupo de Bioenergia do
IBILCE/UNESP a partir de pilhas de bagago de cana-de-actcar. No preparo do indculo, o
microrganismo foi transferido para frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio agar
sabouraud dextrose (ASD) e incubados a 45°C por 96 horas. Os esporos foram raspados da
superficie da colonia com 50 mL de soluc¢do nutriente, composta de 3,5 g.L'1 de (NHy4),SOy,
3,0 g.L'1 de K,HPOq,, 0,5 g.L'1 de MgS0,4.7H,0, 0,5 g.L'1 de CaCl, e 1,0 g.L'1 de Tween 80,
ajustada para pH 5,0 com solucdo de HCl. A concentragao de esporos foi estimada pela
contagem em microscopio optico usando Camara de Neubauer. A concentracao de esporos em

. . 1. -1
todos os ensaios foi de 107 esporos.g solido seco™.

7.2.3 Determinacao da porosidade e do tamanho dos poros em leitos sem cultivo usando

fotografia e PDI

A fim de proporcionar um contraste adequado ao PDI, os materiais solidos foram
corados com uma solucdo aquosa de Rodamina B 0,02% (p/v) por 2 horas, seguida de
secagem conforme mencionado na se¢do 7.2.1. As amostras de BC e de misturas BC:FT na

propor¢ao 7:3 foram acondicionadas em cilindros de PVC de 42 mm de diametro e 50 mm de
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altura, com fundo em placa de Plexiglass, seguindo a técnica de embalagem solta descrita por
Casciatori et al. (2014).

Esta proporcao da mistura BC:FT foi escolhida de acordo com Zanelato et al. (2012) e
ja utilizado em trabalhos anteriores do nosso grupo. O teor de umidade das amostras foi
fixado em 15% e 75% (b.u.), umedecendo as particulas um pouco antes do inicio dos
experimentos, como ¢ usual em cultivo em estado s6lido. A quantidade necessaria de 4gua foi
adicionada aos solidos secos, que foram bem misturados manualmente. O teor de umidade
final foi determinado a partir de trés amostras retiradas dos sélidos imidos em um Analisador
de Umidade MB-45 (Ohaus, Parsipanny, EUA). Oito repeti¢des independentes foram
realizadas para cada condi¢do experimental.

Uma solucdo de gel carragena 3% (p/v) foi corada com uma solu¢do de azul de
metileno 0,1% (v/v) e vertida dentro dos tubos de PVC, empacotados com o substrato, para
aumentar o contraste de cor para o PDI. Os moldes foram mantidos em freezer doméstico até
a solidificacdo. As amostras foram retiradas dos moldes e fatias de 5 mm de espessura foram
preparadas em cortador de carne. As superficies das amostras foram fotografadas sob
condig¢des controladas em uma caixa de luz (LUZURIAGA; BALABAN; YERALAN, 1997)
usando uma camera digital DSC RX-100 (Sony Co, Toquio, Japdo) com nimero efetivo de
pixels de 22,2 Mpixels. As imagens digitais foram analisadas por um software Image Pro
Plus v.6 (Media Cybernetics Inc., Rockville, EUA), onde a area de vazios foi discriminada
pelo software. Os filtros LowPass e Erode foram aplicados para a segmentacao da imagem.
Vérias areas foram escolhidas na superficie e a porosidade dos leitos compactados foi
calculada assumindo isotropia e equivaléncia da porosidade superficial e da porosidade
volumétrica. Logo apods, o tamanho do poro foi determinado no sofiware, pelo recurso de

diametro médio.

7.2.4 Determinagdo da porosidade e do tamanho dos poros em leitos com cultivo usando

fotografia e PDI

Os ensaios foram realizados utilizando a mistura BC:FT 7:3 com 75% de umidade,
onde as particulas solidas ndo foram coradas com Rodamina B, como nos experimentos sem
cultivo. O cultivo ocorreu em tubos de ago inoxidavel com 6 cm de didmetro ¢ 12,5 cm de
altura, com as amostras inoculadas e empacotadas conforme descrito anteriormente. O ar foi
fornecido por um compressor a uma vazdo de 15 L.h"', passando por medidor de vazdo

massico (Cole-Parmer Instrument Co, Vernon Hills, EUA) e filtro de algoddo, para, em
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seguida, ser umidificado e aquecido a 45°C em coluna recheada com esferas de vidro e 4gua
destilada. O sistema foi mantido a temperatura de 45°C em camara DBO. Assim, o ar entrou
no biorreator saturado e com temperatura e vazao controladas. Apos 48 horas de cultivo, as
amostras foram retiradas do tubo e fatias de 10 mm de espessura foram obtidas usando uma
lamina afiada muito fina. A posicdo das fatias em relagdo ao cultivo no biorreator esta
representada na Figura 7.1. A superficie dos discos obtidos foi fotografada e as imagens
analisadas como descrito anteriormente e a distribui¢do da porosidade ao longo da altura do

leito foi determinada em conformidade. Esse experimento nao teve repeti¢ao

Figura 7.1 — Representagao da posi¢cdo das fatias para andlise de porosidade em relagdo ao
biorreator de leito empacotado utilizado para o cultivo de M. thermophila I-1D3b em mistura

BC:FT 7:3 a 75% de umidade. A posicao 1 refere-se a saida de ar e 6 a entrada.

Saida de ar

(=) S0 F-Ny OVl NN )

Entrada de ar

Fonte: Elaborado pela autora.

7.2.5 Determinacdo da porosidade por microtomografia computadorizada (u-CT) em leitos

sem cultivo

As andlises de microtomografia computadorizada (u-CT) foram realizadas no Institute
of Process Engineering, Otto-von-Guericke-University Magdeburg, em Magdeburg,
Alemanha. O método proposto por Dadkhah; Peglow e Tsotsas (2012) foi utilizado para a
andlise pu-CT usando tomdgrafo CT Alpha (Procon X-Ray GmbH, Garbsen, Alemanha) com
tensdo de 60 kV e corrente de 80 pA. A mistura BC:FT 7:3 foi colocada em um suporte
cilindrico de 9 mm de didmetro e 10 mm de altura, conforme apresentado na Figura 7.2. Em
contraste com os estudos nas se¢oes anteriores, o teor de umidade nao foi definido neste
estudo. A amostra foi colocada a 500 mm do detector e o porta-amostras foi girado 360°

durante a tomografia. Foram obtidas trés imagens de cada angulo de rotagdo, com tempo de
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exposicao de 1,6 s e o tempo total de aquisicao foi de 2 h. Cada voxel do volume reconstruido
tem uma resolucdo nominal de 18,5 um e cada imagem volumétrica consistia em 1200
imagens unicas bidimensionais. Apds a digitalizacdo, as imagens 3D foram reconstruidas a

partir da pilha de imagens 2D.

Figura 7.2 — Suporte de amostras para a determinagao do u-CT.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para o PDI foi utilizado o software Modular Algorithms for Volume Images (MAV]),
do Fraunhofer Institute for Technical and Industrial Mathematics (ITWM, Kaiserslautern,
Alemanha). Inicialmente, um cubo com comprimento de borda de 300 voxels foi extraido
como a regido de interesse, seguido por binarizagdo com limiar otsu para atribuir um inteiro
de 1 como estrutura e 0 como espago vazio. Para nao levar em conta a porosidade interna das
fibras de bagago de cana-de-agucar, um filtro de objeto foi usado para preencher esses espagos
vazios. Contando os voxels de seu rotulo dedicado ¢ a resolu¢do nominal, o volume vazio e,

portanto, a porosidade total foi calculada.
7.2.6 Andlises estatisticas
As comparagdes entre as médias dos ensaios foram realizadas empregando-se o teste

de Tukey a 95% de intervalo de confianca, por meio do sofiware Minitab 18.0. (Minitab Inc.,
State College, USA).
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7.3 Resultados e Discussao

Neste trabalho, o tamanho dos poros e a porosidade de misturas de bagago de cana-de-
acucar e farelo de trigo foram determinados por fotografia. Além disso, a analise estrutural foi
realizada por u-CT. Ambas as técnicas de imagem foram acopladas ao processamento digital
de imagens. Os experimentos foram realizados com e sem cultivo pelo o fungo M.

thermophila 1-1D3b.

7.3.1 Determinagao da porosidade e tamanho dos poros por fotografia e PDI antes do cultivo

Para um melhor resultado do PDI, a imagem deve passar por alguns pré-tratamentos,
comecando pela aplicagdo de filtros, que t€ém a funcdo de suavizar ou realcar alguns recursos
da imagem original e minimizar os efeitos de ruido. A Figura 7.3 apresenta um exemplo desse
processo de filtragem, onde a Figura 7.3a apresenta a imagem original de uma amostra de BC.
Na Figura 7.3b, o filtro LowPass foi aplicado para suavizar a imagem, atenuando as altas
frequéncias responsaveis por transi¢des nitidas e minimizando ruidos. O filtro Erode foi
aplicado para destacar as areas escuras que representam a solucdo de gel carragena corada
com azul de metileno. Apo0s a filtracdo, as imagens foram segmentadas (Figura 7.3c) baseadas
no histograma, detectando a frequéncia de pixel escuro, distinguindo os poros da camada

superior dos presentes nas camadas inferiores.

Figura 7.3 — Processamento digital de imagem de uma fotografia tirada de um meio de bagago
de cana-de-agiicar corado com Rodamina B e preenchido com solugcdo de gel carragena
corada com azul de metileno: a) original; b) ap6s os filtros LowPass e Erode; c) segmentado

para destacar os vazios (verde).

(a) (b) (©)

Fonte: Elaborado pela autora.
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De cada molde de PVC foram produzidas trés fatias de 5 mm de espessura,
denominadas de topo, centro e fundo na Tabela 7.1, conforme a posicdo em que a fatia
pertencia ao molde. Como as duas superficies de cada corte foram fotografadas, cada
resultado da Tabela 7.1 representa a média de 16 fotos. Os coeficientes de variagdo obtidos
foram inferiores a 8%, valor aceitdvel considerando a heterogeneidade das fibras do bagaco e
as demais fontes de variabilidade, como os procedimentos de empacotamento e fatiamento e
os filtros digitais aplicados. Um modelo estatistico linear generalizado foi aplicado aos
resultados, tendo o teor de umidade e a posi¢do como varidveis preditoras. A comparagao
entre as médias foi realizada por meio do teste de Tukey e mostrou que ambas as variaveis
foram significativas para BC e que a posi¢do da fatia no molde foi significativa para a mistura
BC:FT. De acordo com Casciatori et al. (2014), a porosidade diminui com o aumento do teor
de umidade para BC e mistura BC:FT 7:3. Usando as equacdes de Casciatori e colaboradores
para estimar a porosidade, os valores estimados variam de 0,88 a 0,73 para BC e de 0,88 a

0,76 para a mistura BC:FT, para teor de umidade variando de 15 a 75%, respectivamente.

Tabela 7.1 — Porosidade de BC e misturas de BC:FT (7:3, p/p) obtida a partir da técnica de

imagem 2D em diferentes teores de umidade e altura do leito.

Posicio no Umidade BC BC:FT (7:3)
molde (%,b.u)  Médiaa) DP CV(%) Meédiaa) DP CV(%)
Topo 15 0,76": 0,06 7,64 0,7532 0,04 5,96
75 0,77° 0,03 4,03 0,78" 0,04 4,64
Centro 15 0,72bis 0,05 7,50 0,69a§ 0,04 5,13
75 0,75" 0,03 4,38 0,70° 0,05 6,67
Fundo 15 0,70b§ 0,03 4,29 0,693E 0,02 3,14
75 0,73 0,03 4,12 0,70 0,06 7,88
i 15 0,73 0,71
Média(b) 75 0.75 0.73

DP: Desvio Padrdo; CV: Coeficiente de variagdao (CV = DP/Média); BC: Bagaco de cana-de-actcar; FT: Farelo
de trigo. Médias seguidas de diferentes letras maitisculas ¢ diferentes letras minusculas sdo significativamente
diferentes, para o teor de umidade e a posi¢do no molde, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey com
nivel de confianca de 95%. Média (a): entre os valores de 8 repeticdes. Média (b): entre os valores de trés
posicdes.

Fonte: Elaborado pela autora.

Neste trabalho, a porosidade aumentou com o aumento do teor de umidade para o BC,
ao contrario do que foi mostrado por Casciatori et al. (2014) e ndo dependeu do teor de
umidade para a mistura BC:FT. Uma possivel causa dessas discrepancias ¢ a absor¢ao de dgua
pelas fibras quando a solucdo de gel carragena foi adicionada as amostras mais secas.

Portanto, considerando apenas os resultados para 75% de umidade aqui obtidos, a porosidade
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foi de 0,75 para BC e 0,73 para a mistura BC:FT, que se aproximam dos valores estimados
pelo método de Casciatori et al. (2014). As diferengas entre os valores previstos e medidos
ficaram abaixo de 5,5%, diferenca menor do que o coeficiente de variacdo de 8% discutido
anteriormente. Considerando que a técnica gravimétrica empregada por esses autores €
consideravelmente mais trabalhosa do que o PDI aqui apresentado, o PDI ainda poderia ser
usado como uma primeira estimativa da porosidade. As diferencas entre os dois métodos
estdo certamente associadas aos limites do PDI, onde apenas regides distintas da amostra sdao
investigadas, enquanto as técnicas de medicdo integral capturam toda a informagdo da
amostra.

As altas porosidades apresentadas na Tabela 7.1 sdo vantajosas para o CES, pois
permite as trocas gasosas e melhora a remocgdo por conveccdo do calor gerado
metabolicamente. Outro aspecto positivo ¢ o espago livre para o crescimento das hifas
fingicas aéreas. Por outro lado, pode-se considerar que a produtividade volumétrica ¢ baixa,
pois menos biomassa estd presente no biorreator ao longo do cultivo, resultando em baixa
concentracdo de produtos. Perez (2017) realizou alguns experimentos reduzindo o tamanho
das fibras BC a fim de aumentar a densidade aparente de um biorreator de leito fixo,
mantendo a propor¢do BC:FT constante (7:3). Os resultados mostraram que o aumento da
densidade do leito, e consequente diminui¢do da porosidade, ndo aumentou a atividade total
da endoglucanase produzida por M. thermophila 1-1D3b, uma vez que as trocas gasosas € a
remog¢ao de calor foram afetadas negativamente, resultando em crescimento do fungo mais
concentrado na regido da parede do tubo. Portanto, o equilibrio entre a porosidade do leito e a
produtividade volumétrica é um fator que deve ser avaliado experimentalmente.

Deve-se observar na Tabela 7.1 que a porosidade diminui do topo para o fundo dos
moldes. A diminui¢ao foi mais intensa para a mistura de BC:FT e parece que o fluxo viscoso
da solugdo de gel carragena arrastou particulas do farelo de trigo para o fundo do molde,
diminuindo a porosidade. Para BC, a diminui¢do ndo foi tdo intensa e foi mais significativa
para o teor de umidade de 15%, portanto, a absor¢do de liquido pelas fibras secas pode ser
responsavel por esse efeito, conforme discutido anteriormente. Deve-se ressaltar que,
visualmente, a distribui¢do do gel carragena foi uniforme nos moldes.

Bastos; Motta e Santana (2014) avaliaram por micrografias a espessura do filme
liquido na superficie das particulas de farelo de trigo sob diferentes teores de umidade,
observando que com o aumento da umidade de 25 para 45%, a espessura do filme aumenta de
8,6 para 10 um, chegando a aproximadamente 12 um em amostras saturadas com agua, o que

ocasionou o aumento do tamanho médio das particulas e diminui¢do da porosidade do leito de
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0,54 para 0,47, afetando a transferéncia de oxigénio durante o cultivo de Drechslera
(Helminthosporium) monoceras. Membrillo et al. (2011) observaram que a densidade das
particulas de bagaco de cana-de-agucar de tamanhos diferentes apresentam capacidade de
retencdo de agua semelhante, embora ocorra variagdo da densidade do leito para cada
tamanho de particula.

Para a determinagdo do tamanho dos poros, uma calibragdo do software foi necessaria.
Um paquimetro, com abertura de 1 mm, foi fotografado nas mesmas condi¢des das amostras e
o software converteu essa distancia em pixels. A partir das amostras fotografadas, os pixels
relativos aos poros foram convertidos em milimetros. A partir da fotografia original das
amostras antes do cultivo com 75% de umidade, foram identificados 2.041 poros, sendo o
menor 0,04 mm e o maior 4,99 mm. Este intervalo foi dividido em 20 classes ¢ a distribui¢ao
do tamanho dos poros foi obtida, conforme apresentado pelo histograma na Figura 7.4a com
escala logaritmica no eixo y para facilitar a visualizagdo. A partir desta distribuicao, pode-se
notar que cerca de 74% de todos os poros tém o didmetro minimo de 0,04 mm, que parece ser
o limite inferior de estimativa de tamanho deste método nas condigdes em que foi empregado.
Considerando todos os poros, o didmetro médio ponderado foi de 0,58 mm. Em experimentos
anteriores (dados ndo mostrados), a espessura de hifas individuais de M. thermophila 1-1D3b
cultivadas em uma mistura BC:FT foi observada por microscopia eletronica de varredura
(aumento de 4000x) e a ordem da espessura foi de 1 pum. Portanto, um tamanho de poro de
0,04 mm da pouco espaco para a formacdo de micélio, prejudicando o crescimento
microbiano. Levando-se isso em consideracao, poros maiores que 0,04 mm foram
selecionados como viaveis para o cultivo, e a distribuicdo apresentada na Figura 7.4b
resultaram em 240 elementos com didametro médio de 1,04 mm.

Schutyser et al. (2003) desenvolveram um modelo para prever o momento ideal para
agitar um leito de graos de trigo quando cultivado por Aspergillus oryzae em tambor rotativo.
Os autores testaram a resisténcia a tracdo das hifas aéreas do fungo e descobriram
experimentalmente que o espaco de 1 mm entre duas particulas individuais resulta na
resisténcia maxima do micélio. Nos experimentos de Schutyser et al. (2003), dois discos de
uma massa de trigo foram separados por espagos definidos e o microrganismo foi cultivado na
superficie dos discos. Os discos foram colocados em um texturdmetro e a resisténcia a tragdo
foi medida de acordo com o tempo de cultivo e os autores presumiram que os resultados
obtidos com estes discos seriam validos para o cultivo em graos de trigo. Deve-se ressaltar
que as particulas do grao de trigo sdo muito mais regulares em tamanho e forma do que as

fibras do bagaco de cana-de-agucar misturadas ao farelo de trigo e que nenhum espagamento
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especifico entre as particulas pode ser facilmente definido para tal mistura devido ao tamanho
individual das particulas, o distribuicao relativa das fibras e a ampla distribui¢do do tamanho

dos poros aqui observada.

Figura 7.4 — Distribuicao do tamanho dos poros de uma mistura de BC:FT 7:3 sem cultivo. a-

todos os elementos; b- elementos maiores que 0,4 mm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

7.3.2 Determinagao da porosidade e tamanho dos poros por fotografia e PDI apds o cultivo

A Figura 7.5 mostra a imagem original e a sequéncia de processamento digital,
conforme descrito anteriormente, para identificar os vazios da mistura BC:FT colonizado pelo
microrganismo apods 48 h de cultivo. Na Figura 7.5¢, os vazios sdao destacados em vermelho e
pode-se perceber que a area branca, correspondente ao micélio fiingico, foi pouco afetada pela
segmentacdo. A partir do cultivo em leito empacotado, foram obtidas fatias de 10 mm de
espessura e os resultados da porosidade sdo apresentados na Tabela 7.2, onde a Posi¢do 1
refere-se a posicdo mais proxima a saida de ar e 6 a entrada de ar. Em comparagdo com o
meio ndo cultivado, houve uma diminuicdo acentuada da porosidade apds 48 h de
colonizac¢do, embora o volume total do leito permanecesse inalterado ao final do cultivo. O
encolhimento do leito ¢ comum no CES em biorreatores de leito fixo (FOONG et al. 2009;
KARIMI et al., 2014; van BREUKELEN et al., 2011), devido ao consumo de substrato,
secagem e compressdo, mas para didmetros de leito semelhantes ao empregado aqui e para os
materiais porosos aplicados, o encolhimento nao foi relatado em trabalhos anteriores (ver, por

exemplo, Perez; Casciatori e Thoméo, 2019; Zanelato et al., 2012).
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Figura 7.5 — Processamento digital da imagem de uma fotografia tirada de uma mistura de
BC:FT 7:3 colonizado por M. thermophila 1-1D3b apo6s 48h de cultivo (a- original; b- apds os

filtros LowPass e Erode; c- segmentado para destacar os poros).

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 7.2 — Distribui¢do longitudinal de porosidade em um leito empacotado de uma mistura
BC:FT 7:3, cultivado por M. thermophila 1-1D3 apo6s 48 horas. A posi¢do 1 refere-se a saida

do leito e a posi¢do 6 a entrada.

Posicao Porosidade (-) Diametro do poro (mm)
1 — superior 0,25
Saida de ar 1 — inferior 0,30
1 — média 0,28 1,08
2 0,30 1,01
3 0,43 1,07
4 0,41 1,03
5 0,38 1,03
6 — superior 0,41
Entrada de ar 6 — inferior 0,28
6 — média 0,34 1,06
Média 0,36 1,05
DP 0,06 0,03
CV (%) 17,2 2,6

DP: Desvio Padrdo; CV: Coeficiente de variagdo (CV = DP/Média).
Fonte: Elaborado pela autora.

Observou-se uma diminui¢do de 52% da porosidade do leito do meio ndo cultivado
para o colonizado. A distribui¢do axial da porosidade apresentada na Tabela 7.2 destaca a ndo
uniformidade do crescimento do fungo, uma vez que a porosidade diminui da posicao axial

média em direcdo as bordas do leito. Algumas causas podem ser levantadas sobre essa
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tendéncia: aumento de temperatura devido ao calor metabolico gerado pelo microrganismo,
trocas gasosas deficientes e impedimento estérico. Zanelato et al. (2012), Casciatori et al.
(2016) e Perez; Casciatori ¢ Thoméo (2019) operaram um sistema de cultivo semelhante ao
aqui aplicado (microrganismo, substrato e tipo e tamanho do biorreator) e ndo relataram
elevacdo significativo da temperatura, nem reducdo do teor de umidade. Portanto, o
impedimento estérico parece ser a causa mais provavel, uma vez que nas bordas do leito o
microrganismo apresenta espacos vazios para liberar as hifas aéreas sem restri¢des, em
contraste com a se¢ao mediana do leito onde a maioria dos vazios sdo relativamente estreitos,
mesmo que a porosidade global seja alta. Tal constatacdo ¢ refor¢ada pela medicdo da
porosidade individual das faces ascendente superior e inferior dos cortes 1 e 6, conforme
apresentado na Tabela 7.2, visto que as faces voltadas para os vazios (1 — superior ¢ 6 —
inferior) apresentaram porosidades menores. Perez; Casciatori € Thoméo (2019) mostraram
que as atividades de endoglucanase e xilanase foram menores na secdo média de um
biorreator de leito fixo com 7,62 cm de diametro e 80 cm de altura, o que foi atribuido a
algum problema microbiolégico ou bioquimico indeterminado. Considerando que a sintese de
enzimas extracelulares ¢ uma medida indireta da atividade metabolica fingica, a redugao das
atividades enzimaticas provavelmente estd relacionada a menor concentracdo de biomassa
fingica na se¢cdo média da coluna. Mesmo com essa distribuicao ndo uniforme de biomassa, o
coeficiente de variagdo da média entre as porosidades esta abaixo de 18%, o que pode ser
considerado um baixo CV para um processo bioldogico em um biorreator. O tamanho dos
poros medido para o meio cultivado foi pouco afetado pelo micélio fingico, como pode ser
visto na Tabela 7.2, o que pode ser considerado um resultado duvidoso, uma vez que o
microrganismo colonizou visualmente os grandes vazios e isso ndo se refletiu no tamanho
médio dos poros. Portanto, mais esforcos devem ser feitos para aprimorar esta analise pela
técnica fotografica 2D auxiliada por computador, a fim de produzir resultados mais confiaveis
para sistemas cultivados.

Casciatori et al. (2014) determinaram a porosidade de leitos compostos pelas misturas
BC:FT 7:3 com e sem o cultivo de M. thermophila 1-1D3b pelo método gravimétrico € ndo
encontraram variacao significativa da porosidade do leito. Gomes et al. (2020) verificaram
que o micélio de M. thermophila M.7.7 cultivado nesta mesma mistura solida era altamente
poroso usando microscopia eletronica de varredura. A biomassa maxima (Xmax) obtida por
Gomes e colaboradores foi de 55 mg por grama de substrato inicial seco as 48 horas de
experimento, 45°C e 75% de umidade inicial, ou seja, apenas 5% dos soélidos totais no

sistema, com base na fragdo solida inicial total. Portanto, assumindo que este valor de Xmax ¢
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semelhante para M. thermophila 1-1D3b, a variagdo da porosidade devido ao micélio fungico
estd abaixo da incerteza do método gravimétrico utilizado por Casciatori et al. (2014). Outro
aspecto nao levado em consideragao por nenhum método experimental até o momento € o
consumo de substrato, o que certamente afeta em alguma medida a porosidade do leito. Esta
questdo pode ser respondida mais claramente se as propriedades geométricas forem estimadas
com uma técnica de medicdo espacialmente resolvida, como a p-CT, por exemplo. Tal
incerteza pode comprometer a previsao fornecida pela simulagdo de um biorreator real, uma
vez que na literatura a porosidade do leito ¢ frequentemente considerada constante ao longo
do cultivo (ver, por exemplo, Ashley, Mitchell e Howes, 1999; Casciatori et al., 2016; Weber;
Tramper e Rinzema, 1999).

Os fungos filamentosos adaptam-se aos meios de cultivo e apresentam morfologias
diferentes ao longo do seu crescimento. Du e Perré (2020) desenvolveram um modelo 3D para
CES, descrevendo as principais fases do desenvolvimento das hifas (alongamento,
ramificagdo, anastomose e tropismo), a fim de simular a rede micelial 3D de forma mais
realista do que a modelagem 2D, uma vez que a analise 3D pode considerar nao
homogeneidades ambientais que o 2D nao poderia. Os autores apontaram que poucos modelos
2D foram convenientemente validados e nenhum conseguiu gerar a morfologia micelial e o

crescimento fingico simultaneamente, o que foi alcangado com a abordagem 3D.

7.3.3 Analise estrutural por tomografia micro computadorizada (u-CT) sem cultivo

A Figura 7.6 apresenta a estrutura tridimensional do BC e de uma mistura BC:FT 7:3
obtida por pu-CT. A porosidade total, que engloba a porosidade interparticula e os vazios
intraparticulas maiores que aproximadamente 100 um, devido a resolu¢cdo nominal, foi de 0,8
para BC e 0,75 para a mistura BC:FT. Se apenas a porosidade interparticula for considerada, a
porosidade para a mistura BC:FT foi de 0,68. Embora o tamanho da amostra de (5,55 mm?)
seja bem menor do que o empregado nas andlises fotograficas nos moldes de PVC (6.930
mm?), o valor ¢ muito proximo ao obtido pela anélise de imagens e ao determinado por
Casciatori et al (2014) pela técnica gravimétrica. A maioria das fibras estd alinhada
horizontalmente, provavelmente uma consequéncia da técnica de empacotamento. Esta ¢ uma
caracteristica importante, uma vez que os parametros locais de transferéncia de calor e massa
da particula para fluido aplicados a modelos a duas fases sdo geralmente calculados
assumindo as fibras como cilindros infinitos e a posi¢ao relativa do s6lido em relacao ao fluxo

de fluido ¢, portanto, necessaria para a estimativa. Casciatori et al. (2016) supde que 70% dos
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cilindros estdo voltados para o ar ascendente em fluxo cruzado e 30% em fluxo paralelo.
Portanto, em trabalhos futuros essa propor¢do terd que ser determinada por estudos mais

intensos usando imagens p-CT e técnicas de processamento digital de imagens.

Figura 7.6 — Imagens 3D obtidas por u-CT de amostras de (a) mistura BC:FT 7:3 e (b) BC:FT
7:3 analisadas com OpenPNM e PoreSpy. Os cubos representados t€m um comprimento de

borda de 300 voxels.

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com o levantamento bibliografico realizado, nenhum trabalho foi publicado
sobre a estrutura 3D de leitos compostos por bagago de cana-de-agucar utilizando p-CT.
Alguns estudos tém sido publicados sobre a estrutura interna das fibras do bagaco da cana-de-
acUcar, com e sem pré-tratamentos para desestruturar as fibras a fim de tornar a fragdo de
celulose facilmente disponivel para hidrolise enzimatica ou quimica, apresentando uma
estrutura intraparticula complexa de até 78% de porosidade (ISAAC et al., 2013; YANCY-
CABALLERO et al., 2019). Em comparac¢ao com a analise das propriedades intraparticulas,
as varreduras de leitos compactados requerem uma resolucdo mais baixa e sdo, portanto,
capazes de representar amostras maiores com tempo de medi¢ao viavel. Assim, uma
investigacao da orientagao da fibra e distribuicao do tamanho dos poros € possivel no futuro.
Um exemplo da andlise do espaco poroso do bagaco de cana-de-acticar usando OpenPNM e
PoreSpy ¢ mostrado na Figura 7.6b. A informagdo apropriada pelo algoritmo de bacia
hidrografica baseado em marcadores ¢ utilizada para caracterizar a rede de poros, uma

descricao completa ¢ fornecida por Gostick (2017).
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7.4 Conclusao

Este trabalho avaliou a estrutura de leitos compactados compostos por fibras de
bagaco de cana-de-agucar (BC) e por misturas de BC e farelo de trigo (FT) na proporcao 7:3.
As propriedades estruturais foram determinadas com e sem cultivo pelo fungo M. thermophila
[-1D3b por cultivo em estado solido.

A porosidade e a distribuicdo do tamanho dos poros foram avaliadas usando um
método fotografico 2D assistido por computador onde foi possivel identificar a segregagao FT
devido a técnica de empacotamento empregada para empacotar uma mistura BC:FT em um
tubo PVC. A técnica 2D nao foi capaz de avaliar variagdes da porosidade em fun¢do do teor
de umidade inicial das amostras de BC e BC:FT. Para os experimentos com cultivo em
mistura BC:FT, a técnica 2D foi capaz de identificar a variagdo axial da porosidade de um
leito aerado com 48 h de cultivo, mostrando que o impedimento estérico dificulta o
crescimento do fungo na parte média do leito. A porosidade inicial foi reduzida em mais de
50% do seu valor inicial devido ao crescimento microbiano. A distribuicdo do tamanho dos
poros era muito ampla e a grande maioria dos poros era muito estreita para o desenvolvimento
adequado do fungo, enquanto poucos poros eram grandes o suficiente para permitir que as
hifas aéreas se desenvolvessem convenientemente. A estrutura de leitos ndo cultivados de
BC:FT também foi observada por 3D p-CT e uma complexa rede de poros pode ser vista. A
porosidade média determinada pelo pu-CT foi similar a obtida pela técnica fotografica 2D.

Os resultados serdo uteis para o desenvolvimento de modelos mais realistas de
transferéncia de calor e massa em leitos empacotados aerados para CES, uma vez que
atualmente a porosidade do leito dos modelos propostos ¢ frequentemente assumida como
constante e poucas informagdes estdo disponiveis sobre o tamanho e distribuicdo dos poros

em um sistema tao complexo.
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CAPITULO 8. CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho foram desenvolvidas técnicas experimentais inovadoras para a
determinagdo das propriedades estruturais de meio de cultivo em estado solido. Propriedades
como distribuicdo do tamanho de poros, compressibilidade e resisténcia a tragdo foram
obtidas para leitos de bagaco de cana-de-agticar (BC) e para misturas de bagago e farelo de
trigo (BC:FT), misturas estas sem e com cultivo pelo fungo Myceliophthora thermophila 1-
1D3b. Os resultados obtidos serdo valiosos para que a operacao de biorreatores de tambor
rotativo possam ser feitas com maior eficiéncia e para que problemas de compactagdo em
biorreatores colunas de leito empacotado possam ser evitados.

A técnica de processamento digital de imagens ndo constatou influéncia no
crescimento do fungo no substrato sem e com coloragdao por Rodamina B, enquanto que as
concentragdes de CO, observadas indicam que o corante pode interferir na atividade
metabolica do microrganismo.

Propriedades estruturais e reoldgicas foram determinadas experimentalmente para
bagaco de cana-de-actcar, farelo de trigo (FT) e para misturas entre ambos, antes e ao longo
do cultivo pelo fungo M. thermophila 1-1D3b. Para a determinagao dos parametros reologicos,
foram desenvolvidos métodos de analise do perfil de textura (TPA) e de resisténcia a tracao,
inéditos para misturas BC e FT. Foram determinados os parametros dureza, coesividade e
elasticidade, por meio de ensaios de TPA, e o parametro tensdo de ruptura por meio de
ensaios de tragdo. Para meios porosos ndo cultivados, BC e misturas BC:FT exigiram forgas
de compressdo menores do que FT, devido a menor porosidade dos leitos de farelo. As
amostras umidas de BC apresentaram dureza menor do que as secas e, quando o BC foi
umidificado com 15 dias de antecedéncia ao experimento de TPA, sua dureza foi maior do
que quando este material foi umidificado imediatamente antes do experimento, devido a
difusdo de dgua no volume celular para a alternativa com antecedéncia. A dureza das misturas
BC:FT sem cultivo mostrou-se similar a de BC, enquanto a dureza dessas misturas diminuiu
com o aumento do tempo de cultivo devido a degradagdao dos substratos. A resisténcia a
tracdo maxima do substrato cultivado e do micélio aéreo foram observadas as 24 horas de
cultivo. A resisténcia maxima a tragdo foi coincidente com a biomassa maxima no sistema,
obtida indiretamente pela medicao da concentragdao de CO,.

A movimentacdo de particulas de misturas BC:FT foram avaliadas qualitativamente
em tambores rotativos, com e sem cultivo microbiano. A andlise de imagens nao indicaram

diferengas no padrao de movimentacao das particulas em funcdo da umidade para leitos de
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BC. Com a introducdo de 30% de farelo, a variacdo da umidade passou a ser uma variavel
significativa para a movimentagdo. O tamanho do tambor influenciou os padrdes de
movimentagdo da mistura BC:FT. Para o tambor de maior didmetro (30 cm) o material era
elevado pelos defletores e se desprendiam ao atingirem o topo da circunferéncia, quando eram
langcados contra a superficie do leito. Na auséncia de FT, ao ser langado na superficie do leito,
o grande bloco se fragmentava em blocos menores, enquanto na presenca de FT esses blocos
maiores nao desestruturaram, rolando sobre a camada passiva. Para o tambor de menor
diametro (9,4 cm) a movimentacdo ocorre ao centro do tambor e as fibras formam trés
aglomerados de tamanhos e periodicidade irregulares. Esse mesmo padrdo de movimentacgao
foi observado no CES com até 9 horas de cultivo. Ao longo do tempo de cultivo, visualmente
o fungo M. thermophila 1-1D3b ocupa os espagos vazios do leito sem causar alteragdo do
volume total, e devido a resisténcia do micélio, o material se fixa na parede, nao se
observando nenhuma movimentagao a partir de 12 horas de cultivo.

Quanto as propriedades estruturais das misturas BC:FT, analisadas por processamento
digital de imagens, ndo se observou diferenga da porosidade e do tamanho do poro, quanto a
variacdo de umidade e substrato. Ao avaliar o crescimento do fungo no substrato, a

porosidade diminuiu em aproximadamente 50% do valor inicial.



102

CAPITULO 9. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

. Avaliar a mistura e movimentagdo no tambor rotativo utilizando outras
proporgdes de substrato.

o Realizar ensaios para acompanhar o crescimento do micélio, modificagdo da
porosidade e tamanho dos poros ao longo do cultivo.

o Realizar ensaios de tomografia micro computadorizada utilizando outras

propor¢des de substrato e com cultivo de M. thermophila 1-1D3b.
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