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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de um biorreator
de bandeja capaz de produzir esporos do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae.
Para esse fim, foi utilizado um biorreator de bandeja para a producdo de esporos, que por sua
vez foi avaliada em funcédo da carga de substrato empregada. As variacdes de temperatura no
biorreator foram simuladas e observadas experimentalmente. Para o desenvolvimento do
biorreator, inicialmente foram realizados ensaios em embalagens plasticas contendo 10g e
500g de substrato, de modo a avaliar como o aumento da carga de meio fermentativo poderia
influenciar na producédo de esporos. Nestes ensaios, foram medidas as temperaturas no centro
geométrico das embalagens e a elevacdo de temperatura foi relacionada a producdo de
esporos. Realizou — se uma analise de &rea superficial do arroz tipo 1 e da quirera de arroz
para avaliar a interferéncia desta propriedade na producéo de esporos. A partir dos resultados
em embalagens plasticas foram realizados experimentos em um biorreator de 40 cm de
comprimento, 29 cm de largura por 12 cm de altura, escoando ar sobre as particulas no
sentido da maior dimensdo. Foram empregadas cargas de 1, 2 e 3kg de arroz tipo 1,
correspondente a altura de leito de 2, 4 e 6 cm, respectivamente, e 1 kg de quirera,
correspondendo a 2 cm de altura. A temperatura nas posi¢des de entrada e saida de ar e no
meio geométrico do meio de cultivo foram medidas ao longo dos ensaios. A fermentacdo nas
embalagens plasticas e no biorreator foram realizadas a 28°C. Para estimar a geragdo de calor
metabdlico do meio de cultivo, foram coletados dados de consumo de O e liberacdo de CO,
durante o periodo de incubacdo. Para tal, foi realizada a fermentacdo em um biorreator de
leito empacotado cilindrico, sendo 0s gases provenientes do leito e conduzidos a um
analisador de gases. Foi proposto um modelo matematico unidimensional, capaz de prever os
perfis de temperatura e o crescimento flngico ao longo do processo em qualquer posi¢do do
biorreator. Os resultados experimentais em embalagens plasticas e no biorreator mostraram
gue menores quantidades de substrato sdo favoraveis a maior estabilidade da temperatura do
meio de cultivo, resultando em maiores quantidades de esporos. No teste de area superficial,
foi possivel observar um aumento na area da quirera de arroz e consequentemente aumento da
quantidade de esporos. Nos testes de cinética de crescimento, pode se observar que o
consumo de O, é baixo comparado a outros fungos. Os dados de simulagdo ndo demonstraram
sobreaquecimento do meio de cultivo no biorreator com 0 aumento de carga, 0 que nao

afetaria a producao de esporos. Também pode se observar com os dados de simulacdo que a



temperatura da superficie do meio de cultivo ndo sofreu sobreaquecimento. Porém, com 0s
dados experimentais, foi possivel observar um sobreaquecimento no meio de cultivo, em
virtude da geracdo de calor metabdlico. Os dados experimentais demonstraram que 0S
melhores resultados obtidos no biorreator, para producdo de esporos do fungo Metarhizium
anisopliae, foram com cargas de 1 Kg, correspondente a 2 cm de altura de substrato e que
com cargas maiores os perfis de temperatura apresentaram elevado aquecimento no meio de

cultivo.

Palavras-chaves: Metarhizium anisopliae. Biorreator de bandeja. Cinética de crescimento.



ABSTRAC T

This study aimed to develop a bioreactor tray capable of producing spores of the
fungus Metarhizium anisopliae entomopathogenic. To this end, we used a tray bioreactor for
the production of spores, which in turn was evaluated according to the employed substrate
load. Temperature variations in the bioreactor were simulated and observed experimentally.
For the development of bioreactor assays were carried out in plastic bags containing substrate
10g and 500g in order to evaluate how increasing fermentative medium loading could
influence the production of spores. In these tests we measured the temperature at the
geometric center of the packages and the temperature rise was related to spore production
performed -. A surface area analysis of rice Type 1 and broken rice to evaluate the
interference at this property in the production of spores. From the results in plastic containers
experiments were performed in a bioreactor of 40 cm long, 29 cm wide by 12 cm, air flowing
onto the particles in the direction of the largest dimension. Loads were applied to 1, 2 and 3
kg of rice type 1, corresponding to the bed height of 2, 4 and 6 cm, respectively, and 1 kg of
grits, corresponding to 2 cm. The temperature at the inlet position and the air outlet and the
geometric mean of the culture medium were measured throughout the tests. Fermentation in
plastic packaging and the bioreactor were carried out at 28 C. To estimate the generation of
metabolic heat of culture medium were collected consumption data The O2 and CO2 release
during the incubation period. To this end, the fermentation was performed in a bioreactor
cylindrical packed bed, and the gases from the bed and driven to a gas analyzer. A one-
dimensional mathematical model capable of predicting the temperature profile and fungal
growth during the process at any position of the bioreactor is proposed. The experimental
results in plastic bottles and bioreactor showed that smaller amounts of substrate are
conducive to increased stability of the temperature of the medium, resulting in larger amounts
of spores. In the test surface area, it was possible to observe an increase in the area of rice
grits and therefore increasing the amount of spores. In the growth kinetics tests, it can be seen
that the O 2 consumption is low compared to other fungi. Simulation data showed no
overheating of the culture medium in the bioreactor with the increased load, which would not
affect the production of spores. It can also be observed with the simulation data as the
temperature of the surface of the medium has not suffered overheating. However, with the
experimental data, it was possible to observe overheating in the culture medium by virtue of

the generation of metabolic heat. The experimental data show that the best results obtained in



the bioreactor for the production of Metarhizium anisopliae spores of the fungus were to loads
of 1 kg, corresponding to 2 cm substrate height and with larger loads temperature profiles
showed high heat in the middle cultivation.

Keywords: Metarhizium anisopliae. Bioreactor tray. Growth Kinetics.
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1. INTRODUCAO

Os bioinseticidas adquirem cada vez mais espaco no mercado de defensivos agricolas e
um dos motivos para tal é a busca por uma alimentagdo com menor concentracdo de
agrotoxicos. Segundo Almeida e Batista Filho (2001), o custo elevado dos inseticidas
quimicos também contribui para 0 aumento da producdo de bioinseticidas. Como as pragas se
tornam resistentes a acdo dos inseticidas quimicos com o decorrer de aplicacdes prolongadas,
pesquisas para o desenvolvimento de novos produtos biolGgicos se tornaram necessarias.
Segundo Lacey et al. (2015), outro fator relevante para o aumento das pesquisas e do mercado
dos bioinseticidas € o impacto da nova legislacdo Europeia, que restringe o uso de inseticidas
quimicos, principalmente os que contém desreguladores endocrinos.

As técnicas para controle bioldgico de pragas apresentam as seguintes vantagens:
especificidade e seletividade, controle duradouro, ocasionado pelo estabelecimento do
patdgeno em determinada area de cultura, baixa ou nenhuma toxicidade para o ser humano e
outros animais, quando selecionados corretamente. As desvantagens sao: dificuldade de
aplicacdo, acdo lenta e necessidade de maiores cuidados no armazenamento para manter a
viabilidade e patogenicidade do microrganismo (ALVES, 1998).

Ha diversas aplicacbes de microrganismos entomopatogénicos em diferentes setores
de agronegdcios. Um exemplo € a aplicacdo do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae em camas avidrias, que apresenta resultados promissores, para o controle biolégico
de Alphitobius diaperinus (Panzer). Estes insetos sdo hospedeiros de microrganismos
patogénicos as aves, 0S quais comprometem o trato digestivo, afetando sua conversao
alimentar (ALVES et al. 2004; ARRUDA, 2005; POLAR et al. 2005). Outro estudo, citado
por Vazquez et al. (2015), utilizando o fungo Metarhizium anisopliae, apresenta elevada
eficiéncia contra moscas estaveis Stomoxys calcitrans (L.), em bovinos leiteiros naturalmente
infestados.

No Brasil, os estudos com microrganismos entomopatogénicos iniciaram-se ha mais
de cinquenta anos. Desde 1964, o fungo Metarhizium anisopliae passou a ser utilizado em
lavouras, para o controle da cigarrinha da folha da cana-de-agicar, uma das pragas mais
comuns desta cultura. Atualmente, a aplicacdo de Metarhizium anisopliae ainda é destaque,
pois a proibicdo das queimadas e 0 aumento do corte mecanizado da cana-de-agucar favorece
0 aumento da palha no solo, resultando em um ambiente favoravel as pragas (ALMEIDA E
BATISTA FILHO, 2001; LOUREIRO et al., 2012; OTTATI-DE-LIMA, 2007).
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De um modo geral, os procedimentos de producdo do fungo Metarhizium anisopliae
sdo artesanais, desprovidos de tecnologia e controles sofisticados de processo. Algumas
informacdes importantes, como temperatura, aeracdo, pH, substrato ideal, umidade e outros
fatores que podem afetar diretamente o crescimento micelial do fungo e sua esporulacéo, séo
pouco conhecidas e controladas. Na maioria das industrias, a produgdo é realizada com
embalagens de polietileno e o substrato utilizado é o arroz tipo 1, como atualmente é realizada
a producdo pela industria Oligos Biotecnologia, de S&o José do Rio Preto-SP.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um biorreator para
producdo de esporos de Metarhizium anisopliae por fermentacdo em estado solido (FES) em
biorreator de bandeja. Para tanto, foi projetado e construido um biorreator e a produgdo de
esporos foi relacionada a area superficial dos substratos, arroz tipo 1 e quirera de arroz, e a
elevacdo de temperatura decorrente da geracdo de calor metabdlico, para diferentes cargas de
substrato no interior do biorreator. Os dados experimentais foram comparados a resultados de
modelagem matematica e simulacdo, permitindo antever possiveis efeitos resultantes da

ampliacdo de escala do equipamento.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um biorreator de bandeja
para producdo de esporos do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae. Para
tanto, os objetivos especificos foram:

- Produzir o fungo entomopatogénicos Metarhizium anisopliae em embalagens
plasticas de polipropileno com pequena (10g) e grande (500g) quantidade de substrato
para avaliar a influéncia da geracdo de calor metabdlico sobre a producéo de esporos;

- Determinar a area superficial das particulas de arroz tipo 1 e de quirera de
arroz por analise de imagens e relacionar o aumento de area com a producdo de
esporos;

- Estimar a taxa de geracdo de calor metabdlico através da cinética de
crescimento do fungo;

- Modelar o fendmeno da transferéncia de calor em um biorreator de bandeja
aerado pela sua superficie livre e simular a distribuicdo de temperatura no interior do
biorreator;

- Obter esporos do fungo em biorreator de bandeja com arroz tipo 1 e quirera
de arroz com alturas de substrato variadas, determinando-se a temperatura em posi¢oes

variadas do sistema e comparando-se 0s resultados com os de simulacéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Metarhizium anisopliae: classificacéo e descricao

Metarhizium anisopliae € um fungo filamentoso entomopatogénico e acaricida,
causador da doenca muscardine verde (DRIVER et. al., 2000, LIU et. al., 2001). Apresenta
micélio hialino e septado, com conidioforos caracteristicos, no qual surgem esporos
(normalmente uninucleados, cilindricos e de dimensdes variadas), como se pode observar na
Figura 3.1. Teve seu primeiro registro em 1879 por Metschnikoff e foi classificado como
Entomophthora anisopliae; em 1883, Sorokin reclassificou o fungo como Metarhizium
anisopliae (ALVES, 1998).

Driver et al. (2000) classifica o fungo Metarhizium em trés espécies, Metarhizium
anisopliae, Metarhizium flavoviride e Metarhizium album, sendo a primeira subdivida em
duas variedades: Metarhizium anisopliae minor e majus, baseado no tamanho dos esporos, o
qual quando abaixo de 9 um € considerado minor e quando entre 9,1 e 18 um é considerado
majus, como se pode observar na Figura 3.2. A coloracdo do fungo pode variar de branca
esverdeada e de marrom a castanho claro (ALVES, 1998; ARRUDA, 2005; MACEDO,
2005).

Liu et. al, (2001) e Baratto (2005) relata em seus trabalhos que anteriormente
conheciam-se duas formas de reproducdo anamorficas de Metarhizium anisopliae, a
reproducdo assexual e a reproducdo parasexual. A reproducdo assexual € responsavel pelo
crescimento vegetativo, ja a reproducdo parassexual é responsavel pelos fendmenos de
heterocariose e recombinacdo mitética, o que classificava o fungo Metarhizium anisopliae
como deutoromiceto. Em novos estudos foi induzida a sua forma sexuada em um isolado de
Metarhizium anisopliae var. majus, sendo seu telemdrfico, como Cardyceps brittle

bankisoides, e considerado como ascomiceto.



Figura 3.1. Detalhes morfolégicos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

a) conidiéforo; b) morfologia do esporos.

(Extraido de ARRUDA, 2005).

Figura 3.2. Estrutura dos esporos de M. anisopliae:
a) Metarhizium anisopliae var. anisopliae; b) M. anisopliae var. majus; ¢) M. flavoviride var. flavoviride;
d) M. flavoviride var. minus; €) M. album.
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(Extraido de ALVES, 1998).
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3.2 Fatores de cultivo para o fungo Metarhizium anisopliae

Existem diversos fatores bioticos e abioticos que influenciam o desenvolvimento,
crescimento, esporulacdo e a capacidade de infeccdo dos fungos entomopatogénicos. Os
fatores bidticos sdo os que envolvem os patdgenos e os hospedeiros, enquanto os abioticos
sdo os que envolvem o ambiente no qual o fungo € cultivado, tais como temperatura,
luminosidade, umidade absoluta e relativa e pH, dentre outros (OTTATI-DE-LIMA, 2007).

A eficiéncia de viruléncia do fungo Metarhizium anisopliae depende de umidade
relativa, que deve estar entre 70 a 100 % (HALLSWORTH; MAGAN, 1999). Os efeitos da
umidade do meio de cultivo para esporulacdo do fungo Metarhizium anisopliae foram
demonstrados por Arzumanov et al. (2005), que realizaram experimentos em biorreator de
coluna. Entre as diferentes condicGes testadas, houve esporulagéo significativa com 58 % de
umidade do arroz no fermentador. Os mesmos autores citam que a aeracao forcada também é
um fator muito importante no periodo de incubacéo, pois quando aplicada de forma excessiva
ao meio de cultivo pode prejudicar a esporulacdo do fungo Metarhizium anisopliae devido ao
ressecamento do meio fermentativo.

A temperatura € outro fator importante que influencia na ativacdo ou inativacdo do
fungo, sendo a temperatura 6tima de cultivo do Metarhizium anisopliae entre 25 e 28 °C
(DORTA; ARCAS, 1998; POLLAR, 2005). Os efeitos da temperatura sobre o
desenvolvimento do fungo Metarhizium anisopliae foram demonstrados por Keyser et al.
(2014), que cultivaram o fungo por X dias a 28°C e depois expuseram as col6nias a 5°C e
40°C, resfriando posteriormente para 28°C, completando o cultivo por mais Y dias. As
colbnias que forem expostas a 40°C tiveram desenvolvimento irregular e lento, enquanto as
que foram submetidas a 5°C recuperaram desenvolvimento normal. Li e Feng (2009) e Lanza
et al., (2009), também realizaram estudos sobre a influencia da temperatura no crescimento do
fungo Metarhizium anisopliae e observaram melhores resultados de produgédo entre 21°C a
31,5°C, temperaturas a baixo e acima das 6timas foi observado um declinio na producéo de
esporos do fungo Metarhizium anisopliae, explicitando a importancia do controle da
temperatura no processo de cultivo do fungo.

Estudos realizados por Lopes (2015) e Roveda Junior (2008) explicitam os efeitos da
luminosidade na producgéo de esporos do fungo Metarhizium anisopliae. Os resultados né&o
demonstram grande influéncia dos regimes claro continuo, escuro continuo ou claro e escuro

intermitente sobre a producdo, porém nota-se aumento significativo na esporulacdo quando os


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S003295920400192X
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esporos sdo expostos a iluminagdo por ldmpadas fluorescentes de baixa intensidade, em

comparacdo aos tratamentos com alta intensidade ou na auséncia de luz.

3.3 Producéo industrial de esporos de Metarhizium anisopliae

Para uma aplicacéo eficiente em lavouras e no campo é necessaria uma quantidade
suficiente de esporos para introducdes inundativas, ou seja, aplica-se o fungo em grandes
quantidades. Para que isso ocorra, é necessaria uma elevada producdo de esporos do fungo.

Atualmente, a producdo em larga escala de fungos entomopatogénicos € artesanal ou
semi-industrial, sendo esta desprovida de tecnologia sofisticada e de controles efetivos, o que
torna 0s processos vulneraveis a contaminagdes e pouco produtivos. De um modo geral, a
producdo do fungo Metarhizium anisopliae ocorre por fermentacdo em estado sélido (FES),
utilizando arroz como substrato, com incubacdo em salas climatizadas a temperaturas de 28°C
como realizado pela industria Oligos Biotecnologia, de Sdo José do Rio Preto-SP.

O processo de cultivo do fungo Metarhizium anisopliae é uma pratica muito
trabalhosa, necessitando de esterilizagdo do substrato, inoculagéo e incubagdo do fungo em
embalagens plasticas, tendo oportunidade para ocorréncia de contaminacdes (PEREIRA;
ALVES, 1998).

Em geral, o arroz é colocado em embalagens plasticas com capacidade entre 300 e 600
gramas de arroz cru, o qual é previamente autoclavado e resfriado para entdo ser inoculado
com a suspensdo de esporos. A incubacao ocorre em salas refrigeradas e as embalagens ficam
dispostas em prateleiras por cerca de 15 dias. Apés a colonizagdo, 0 arroz é removido da
embalagem e preparado para procedimentos posteriores, que podem ser o simples
empacotamento em embalagens de maior capacidade ou a remocao dos esporos do arroz.

Por ser um processo sujeito a varias etapas manuais, ha grande dificuldade de aumento
de escala da producdo. Com o aumento do interesse por bioinseticidas, é notoria a necessidade
de implementacdo de controles eficientes de processo na producdo do fungo, bem como de se
construir e desenvolver equipamentos que diminuam ou eliminem o manuseio do material

durante o processo de producao.
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3.4 Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

A FES é um processo de cultivo em que ocorre o crescimento de microrganismos
sobre e no interior de particulas porosas umidas. A quantidade de liquido contido na matriz
solida deve ser mantida em valores de atividade de &gua, que assegurem o conveniente
crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a capacidade maxima de retencéo de
agua na matriz (DEL BIANCHI et al., 2001; GERVAIS; MOLIN, 2003). Dois tipos de
solidos sdo utilizados em FES, um deles é o proprio substrato, utilizado pelo microrganismo
como fonte de nutrientes, e 0 outro atua como suporte de uma solucdo de nutrientes (SABU et
al., 2005).

A utilizacdo de fungos filamentosos em FES tem chamado a atencéo de pesquisadores,
devido a alta capacidade de desenvolvimento desses microrganismos em atividade de agua
moderada. Seu desenvolvimento é constituido por hifas aéreas, propicias a colonizagdo sobre
matrizes solidas (DANTAS; AQUINO, 2010; FARINAS, 2015, SOCCOL, 1992). A técnica
também tem apresentado melhor produtividade e produtos com melhores caracteristicas,
quando comparados a produtos obtidos em fermentacdo submersa (ROBINSON; NIGAM,
2003).

Existem algumas vantagens no uso da técnica de FES, que difere dos outros tipos de
fermentacdo, por exemplo, o pouco uso de agua durante o processo, pouco gasto de energia,
riscos inferiores de contaminacdo em virtude da baixa quantidade de agua utilizada durante o
processo. Apesar destas vantagens, a aplicacdo do processo FES apresenta dificuldades no
monitoramento e no controle de diferentes variaveis. A FES apresenta dificuldade de mistura,
dissipacdo de calor, formacdo de gradientes de pH e tempos mais longos de fermentacdo
(COSTA, 2012; FARINAS et. al, 2011; ROCHA, 2010; RODRIGUES-ZUNIGA et al. 2011).

Para que a FES ocorra com sucesso, observou-se a necessidade de que o
microrganismo tenha acesso facilitado a todo o substrato, ou seja, o tamanho das particulas e a
porosidade do leito sdo muito importantes. Quanto menor a particula, maior a area superficial,
aumentando a atividade biolégica. Porém, para leitos de particulas pequenas o crescimento
das hifas tende a bloquear os poros, de modo que a circulagdo de ar e a dissipacdo de calor
tornam-se grandes problemas (DEL BIANCHI et al, 2001; FARINAS, 2015; PANDEY et al,
1999).
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O teor de umidade do sdlido pode variar de 25 a 60 % de umidade inicial para
substratos amil&ceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho e mandioca) e 60 a 80% para
substratos celuldsicos (palhas, cascas, bagaco e farelos) (SOCCOL, 1992).

O preparo e a escolha do substrato é um fator importante para a FES e é necessario
considerar os niveis de atividade de agua e de umidade ideais para cada substrato. O teor de
umidade do sélido pode variar de 25 a 60 % de umidade inicial para substratos amilaceos
(arroz, trigo, centeio, cevada, milho e mandioca) e 60 a 80% para substratos celulosicos
(palhas, cascas, bagaco e farelos) (SOCCOL, 1992). E possivel ainda a adicdo de nutrientes
ao meio, para que se alcancem niveis 6timos no desenvolvimento microbiano. A maioria dos
substratos utilizados em FES possui forma granular e essa caracteristica permite que 0s graos
armazenem agua em seu volume. Alguns substratos utilizados em FES sdo bagaco de cana-
de-acucar, bagaco de laranja, arroz, farelos de trigo e de soja e outros tipos de residuos
agroindustriais (SANTQOS, 2007),

Estudos com FES requerem etapas exploratéria em menor escala para avaliar a
adaptacdo do fungo ao meio de cultura e também a viabilidade de producdo de metabolitos
pelo microrganismo. Normalmente nessa etapa sdo controlados a composicdo, o teor de
umidade e pH do substrato, temperatura e a duragéo do processo de cultivo. Estes estudos séo
necessarios para desenvolver um biorreator que satisfaca as necessidades do processo, porém,
ndo se recomenda que as condig¢des ideais encontradas em menor escala sejam transferidas
diretamente para os testes de biorreator, lembrando que condi¢des dindmicas em biorreatores
sdo diferentes (CASCIATORI et al. 2016).

3.5 Biorreatores para fermentacéo em estado sélido

Segundo Raghavarao et al. (2003), o biorreator € o principal equipamento do processo
em que a matéria prima, sob condicdes ideais, é convertida no produto desejado. Para que se
obtenha eficiéncia maxima na fermentacdo € necessario que o biorreator atenda a alguns
requisitos, tais como: a) ser construido com um material resistente, que contenha o substrato e
gue ndo sofra corrosdo e nem seja toxico para 0 organismo; b) ter custo acessivel; ¢) evitar a
entrada de contaminantes; d) propiciar um sistema de aeracdo eficiente, capaz de realizar a
oxigenacdo do meio de cultivo de forma eficiente e que remova o calor metabdlico; e) manter

uniformidade do meio de cultivo no interior do biorreator. O processo de FES pode ser
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operado de forma descontinua, semi-continua e continua, sendo 0s processos descontinuos 0s
mais comuns.

Existem diferentes tipos de biorreatores para FES, como bandeja, leito empacotado,
leito fluidizado e tambor rotativo. Schmidell et al. (2001) e Mitchell et al. (2006) descrevem
as principais caracteristicas dos biorreatores mais utilizados em FES. Biorreatores de bandeja
sdo 0s mais simples e os mais utilizados em escala industrial, em virtude, do baixo custo de
aplicacdo e baixas exigéncias de manutencdo (CASCIATORI, 2016). Suas principais
carateristicas sdo: camada relativamente fina de substrato distribuido em uma grande érea;
ndo possui aeracdo através do leito, embora o fundo da bandeja possa ser perfurado para
facilitar a difuséo do ar; a temperatura varia muito na camada de substrato. A desvantagem
desse tipo de biorreator é que necessita de grande espaco para a planta de operacdo e também
a automacéo é complexa. Biorreatores de leito empacotado tém substratos estaticos em uma
coluna vertical; sua base é perfurada, através da qual aeracdo ¢ aplicada e a umidade do meio
é mantida por percolagdo de ar saturado, possibilitando melhor controle de temperatura e
melhor aeracdo quando comparado aos biorreatores de bandeja. As desvantagens sao
dificuldades de extracdo do produto final, crescimento ndo uniforme do microrganismo,
dificuldade na remocéo do calor e consequente dificuldade de escalonamento. Reatores de
tambor rotativo, por sua vez, ttm como principais caracteristicas a possibilidade de repor a
agua retirada do meio fermentativo pelo ar e eficiente controle de temperatura. A
desvantagem deste biorreator é que a rotacdo pode causar danos aos microrganismos e 0 custo

de equipamento é elevado.

3.6 Modelo para biorreator de bandeja

Os modelos matematicos sdo ferramentas utilizadas para o projeto, a ampliacdo de
escala e o aprimoramento da operagdo dos biorreatores. O modelo deve descrever de forma
eficiente os fendmenos de transporte dentro do leito, representando as trocas de massa e
energia no meio fermentativo (MITCHELL et al., 2003)

Os primeiros modelos de biorreatores de bandeja foram desenvolvidos a fim de investigar
aspectos de desempenho do biorreator. Raghavarao et al (1993) realizaram testes com
aproximacdo de estado pseudo-estacionario para a difusdo de O, em funcdo do meio de
cultivo, a fim de alcancar uma equacdo algebrica que descrevesse a concentragdo de O, em

funcdo da altura no interior do biorreator. Pouco depois, foi possivel observar que as
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temperaturas elevadas séo fatores mais importantes que as concentracdes de O, em funcdo da
altura. Szewczyk (1993) escreveu um balanco de energia considerando estado pseudo-
estacionario para conseguir uma equacao algébrica que descrevesse a temperatura dentro do
leito em funcdo da altura, a fim de explorar a eficicia de arrefecimento dentro do leito.
Rajagopalan e Modak (1994) e Smits et. al. (1999) apresentam os modelos mais recentes para
biorreator de bandeja, no qual consideram os balancos de massa e energia e ndo consideram a
suposicao de estado pseudo-estacionario.

Para o balanco de energia, Rajagopalan e Modak (1994) consideram conducdo e

producdo de calor metabolico e acumulo, como segue na Equacéo 3.1.

oT o0°T
Ps- Cps.az kb'ﬁ-l_rQ (31)

em que ps € a densidade do leito, C,, € a capacidade calorifica do leito, k, € a condutividade

térmica efetiva do leito, T € a temperatura, z € a coordenada vertical e do lado direito da
equacdo r, € a taxa de geracdo de energia metabolica pelo fungo. O primeiro termo
corresponde a conducdo de calor e o segundo termo esté relacionado com a geracéo de calor
metabdlico. N&o foi considerado evaporacdo dentro do biorreator, em virtude da aeragéo estar
saturada inibindo evaporacdo do meio de cultivo.

Rajagopalan e Modak (1994) utilizaram este modelo para analisar as interacGes que
ocorrem entre a altura do meio de cultivo e a temperatura do ar no headspace. Eles
observaram que para um melhor controle da temperatura deve — se utilizar uma cama de meio
de cultivo entre 1 e 3 cm no headspace deve ser mantido a temperatura 6tima de crescimento
do fungo. Limitacdes de transferéncia de massa e de calor em biorreatores de bandeja,
influenciam as condi¢Ges ambientais dentro do biorreator, podendo ocorrer gradientes de
temperaturas no meio de cultivo. Em virtude disto, 0 modelo pode ter o seu uso limitado na

otimizacdo do projeto.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Engenharia de Processos e Biorreatores
do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, com suporte do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada, ambos do IBILCE/UNESP.

4.1. Microrganismo e substrato

Foi utilizada a linhagem do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae,
fornecida pelo Instituto Biologico de S&o Paulo. No inicio dos experimentos, realizou-se a
estocagem do fungo em tubos de ensaios com meio de batata-dextrose-agar (BDA,
Acumedia). Com o fungo j& desenvolvido, foi adicionado 6leo mineral para que se formasse
uma camada protetora sobre a col6nia, cobrindo-se 1 cm acima da mesma. Os tubos de ensaio
foram mantidos em refrigerador doméstico. Para a preparacdo do indculo, as colénias foram
repicadas em meio BDA colocados em erlenmeyers inclinados, os quais foram dispostos em
camara DBO a 28°C. As culturas mantidas nos tubos de ensaio foram utilizadas nas
repicagens para todos os cultivos realizados.

Para inoculacdo em arroz tipol ou quirera de arroz, foi feita repicagem em frascos de
Erlenmeyer inclinados contendo 50 mL de meio de cultivo BDA, com auxilio de al¢a de
platina. Os frascos foram colocados em camera DBO a 28 °C, por no minimo 15 dias.

O indculo foi preparado adicionando-se solucdo Tween 80 a 0,1 % a superficie da
col6nia contida nos frascos de Erlenmeyer, raspando-se a superficie com alca de platina para
facilitar o desprendimento dos esporos. Foi fixada a concentracéo de 10° esporos/mL, e foram
adicionados 1 mL de suspensdo para cada 16,7g de substrato em base Umida em todos os
ensaios.

Nos experimentos de cultivo em meio sélido, foram utilizados como substratos arroz

tipo 1 da marca “Rosalito” e quirera de arroz.

4.2. Fermentacao em embalagens de polipropileno

Foram realizados ensaios de cultivo do fungo em embalagens plasticas contendo 10 g
e 500 g de substrato. As embalagens plasticas utilizadas para realizar os ensaios com 10 g de
substrato foram de 10 x 20 cm e para os ensaios com 500 g de substrato foram de 30 x 40 cm.
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As embalagens maiores sdo similares as utilizadas em biofabricas para a produgdo do fungo
Metarhizium anisopliae.

As embalagens plasticas de 10 g foram acoplados bocais de PVC, aos quais foram
fixados tampdes de algoddo envoltos por gaze, garantindo as trocas de gases e assegurando
que ndo houvesse contamina¢do. Também foram colocados, no interior das embalagens
plasticas, arames em forma de espiral para facilitar a aeracdo do meio e evitar a aglomeragéo
do substrato, bem como o colapso da embalagem plastica quando da esterilizacdo em
autoclave, como segue na Figura 4.1. As embalagens plasticas de 500 g foram preparadas da
mesma maneira como realizado pela empresa Oligos Biotecnologia, de S&o José do Rio Preto
- SP. As mesmas ficaram parcialmente lacradas até o 5° dia de fermentac&o, ap6s este periodo
as embalagens foram abertas para maior aeracdo, como segue na Figura 4.2.

Em geral, as biofabricas operam com embalagens contendo massas variadas de
substrato. A massa de 300 g é a empregada na empresa Oligos Biotecnologia, de Séo José do
Rio Preto-SP. Assim, a massa de 10 g empregada visa minimizar possiveis gradientes de
temperatura e umidade no meio de cultivo, representando uma situacdo ideal de cultivo,
enguanto que a massa de 500 g propde uma situacdo drastica, na qual os gradientes seriam
expressivos e poderiam afetar o metabolismo microbiano e consequentemente a producéo de

€Sporos.

Figura 4.1. Embalagem de polipropileno 10 x 20 cm preparado para fermentacdo.
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Figura 4.2. Embalagem de polipropileno 30 x 40 cm preparado para fermentacéo.

4.3. Biorreator de bandeja e descri¢éo do processo de cultivo

Um biorreator de bandeja foi projetado e construido para o processo de crescimento do
fungo Metarhizium anisopliae em meio solido. O material utilizado para a bandeja foi
aluminio e possui dimensdes de 40 cm de comprimento, 29 cm de largura e 12 cm de altura,
como pode ser visto na Figura 4.3. Com uma entrada e uma saida de ar, tampa superior e
gaveta externa, permitiu 0 monitoramento de temperatura dentro do biorreator e na entrada e
saida de ar. No interior do biorreator havia uma placa de aluminio com furos de 0,05 cm cada
e com espacamento de 0,5 cm entre eles, utilizada para posicionar a extremidade dos
termopares no meio geométrico do meio de cultivo e no meio geométrico do headspace.

O sistema de suporte do biorreator de bandeja possui conexdes acopladas para entrada
e saida de ar. O ar neste sistema foi fornecido por um compressor e antes de entrar no
biorreator, passou por um filtro cerdmico e em seguida por um filtro com algoddo para
retirada de impurezas e contaminantes microbiolédgicos. A vazdo do fluido foi medida com
rotametro (Dwyer Instruments, MMA-22, USA). O ar percola uma coluna de umidificacao,
recheada de esferas de vidro e preenchida com agua destilada estéril e, em seguida, passa por
um filtro microbioldgico de membrana (Midisart® 2000 In-Line Air Filter), apés o que foi

conduzido ao interior do biorreator. O ar escoa através do headspace, paralelamente a
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superficie do leito de arroz. O biorreator e a coluna de umidificacdo do ar foram colocados em
camara DBO durante a fermentacdo. A Figura 4.4 apresentam fotos do biorreator com vista
lateral.

Para monitoramento da temperatura no leito, foram utilizados quatro termopares do
tipo T localizados na entrada e na saida de ar, no centro geométrico do substrato e no
headspace. Os termopares foram conectados a um sistema de aquisi¢do de dados COMPAQ-
DAQ (National Instruments), gerenciado por uma rotina elaborada em ambiente LabView

(National Instruments).

Figura 4.3. Esquema da bandeja utilizada para cultivo do fungo.

12cm

40 cm

Figura 4.4. Fotos do biorreator de bandeja projetado e construido para o processo de crescimento do fungo
Metarhizium anisopliae.

Os substratos foram preparados em embalagens plasticas, sendo que em cada
embalagem foram adicionados 500 g de substrato, acrescidos de 350 mL de agua destilada
para umidificacdo. Em seguida, as embalagens com o substrato e a 4gua foram lacradas e
submetidas a esterilizacdo em autoclave por 35 minutos a 121 °C. Apoés a esterilizagdo, o
material foi submetido ao resfriamento até temperatura ambiente. No momento da inoculagéo,
as embalagens foram abertas em cadmara de fluxo laminar para adi¢cdo de 30 mL de suspensao
de esporos com concentracdo de 10° esporos/mL. Com adicdo da suspensdo inoculante, o
meio de cultivo atinge 58% umidade (b.u.). Realizada a homogeneizacdo do inéculo no
substrato dentro das embalagens plasticas, o material foi levado a bandeja, formando uma
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camada uniforme. A bandeja fora previamente esterilizada por imersdo em agua clorada (70
litros de &gua com 1 litro de cloro) por, no minimo, 24 horas antes do inicio do processo.

Com o substrato na bandeja devidamente tampada, a mesma fora encaixada em sua
gaveta externa, também em aluminio, e transferida para a camara DBO a 28°C por 10 dias. As
espessuras de meio de cultivo com arroz tipo 1 utilizadas para fermentacdo foram de 2, 4 e 6
cm, correspondendo a 1, 2 e 3 kg, respectivamente, para quirera de arroz foi realizado teste
com espessura 2 cm, correspondente a 1 kg. Ao término da fermentagdo, foram preparados 5
L de solucdo Tween 80 para cada 1 kg de substrato. Essa solucédo foi adicionada ao substrato,
seguindo-se de homogeneizagdo manual para o desprendimento dos esporos. Desta suspenséo,
foram retiradas amostras para contagem dos esporos com auxilio de cdmara de Neubauer.

Como amostra controle, para cada ensaio realizado no biorreator de bandeja, foi
preparado e incubado simultaneamente uma embalagem plastica fermentadora, contendo 10 g

do substrato utilizado no biorreator; inoculado com a mesma suspenséo de esporos.

4.4. Modelagem e simulacéo da geracéo de calor metabolico gerado pelo meio de

cultivo em arroz tipo 1

A equacdo utilizada para o balan¢o de energia no meio de cultivo arroz tipo 1 em
biorreator de bandeja foi proposta por Rajagopalan e Modak (1994), apresentada na Equacéo
3.1, do capitulo 3 desta dissertacdo, considerando a hipétese de que a remocao de calor por
evaporacdo ¢ desprezivel quando se utiliza aeracdo saturada.

A simulacdo foi realizada utilizando-se o software MatLab® R2011a, versdo 7.12
(MATHWOEKS, NATICK, USA).

O programa elaborado permitiu prever as distribui¢es de temperaturas em diferentes
posicBes do leito e também foi possivel estimar a biomassa fungica. Os parametros térmicos e
fisicos do leito utilizados no modelo foram obtidos de trabalhos anteriores desenvolvidos pelo
grupo de pesquisa liderado pelo mesmo orientador desta dissertacdo. Alguns parametros

foram calculados e outros extraidos de literatura.
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Figura 4.5. Esquema de parametro da simulacéo.

@
Qﬁ jENTRADA
DE AR DE AR
2]
@
©),
(1) HEADSPACE
(2) MEIO DE CULTIVO
(3) BASE DO BIORREATOR (NAO PERFURADA)

A modelagem foi realizada para um biorreator de bandeja unidimensional, com uma
entrada de ar e uma saida, com a bandeja ndo possuindo abertura inferior.

Para o calculo da quantidade de calor metabolico gerado (r,;) foi utilizado o modelo
logistico (equacdo 4.1) que representa o crescimento do microrganismo ao longo da

fermentacéo.
o= ux(1-3) (4.1)

onde X é a concentracdo de biomassa ( kg de biomassa/ kg biomassa seca) e X,,, € a maxima
concentracdo de biomassa. A dependéncia da taxa especifica de crescimento u, (s~') com a
temperatura foi assumida como segue nas Equacdes 4.2, 4.3 e 4.4 respectivamente, conforme
porposto por Sangsurasak e Mitchell (1998).

Ug = Hgopt, PATA T < Topt (4.2)
b+ (Tmax = Topt)\ (Hgopt(Tmax = T)
#g - (Tmax - Topt) ( b+ (Tmax -7 ) ’ para Topt S T S Tmax (43)

g =0,paraT = Ty 4.4

onde 4., representa a taxa de crescimento especifico (s™), T,,. temperatura 6tima de
crescimento, Ty,., temperatura maxima de desenvolvimento do fungo. As condigdes de

contorno adotadas para o0 modelo foram:
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Em z = 0; Contorno de 32 espécie ou convectivo na superficie do leito

T2 om) N,
dT(1)=( L ) Kb.<( " (K?,/m)( i + (ps. 1 dX (1)) (4.5)

Pp-Cpp

Emz =12

Contorno de 12 espécie ou de temperatura constante no contato com a parede inferior
do leito

dT (n) = (pp'lcpp) . ((Kb.(Tp—Z.T;l(/n’3+T(n—1))> + ps 1y dX(n)> (4.6)

Parat=0,T=TO

Tabela 4.1. Defini¢6es dos parametros das condi¢Bes de referencia do leito para simulagéo.

Parametro Descricéo Valor/ Unidade Fonte e comentérios
ou Variavel
To Energia liberada de 5,66e*x8366000 (J/kg) Calculado

biomassa produzida.
Multiplicado pelo

fator de correcdo de

kg de biomassa por

esporos
Xm Méxima 7,44e™ (esporos/ Kg) Calculado
concentracdo de
biomassa.
X, Concentracéo de X, /40 (esporos/ kg) Calculado
biomassa inicial.
Hopt Taxa de crescimento 0,02688 Calculado
especifico 6timo. (h-1)
€ Porosidade do leito 0,464 Calculado

de arroz cozido. (Adimensional)

Ps Densidade do leito de (e.pg + (1= &).pp) Calculado
arroz do biorreator. 3
(kg/m®)
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Parametro Descricéo Valor/ Unidade Fonte e comentérios
ou Variavel
Cps Calor especifico do [((e. pa- (cpa + f-Hyap)) + Perry et. al. (2008)
leito.
((1 - 8)-,0;)- Cpp))/ ps]
(J/kg/°C)

ky Condutividade [e. kg + (1 —€). kg] Perry et. al. (2008)

térmica efetiva do o

leito (I/h/m/°C)

o< Coeficiente [Nu.ka/0,4] Perry et. al. (2008)

convectivo de 210

transferéncia de calor (J/n/m?/C)
na superficie do leito.
Trmax Temperatura maxima 35°C
em que ocorre
crescimento
Topt Temperatura 6tima 28°C
de crescimento
T, Temperatura de 28°C
entrada do ar
Ty Temperatura inicial 28°C
do leito
T, Temperatura da 28°C

parede do biorreator

Altura do leito

(0,02); (0,04); (0,06)
(Metros)

Tabela 4.2. Defini¢Bes dos parametros das condi¢des de referencia das particulas.

Parametro Descrigéo Valor/ Unidade Fonte e comentérios
ou Variavel
Pp Densidade de 1684,3 Calculado por Choi e
partl’ccuolgigglarroz (kg/m®) Okos (1986)
Pa Densidade do ar. 1,14 Perry et. al. (2008)
(Kg/m?)
Cpa Calor especifico do 1005 Perry et. al. (2008)

ar.

(J/kg/°C)
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Tabela 4.2. Continuagéo

Parametro Descricéo Valor/ Unidade Fonte e comentarios
ou Variavel
Cpp Calor especifico do 2174 Calculado por Choi e
arroz. (J/kg/°C) Okos (1986)
Hyap Calor latente de 2414300 Perry et. al. (2008)
vaporizacao da agua. (J/kg-4gual°C)
f Capacidade do ar de 0,00246 Perry et. al. (2008)
carregar agua (Kg-agualkg-ar/°C)
kg Condutividade 0,021 Calculado por Choi e
térmica do ar. (W/m/°C) Okos (1986)
ks Condutividade 0,31 Calculado por Choi e
térmica do arroz o
cozido (W/m/°C) Okos (1986)
Vazéo Vazéo do ar. 0,150
(m*/h)
Voup Velocidade [vazao/(0,29.(0,12 — esp))] Calculado
superficial do ar. (m/h)
Visco Viscosidade 3600.15,47¢® Perry et. al. (2008)
cinematica do ar (m/h)
Rey Numero de Reynolds (Vsup-0,4/visco) Perry et. al. (2008)
(Adimensional)
Pr NUmero de Prandt 0,6 Perry et. al. (2008)
(Adimensional)
Nu NUmero de Nusselt [0,664.Rey"0,5.Pr(1/3)] Perry et. al. (2008)

(Adimensional)
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4.4. Cinética de crescimento microbiano

O substrato foi preparado e inoculado da mesma forma como feito para o biorreator de
bandeja, mas foi acondicionado em um fermentador de leito empacotado cilindrico com 9,5
cm de diametro e 12,5 cm de comprimento.

O fermentador possuia uma entrada de ar, com percolagdo longitudinal e na saida do
leito o ar foi transferido para uma coluna empacotada com silica gel para retencdo de
umidade, sendo em seguida transferido para o analisador de gases Tandem Pro (MAGELLAN
BIOTECH, Borehamwood, UK) que registrou as concentragdes de oxigénio e de gas
carbonico na corrente de saida. A cinética de crescimento do fungo foi obtida com base no
consumo de O, e na liberacdo de CO; pelo metabolismo respiratério do fungo ao longo do

cultivo.

4.5. Analise de porosidade do leito

Para aplicagdo dos modelos matematicos, foi necessario determinar a porosidade do
leito de arroz. Para tanto, foram utilizadas provetas de 50 mL, arroz tipo 1 da marca
“Rosalito” e tolueno (DE BONI; 2007).

Inicialmente, foi pesada cada proveta vazia, ap6s 0 que adicionou-se 0 arroz
autoclavado até a marca de 20 mL. Foram dadas batidas na parede da proveta para que o arroz
se acomodasse sem ser pressionado. Em seguida, as provetas foram novamente pesadas, apos
0 que adicionou-se tolueno para preenchimento dos espacgos vazios entre as particulas, sem
ultrapassar a marca dos 20 mL. As provetas contendo arroz e tolueno foram novamente
pesadas. Este procedimento foi repetido para cinco amostras independentes.

Ao término dos ensaios, foi possivel calcular a porosidade do leito, através da Equacao
4.7 (SILVA, 2003; MATA e DUARTE, 2002, CASCIATORI et. al., 2014).

Onde p, ¢ a densidade do leito de arroz, pp € a densidade da particula de arroz, e € éa

porosidade do leito.
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4.6. Area de superficial do arroz e quirera de arroz

Em estudos anteriores de Lopes (2015), observou-se maior producdo de esporos do
fungo Metarhizium anisopliae no substrato quirera de arroz quando comparado ao arroz tipo
1, atribuindo-se tal resultado & maior area superficial da quirera. Este teste foi realizado para
comprovar se realmente a area superficial da quirera € maior que a do arroz tipo 1.

Para verificacdo experimental dessa suposicdo, foram realizados experimentos de
determinacéo da area superficial disponivel para colonizacao do fungo em leito de arroz tipo 1
e de quirera. Ambos os materiais foram submetidos aos mesmos processos de umidificacdo e
esterilizacdo usados para a fermentacdo, porém os substratos foram umidificados com solucéo
de Rodamina B a 0,01% (corante para coloracdo do substrato, para identificacdo da area
superficial pelo programa). Apos resfriamento, os solidos foram colocados em placas de Petri
e fotografados com camera digital. Em seguida, as fotos tiveram seu formato modificado de
JPG para Bitmap de 24 bits, formato exigido pelo programa LensEye, apds o que foram

importadas para o programa para determinacao da area superficial.

4.7. Teste de umidade

Realizou-se teste de umidade em embalagens pléasticas com dimensdes de 15x20 cm
com 100 g de substrato. Os testes foram realizados com arroz tipo 1 da marca “Rosalito” e
quirera de arroz.

Os substratos foram preparados normalmente para a fermentacdo, pesados,
umidificados, esterilizados e receberam a suspensdo fungica. Nas embalagens, foram
acoplados a bocais de PVC, aos quais foram fixados tampGes de algoddo envoltos por gaze,
garantindo as trocas de gases e assegurando que ndo houvesse contaminagdo. Também foram
colocados, no interior das embalagens plésticas, arames em forma de espiral para facilitar a
aeracdo do meio e evitar a aglomeracdo do substrato, bem como o colapso da embalagem
plastica quando da esterilizacdo em autoclave.

A umidade foi determinada em um analisador de umidade MB45 (OHAUS®); foram
coletadas amostras antes da umidificacdo, ap6s a umidificacdo e ao fim da fermentacdo. As
amostras tiveram pesos variados que variaram entre 2,815 g a 3,331g.

Também realizou-se teste de umidade ao final do processo de cultivo em biorreator de
bandeja com quirera de arroz. Foram coletadas amostras no fundo e na parte superior da

entrada e da saida de ar.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Temperatura e concentragdo de esporos em embalagens plésticas.

Nos ensaios em embalagens plasticas contendo 10 e 500g de arroz tipo 1 e de 500 g de
quirera de arroz, buscou — se simular experimentalmente o procedimento adotado nas
biofabricas.

Nestas embalagens, mediu-se a temperatura ao longo da fermentacdo, sendo 0s
resultados apresentados nas Figuras 5.1 e 5.2 com arroz tipo 1 e nas Figuras 5.3 e 5.4 com
quirera de arroz, onde se observou as oscilagdes de temperaturas durante o processo nos dois
fermentadores, sendo o valor maximo de temperatura observado nas embalagens contendo
10g de arroz tipo 1 de material inoculado 31°C e nas de 500g 35°C.0. Nas embalagens
contendo quirera, observou-se temperaturas semelhantes, sendo o valor maximo para
embalagens de 10g foi 31,4 °C e para embalagens de 500 g 34°C. Na Tabela 5.1 sdo
apresentadas as temperaturas maximas observadas (Tmax) € Seus respectivos desvios padrdo
(DP) para a média dentre todas as temperaturas registrados, bem como a concentracdo de

esporos (C.) produzidos ap6s o periodo de incubacdo em cada embalagem.

Figura 5.1. Temperaturas durante o cultivo em embalagens plasticas de 5009 de arroz tipo 1.
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Figura 5.2. Temperaturas durante o cultivo em embalagens plasticas de 10g de arroz tipo 1.
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Figura 5.3. Temperaturas durante o cultivo em embalagens plasticas de 500g de quirera de arroz.
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Figura 5.4. Temperaturas durante o cultivo em embalagens plasticas de 10g de quirera de arroz.
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Tabela 5.1. Temperaturas e concentra¢6es de esporos ap6s 10 dias de cultivo em embalagens plésticas.

Fermentador C. T max C. Tmax
(108 / mL) (°C) (10% / mL) (°C)
ARROZ TIPO 1 QUIRERA DE AROZ

Embalagem plastica de 10g 6,77+0,39 31,0°C +1,42 7,50+0,42 31,4+1,34
Embalagem plastica de 500g  2,94+0,58 35,0°C+251 3,3510,21 34,0£1,36

Em decorréncia da elevacdo de temperatura, a concentracdo de esporos para as
embalagens de 500g com arroz tipo 1 foi menor, evidenciando a influéncia da variavel
temperatura no metabolismo e na fisiologia microbiana.

Keyser et al. (2014) realizou testes expondo o fungo Metarhizium anisopliae em
diferentes condigdes de temperaturas, entre 20°C e 40°C. Os autores demonstraram que 0s
melhores resultados foram obtidos em condi¢Oes de temperatura no intervalo de 24°C a 32°C,
e que quando o ensaio foi realizado expondo a 20°C e acima de 35°C observou-se diminuigéo
na producéo de esporos do fungo. Estes autores também expuseram os fungos a 40°C e 5°C,
por um periodo de 48 horas retornando o cultivo a 28°C a seguir. Os autores constataram que

as colbnias submetidas a 40°C ndo atingiram seu desenvolvimento 6timo, o que difere das
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expostas a 5°C, que atingiram seu desenvolvimento 6timo. Com base no estudo de Keyser et
al. (2014), pode — se afirmar que a elevacdo da temperatura nas embalagens de 500 g afetou o
crescimento do fungo durante o periodo de fermentacdo, principalmente nas 100 primeiras
horas. Estudos sobre a interferéncia da temperatura também foram realizados por Li e Feng
(2009) e Lanza et al., (2009), que, observaram que os melhores resultados de producdo do
fungo Metarhizium anisopliae foram entre 21°C a 31,5°C, notando um declinio na produgéo
quando o fungo ficou exposto a temperaturas abaixo de 20°C e acima de 32°C.

O aumento na producéo de esporos cultivados em embalagens plasticas com quirera de
arroz foi 10,8% maior do que em arroz para as embalagens de 10g e 13,9% maior para
embalagens de 500g, evidenciando grande influéncia da éarea superficial do substrato sobre a
producdo de esporos, uma vez que a area superficial da quirera foi 8,0% maior do que a do
arroz, como se da no item 5.6 deste capitulo.

Como as temperaturas maximas nos ensaios com arroz e quirera foram proximos em
ambas as embalagens, acredita-se que ndo ha grandes alteracGes estruturais do meio de cultivo
para ambas as particulas de transferéncia de calor e que o mecanismo dominante seja de
conducdo através da fase solida, a qual tem a mesma composicdo para os dois meios de

cultivo.

5.2 Temperatura e concentragao de esporos no biorreator de bandeja.

Os ensaios no biorreator de bandeja foram realizados com diferentes quantidades de
substrato, a fim de se encontrar um parametro de aumento de escala na producdo de esporos
do fungo Metarhizium anisopliae. Os testes com arroz tipo 1 foram realizados com 1 kg, 2 kg
e 3 kg, correspondentes as camadas de meio de cultivo de 2, 3 e 6 cm, respectivamente, e 0s
resultados da variacdo de temperatura no biorreator sdo apresentados nas Figuras 5.5, 5.6 e
5.7, respectivamente. O teste com quirera de arroz foi realizado com 1kg, correspondente a
camada de meio de cultivo de 2 cm, sendo os resultados sdo representados na Figura 5.8. Nos
testes com 1 kg e 3kg de arroz tipo 1coletou-se dados de temperatura na entrada (Te) e saida
do biorreator (Ts), no centro geométrico do meio de cultivo (T¢) e no sobre-espaco acima do
substrato (headspace) (Ty), sendo que para a fermentacdo de 2 kg de arroz tipo 1 foram
coletados dados apenas na entrada e na saida. Para o teste com 1 kg de quirera coletou-se
dados de temperatura na entrada (T.) e saida do biorreator (Ts), no centro geométrico do meio

de cultivo (T¢) e no sobre-espaco acima do substrato (headspace) (Ty).
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Na Tabela 5.2 s&o apresentadas as concentraces de esporos produzidos com arroz
tipo 1 em cada fermentagdo, bem como as temperaturas maximas observadas no meio de
cultivo e o desvio padrdo para a média de todas as temperaturas do ensaio. Em todas as
fermentacdes realizadas no biorreator de bandeja preparou-se uma embalagem plastica de 10
g para controle e, ao término do periodo de cultivo, comparou-se a quantidade de esporos
produzidos na embalagem plastica com a quantidade de esporos produzidos no biorreator de
bandeja. Na Tabela 5.3 é apresentada a concentracdo de esporos produzidos com quirera de
arroz, bem como as temperaturas maximas observadas no meio de cultivo e o desvio padréo.

Também para esse teste foi preparada uma embalagem plastica de 10 g para controle.

Figura 5.5. Temperaturas durante o cultivo em biorreator de bandeja com 1kg de arroz tipo 1como meio de
cultivo (camada de 2cm de espessura).
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Figura 5.6. Temperaturas durante o cultivo em biorreator de bandeja com 2kg de arroz tipo 1 como meio de
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Figura 5.7. Temperaturas durante o cultivo em biorreator de bandeja com 3kg de arroz tipo 1como de cultivo
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Figura 5.8. Temperaturas durante o cultivo em biorreator de bandeja com 1 kg quirera de arroz como meio de
cultivo (camada de 2cm de espessura).
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Tabela 5.2. Producdo de esporos nas embalagens de controle e no biorreator de bandeja com substrato arroz tipo
1 da marca “Rosalito”.

Ceontrole (10g) Massa de meio  Espessura Cc T max
(10%spores / ML) de cultivo (kg) (cm) (10%spores / ML) (°C)
6,77+0,39 1 2 3,21+1,24 35+2,19
6,55+0,43 2 4 NC” 39 +2,43
6,45+0,49 3 6 NC” 41 + 3,06

(*) Néo foi observado crescimento do fungo

Tabela 5.3. Producdo de esporos na embalagem de controle e no biorreator de bandeja com substrato quirera de

arroz.
Ceontrole (10g) Massa de meio  Espessura Cc T max
(10%spores / ML) de cultivo (kg) (cm) (10%spores / ML) (°C)
75 1 2 3,02 35+ 1,44

Nos testes no biorreator de bandeja para 1 kg de meio de cultivo, correspondente a 2

cm de espessura, ndo foi observado ressecamento do meio de cultivo, uma vez que o

escoamento de ar estava saturado na entrada do fermentador. O constante escoamento de ar

permitiu a troca de gases e de calor produzidos dentro do biorreator, assegurando o
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crescimento uniforme por toda a espessura da camada do substrato, como explicita as Figuras
5.9 e 5.10. Apenas na base do leito, em contato com a parede inferior do biorreator, observou-
se baixo crescimento, uma vez que visualmente constatou-se excesso de agua ndo ligada a
matriz porosa que, provavelmente bloqueou os poros entre as particulas e dificultou as trocas
gasosas. Tal excesso pode ser devido a producdo de agua através do processo metabolico, a
qual excederia a capacidade de retencéo de 4gua pelo meio poroso, ou mesmo ao fato de que a
umidade inicial utilizada para o cultivo, cerca de 58%, fosse superior a capacidade de
retencdo. No entanto, somente testes especificos da capacidade higroscépica do arroz nas
condigdes de cultivo poderdo esclarecer tais suposi¢des. Na Figura 5.5 pode — se observar nos
perfis de temperatura que em 50 horas T, atinge o valor méximo de 35°C, havendo um
pequeno declinio a seguir. O perfil de temperatura T, é semelhante ao de T, diferindo
ligeiramente apenas nas primeiras 50 horas, quando T}, atinge o valor maximo de 34°C. Os
perfis de temperatura T, e T ndo diferem drasticamente, em vista das pequenas variacfes que
ocorreram durante o processo de fermentacgdo, atingindo um valor méximo de 32°C.
Realizou-se um comparativo entre o que foi produzido no biorreator de bandeja com o
que foi produzido na embalagem plastica de controle e observou-se que as quantidades de
esporos produzidos em embalagens plasticas de 10 g é superior a quantidade de esporos
produzidos em biorreator com 1 Kg de meio de cultivo. O comparativo indica que durante o
periodo de cultivo no biorreator existam possiveis fatores que estdo afetando diretamente o
crescimento microbiano do fungo. Note-se que a concentracdo de esporos produzidos no
biorreator é proxima a observada para as embalagens plasticas de 500g (Tabela 5.1), cuja
temperatura também atingiu um valor méximo de 35°C, evidenciando a forte influéncia da
espessura da camada de cultivo sobre o metabolismo e, consequentemente, da remocao

deficiente de calor sobre o cultivo.
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Figura 5.9. Fotografia da superficie do biorreator de bandeja apds o cultivo para a massa de substrato de 1kg
Zcm de espessura)

Figura 5.10. Fotografia da vista lateral do meio de cultivo apds a fermentagdo para a massa de substrato de 1kg
(2cm de espessura)
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Na fermentacdo com 2 kg de meio de cultivo, correspondente a 4 cm de espessura, ndo
se observou o crescimento do fungo Metarhizium anisopliae. Acredita — se que esse
fendmeno seja atribuido aos altos valores de temperatura durante o periodo de fermentacao
atingindo um valor méximo de 39 °C, levando a inativacdo do fungo. Ao fim da fermentacéo,
guando aberto o biorreator, foi constatado o crescimento de outros parasitas, um dos quais,
suspeita-se que seja Aspergillus Flavus Link, em uso em outras pesquisas do grupo.

Para os ensaios com 3 kg de meio de cultivo, correspondente a 6 cm de espessura,
também ndo se observou a producdo do fungo Metarhizium anisopliae. Novamente acredita-
se que o principal motivo seja a remocao deficiente do calor metabdlico, gerado. Observou-se
que as temperaturas foram elevadas, atingindo um valor maximo de 41,8°C, que corresponde

a um valor muito acima da condicdo 6tima de crescimento do fungo, 28°C (Lopes, 2015;
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Keyser et. al. 2014). De acordo com Keyser et al. (2014), o fungo Metarhizium anisopliae €
sensivel a temperaturas elevadas.

Os dados obtidos no teste realizado com 1 kg de quirera de arroz, correspondente a 2
cm de altura de meio de cultivo, foram semelhantes aos dados obtidos com arroz tipo 1 com 1
kg e correspondente a 2 cm de altura de substrato. Foi observado um valor maximo de T, de
35°C e um perfil de temperatura similar ao do arroz ao longo do tempo. N&o se observou
ressecamento do meio de cultivo, uma vez que o fluxo de ar estava saturado na entrada do
fermentador, o constante fluxo de ar permitiu a troca de gases e de calor produzidos dentro do

biorreator, assegurando o crescimento uniforme por toda a espessura da camada do substrato.

5.3 Area de superficie do arroz tipo 1 e quirera de arroz

Lopes (2015) demonstrou em seu trabalho que a producdo de esporos do fungo
Metarhizium anisopliae foi maior quando utilizada quirera de arroz como substrato. Por este
motivo, antes de realizar testes com quirera de arroz no biorreator de bandeja, determinou-se a
area superficial das particulas para avaliar possivel influéncia da area superficial na producéo
de esporos. Na Figura 5.11 sdo apresentadas as fotografias das amostras de arroz e de quirera
tingidos com o corante rodamina, e na Figura 5.12 as imagens digitalizadas pelo software
LensEye, os parametros utilizados para reconhecimento da area superficial do arroz e da
quirera e os resultados da area superficial identificada pelo software sdo apresentados na
Tabela 5.4. Observou-se que a quirera tem uma area de cerca de 8,6% maior do que a area do
arroz tipo 1.

Como mencionado anteriormente, a partir dos resultados obtidos nos ensaios em
embalagens plasticas, a concentracdo de esporos empregando-se quirera como substrato €
16,8% maior do que utilizando-se arroz, para embalagens contendo 10g de substrato, e 13,9%
maior para embalagens de 500g, sugerindo-se uma relacdo direta entre 0 aumento da area de
cultivo e o aumento da concentracdo de esporos. No entanto, tal aumento ndo se repetiu nos
ensaios realizados no biorreator, indicando que as limitagfes impostas pelas condicGes

adversas de processo superem o ganho provocado pelo aumento da area das particulas.



Tabela 5.4. Demonstracao da area superficial do arroz tipo 1 e quirera de arroz.

ARROZ QUIRERA DE DIFERENCA
TIPO 1 ARROZ (%)
Area (pixels) 46393 30525 -
Area (contorno) 35855 26217 -
Area identificada (%) 77,29 85,89 8,6

Figura 5.11: Imagem digitalizada dos sélidos com rodamina:

a) arroz tipo 1; b) quirera de arroz.

N

Figura 5.12. Imagem digitalizada das particulas

a) arroz tipo 1; b) Quirera de arroz.
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5.4. Umidade do meio de cultivo

Para obter a umidade no fim da fermentacdo preparou-se embalagens com 100 g de
arroz tipo 1 da marca “Rosalito”, e quirera de arroz. Estes passaram por todo o processo de
fermentacdo, as embalagens foram preparadas com bocais de PVC, receberam arames espirais
e tampédo de algoddao. Em seguida, os meios de cultivo foram pesados, umidificados e em
sequida esterilizados e, apos o resfriamento, receberam a suspenc¢éo fungica. Foram coletadas
amostras do arroz antes e apés a umidificacdo, e ao término do processo de cultivo. Na Tabela

5.5, séo apresentadas as umidades do meio de cultivo em embalagens com 100g de susbstrato.

Tabela 5.5. Umidade do meio de cultivo (b.u.) em embalagens plasticas contendo 100g de substrato

ARROZ TIPO 1 QUIRERA DE ARROZ
Antes da umidificacdo 13,3 9,8
Apds umidificacao 39,8 41,1
Final da fermentacéo 54,8 48,0

Com estes resultados observou-se que a umidade da quirera se diferencia 3,5% do
arroz tipo 1, embora a quantidade de 4gua adicionada a ambas tenha sido a mesma. Os dados
revelam que a quirera tem uma capacidade de retencdo de agua menor do que a do arroz,
possivelmente em virtude a estrutura dos poros interparticulas, que dificultem a penetracédo de
agua na quirera. Ao final das fermentacGes em biorreator de bandeja com arroz tipo 1,
observou-se que havia dgua no fundo da bandeja, quando fermentado com quirera de arroz

esse fendmeno ja ndo foi observado.

5.5. Resultados de modelagem e simulacéo.

As simulacOes aqui apresentadas seguiram parametros dispostos na Tabela 4.1 e as
condicdes inicias ja apresentadas no presente trabalho. Foram realizadas simulacdes para
arroz tipo 1 com diferentes quantidades, sendo elas: 1kg, 2kg e 3kg correspondentes a 2 cm,
4cm e 6 cm de altura. As distribuicbes de temperatura e de producdo de conidios estdo
apresentadas nas Figuras 5.13, 5.14 e 5.15, para as cargas substrato de 1, 2 e 3Kag,

respecivamente.
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Figura 5.13. Resultados de simulacdo com 1 kg de substrato correspondente a 2 cm de altura de meio de cultivo
para biorreator de bandeja: a)Distribuicdo de temperatura por todo o biorreator de bandeja
b) Distribuicéo de esporos por todo biorreator; ¢) Quantidade de esporos estimado no centro geométrico do
biorreator;d). Temperatura do centro geométrico do meio de cultivo do biorreator; €). Temperatura da superficie
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Figura 5.14. Resultados de simulagdo com 2 kg de substrato correspondente a 4 cm de altura de meio de cultivo
para biorreator de bandeja: a)Distribuicdo de temperatura por todo o biorreator de bandeja

b) Distribuicdo de esporos por todo biorreator; ¢) Quantidade de esporos estimado no centro geométrico do
biorreator;d). Temperatura do centro geométrico do meio de cultivo do biorreator; e). Temperatura da superficie
do meio de cultivo do biorreator;
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Figura 5.15. Resultados de simulagdo com 3 kg de substrato correspondente a 6 cm de altura de meio de cultivo
para biorreator de bandeja: a)Distribui¢do de temperatura por todo o biorreator de bandeja
b) Distribuicdo de esporos por todo biorreator; ¢) Quantidade de esporos estimado no centro geométrico do
biorreator;d). Temperatura do centro geométrico do meio de cultivo do biorreator; e). Temperatura da superficie
do meio de cultivo do biorreator;
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Os resultados obtidos com o modelo utilizado ndo representam com fidelidade a

realidade dos ensaios, como pode ser constatado pela temperatura no centro do biorreator para
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1 kg de arroz tipo 1 onde o valor maximo experimentalmente obtido foi de 35°C, e o simulado
28,0°C . Outro aspecto a ser destacado é o tempo necessario a se obter a temperatura méxima
no centro do biorreator que experimentalmente foi de 50 horas e na simulagdo proximo a 50
horas.

N&o observou-se crescimento do fungo com 3 kg de substrato, em virtude dos niveis
elevados de temperaturas, que causaram favorecimento a proliferacdo de microrganismos
oportunistas. No entanto, as simulacdes apresentam valores de temperaturas adequados a
Metarhizium anisopliae, como pode ser observado nas figuras 5.14 e 5.15.

Tais desvios entre o0s resultados simulados e 0s experimentais podem estar
relacionados a deficiéncias do modelo ou a imprecisoes da determinacdo de geracdo de calor
metabolico. O modelo proposto € muito simples, mas as principais hipéteses a ele associadas
(escoamento térmico unidimensional, ndo evaporacdo de calor e meio pseudo homogéneo)

sdo factiveis, restando a cinética de crescimento incorreta como causa provavel.

5.6. Cinética de crescimento através do consumo de O,.

Para este teste foi utilizado um biorreator de leito empacotado, no qual a aeragéo
percolava pelo meio do substrato dentro do biorreator. A aeragdo acontecia no sentido vertical
ascendente. Em seguida o ar era direcionado para uma coluna recheada de silica gel, para
retencdo de umidade e em seguida era transferido para o analisador de gases. Na figura 5.16

pode se observar a cinética de atividade metabdlica do fungo através da liberacdo de CO..
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Figura 5.16. Cinética de crescimento do fungo Metarhizium anisopliae, através da liberagdo de CO,,
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Tabela 5.6. Quantidade de esporos obtidos em biorreator de leito empacotado com 50g de arroz tipo 1 como

substrato..
Cc
(10%spores / ML)
Biorreator de leito empacotado 4,56

Na Figura 5.16, observou-se que a maior atividade metabdlica ocorreu entre 50 e 120
horas, concordando com os dados experimentais de temperatura no centro do biorreator e nas
embalagens plasticas. Com essas informac6es pode — se afirmar que o fungo Metarhizium
anisopliae tem seu metabolismo acelerado desde o inicio da fermentacdo até 50 horas de
cultivo, apds o que entra em fase estacionaria. No entanto a taxa de liberacdo de CO, foi
muito baixa, indicando algum problema na determinacgéo. Portanto, é possivel acreditar-se que
a cinética de atividade metabolica esteja correta, mas os valores das concentragdes néo.

No biorreator de leito empacotado observou-se crescimento de 4,56x10° esporos/ml
superior, portanto, a concentragdo obtida no biorreator de bandeja. O resultado apresentou
indicios de que o biorreator de leito empacotado € mais eficiente do que o biorreator de

bandeja, porém deve — se lembrar que o teste foi realizado apenas com 50 g de arroz tipo 1, e
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que com quantidades maiores de substratos e um biorreator de leito empacotado com
dimensGes maiores, poderiam ocorrer intensas variagdes radias e longitudinais de
temperaturas, comprometendo o desenvolvimento do fungo. Breukelen et al.(2011) e Dortas e
Arcas (1998), demonstram em seus estudos com ampliacdo de escala, gradientes térmicos e
gradientes de umidade, nas dire¢cbes axciais e radiais, na produc¢do do fungo Metarhizium
anisopliae, com biorreatores de leito empacotado. Breukelen et al. (2011) também relatam em
seus estudos que ao término do cultivo, observou-se que ndo havia crescimento do fungo
Metarhizium anisopliae préximo as paredes do biorreator. Na Figura 5.17 pode — se observar
que o crescimento do fungo Metarhizium anisopliae ndo foi uniforme por todo o meio de

cultivo.

Figura 5.17. Fotos do substrato apds o periodo de cultivo. A) visdo do fundo do biorreator; b) vista lateral do
substrato fora do biorreator.
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6 CONCLUSOES

O principal objetivo deste trabalho foi a producdo de esporos do fungo Metarhizium
anisopliae em biorreator de bandeja, e este objetivo foi atingido. No entanto, prevé-se
dificuldades em ampliar a escala desta classe de biorreatores pelo aumento da espessura
da camada de meio de cultivo, em virtude a sobreaquecimento ao longo da fermentagéo.

Dentre os testes realizados no biorreator de bandeja, s6 foram obtidos resultados

positivos para 1 kg de substrato, correspondente a 2cm de espessura do meio de cultivo. Com
esses resultados observou-se a necessidade de uma nova arquitetura de biorreator de bandeja,
onde as dimensdes de largura e comprimento sejam maiores, para aumentar a capacidade de
substrato, mantendo a camada fina.

A producdo de esporos do fungo foi maior em embalagens plasticas contendo pequena
quantidade de substrato do que nas embalagens maiores e no biorreator, em virtude a maior
uniformidade térmica na pequena camada de meio de cultivo.

A producéo de esporos do fungo Metarhizium anisopliae com o uso de quirera de arroz é
maior do que a obtida com arroz tipo 1, em embalagens plasticas com pequena ou grande
quantidade de substrato, em virtude a maior area superficial da quirera, contudo, tal aumento
ndo foi observado no cultivo no biorreator.

Atraveés da cinética de producdo de gases metabdlicos observou-se que o metabolismo do
fungo Metarhizium anisopliae é acelerado até 50 horas de cultivo, tornando-se estavel a
sequir.

Os dados de simulacdo ndo representaram a ma dissipacdo de calor que o ocorre dentro do
biorreator, apresentando baixas elevacgdes na temperatura, para estudos futuros com o modelo
sera necessaria a modificacdo de alguns parametros, que descreva melhor a fermentacao

durante o periodo de cultivo.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir da compreensdo dos mecanismos e térmicos de cultivo do fungo
Metarhizium anisopliae em biorreator de bandeja, sugere — se 0 que segue para O
desenvolvimento de futuros trabalhos, como realizar mais testes com quirera de arroz no
biorreator de bandeja, realizar fermentaces em biorreator de leito empacotado em escala
laboratorial e também em escala piloto, entender analises que proporcione uma melhor analise
sobre a cinética de crescimento para resultados mais satisfatério com o modelo utilizado,
analisar as fontes nutricionais que o arroz tipo possui, que favorecem o crescimento do fungo
Metarhizium anisopliae, e desta forma encontrar um substrato que seja mais viavel
economicamente para a indastria que atenda as necessidades nutricionais para 0
desenvolvimento do fungo Metarhizium anisopliae e também desenvolver um método de

extracdo de esporos através do uso de biorreator rotativo.
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