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RESUMO

Este projeto teve como objetivo principal o escalonamento de um bioprocesso submerso aerébio
utilizando um microrganismo do género Streptomyces spp., partindo de um biorreator de 4 litros
para uma escala de 100 litro. Foram realizadas as caracterizagdes dos biorreatores de 4 ¢ 100
litros quanto a geometria e o coeficiente de transferéncia de oxigénio (kra). Além disso, obteve-
se também os valores da velocidade na ponta do impelidor (Vtip) nas duas escalas. Com base
nesses dados, foi definida uma estratégia de cultivo otimizada para o aumento de escala, visando
manter as condi¢des ideais para o crescimento do microrganismo. O cultivo em escala de 100
litros atingiu uma concentracdo celular abaixo do esperado, porém observou-se um aumento
significativo de 3,5 vezes na producdo de quitinase, uma enzima de interesse industrial. Esse
incremento na produgdo de quitinase e a reducdo de concentragdo celular foi associado a
condicdes de estresse geradas pela demanda de oxigénio dissolvido no cultivo pelo
microrganismo ndo suprida pelas condi¢des de cultivo definidas em escala piloto, o que pode
ter induzido uma resposta metabdlica diferenciada no microrganismo. Apesar da variacdo na
concentragdo celular, os perfis de pH ao longo do cultivo apresentaram grande similaridade
entre as duas escalas. Os resultados destacaram desafios associados a manutengdo das
condi¢des ideais de cultivo em diferentes escalas e os impactos dessas variagdes na produgdo
de biomassa e metabdlitos, sendo necessario estudos posteriores para melhor entendimento e

defini¢do dos parametros operacionais do cultivo em escala de 100 litros.

Palavras-chave: Streptomyces spp.; escalonamento; cultivo submerso aerdbio; kia; Vtip.
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ABSTRACT

This project aimed to scale up an aerobic submerged bioprocess using a microorganism of the
genus Streptomyces spp., transitioning from a 4-liter bioreactor to a 100-liter scale.
Characterizations of the 4-liter and 100-liter bioreactors were conducted, focusing on geometry
and the oxygen transfer coefficient (kLa). Additionally, the tip speed of the impeller (Vtip) was
determined for both scales. Based on these data, an optimized cultivation strategy was defined
for the scale-up, aiming to maintain ideal conditions for microbial growth. O cultivo em escala
de 100 litros atingiu uma uma concentracao celular abaixo do esperado, however, a significant
3.5-fold increase in chitinase production, an enzyme of industrial interest, was observed. This
increase in chitinase production and the reduction in cell concentration was associated with
stress conditions caused by the dissolved oxygen demand generated during the cultivation,
which was not fully met under the defined pilot-scale conditions. This may have induced a
distinct metabolic response in the microorganism. Despite the variation in cell concentration,
the pH profiles during cultivation showed high similarity between the two scales. The results
highlighted challenges related to maintaining ideal cultivation conditions at different scales and
the impacts of these variations on biomass and metabolite production. Further studies are
necessary to better understand and define the operational parameters for cultivation at the 100-

liter scale.

Keywords: Streptomyces spp.; scale up; submerged culture; ki a; Vtip.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos o termo Agricultura sustentavel tem ganhado espago no mercado,
principalmente devido ao grande aumento populacional da ultima década, trazendo
preocupacdes frente a seguranca alimentar da populagdo. Um dos objetivos de desenvolvimento
sustentavel da ONU traz referéncia ao tema de agricultura sustentdvel, na qual frisa a
importancia do aumento de produtividade agricola, garantindo sistemas sustentaveis de
producao alimentar. Nesse contexto, estratégias que utilizem recursos naturais vem sendo cada
vez mais exploradas visando atender as demandas do presente sem causar danos futuros ao

meio ambiente (Brasil, 2019; Mitter, 2021).

Estudos apontam que o crescimento populacional pode levar a escassez de recursos
naturais ndo renovaveis, evidenciando, cada vez mais, a necessidade de impulsionar os sistemas
agricolas sustentaveis capazes de satisfazer as necessidades alimentares da populagdo mundial.
Estima-se que serd necessario dobrar a producgdo atual em breve, o que configura um grande
desafio para a agricultura (Brasil, 2019). Além disso, os ultimos anos foram marcados por
grandes volumes de defensivos agricolas aplicados, causando uma série de maleficios
ambientais, degradando solos e limitando crescimento e produgdo vegetal (Kumawat, 2022;

Gomes, 2023).

O Brasil ¢ um grande consumidor de produtos quimicos para agricultura,
importando cerca de 70% dos produtos utilizados. Esses produtos quimicos, vulgarmente
conhecidos como “agrotoxicos”, sdo altamente eficazes contra diversas pragas e doengas nas
principais culturas do pais. Contudo, além de elimina-las, seu uso prolongado pode prejudicar
espécies essenciais para o equilibrio da biodiversidade, contaminar recursos hidricos e degradar
o solo, trazendo danos, muitas vezes, irrepardveis para o ambiente e populacdo. Esses dados
colocam a agricultura brasileira distante da sustentabilidade, trazendo um dilema: o agricultor
precisa controlar as pragas que ameagam suas plantagdes, mas o uso excessivo de agrotoxicos
pode causar danos futuros. Nesse contexto, os produtos bioldgicos t€ém ganhado cada vez mais

destaque e importancia.

Nesse cendrio, de acordo com dados da Crop life (2020), os produtos biologicos
podem ser classificados, resumidamente, como organismos vivos que controlam populagao de
pragas e doencas. Segundo a Associacdo Brasileira das Empresas de Controle Bioldgico, ¢
previsto um crescimento anual de 20% no uso de biodefensivos para o controle de pragas e

doengas. De acordo com dados levantados pela Crop Life Brasil, o nimero de produtos
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bioldgicos de controle disponiveis no mercado dobrou, movimentando mais de R$675 milhdes

em 2019, um crescimento de 15% em relagdo a 2018 (Brasil, 2020; Mapa, 2020).

Hé varios fatores por traz do crescimento da utilizagao desses produtos, o primeiro
deles ¢ voltado a sua origem, e aqui se ressalta que, por ser de origem viva ¢ obtido por meio
de uma fonte ilimitada. Esses microrganismos sdo encontrados, em sua grande maioria, em
solos de origens diversas, onde uma pequena amostra ¢ capaz de viabilizar uma imensidao de
produtos obtidos sem que isso afete negativamente a regido em que foi coletado (Brasil, 2020;

Brasil, 2023; Gomes,2023).

E importante destacar dois outros aspectos, sendo o primeiro, no campo dos
beneficios. Neste, o uso excessivo de produtos quimicos pode aumentar a resisténcia das pragas,
agravando problemas fitossanitarios. Por outro lado, a utilizagdo de produtos biologicos pode
mitigar esses problemas, gragas aos multiplos modos de agao dos microrganismos envolvidos.
Isso promove o equilibrio bioldgico, aumentando a eficiéncia das culturas e contribuindo para

uma agricultura verdadeiramente sustentavel (Gomes, 2024).

O segundo ponto, agora focado no aspecto econdmico, ¢ que os produtos
bioldgicos, em sua maioria, sdo fabricados no Brasil. Essa produ¢do nacional facilita o
planejamento financeiro dos agricultores, pois os precos sao mais estaveis em comparagao com
os fertilizantes importados. Além disso, muitas moléculas agroquimicas amplamente utilizadas
j& sdo proibidas em diversos paises, enquanto os produtos biolodgicos, que enfrentam menos
restri¢des regulatdrias frente aos riscos a satde humana e do meio ambiente, surgem como uma

alternativa vidvel e oferecem oportunidades no mercado internacional (Gomes, 2024).

Outro fator relevante ¢ a crescente atencao dos agricultores a esses produtos, devido
a sua eficiéncia e a produtividade alcancada nas culturas nas quais sdo aplicados. Esses efeitos
benéficos, cada vez maiores, estdo diretamente ligados ao investimento em pesquisa €
desenvolvimento por vérias empresas e organizacdes do setor agricola. A medida que os
beneficios sdo evidenciados no campo, mais agricultores adotam essas praticas, atraindo um
nimero maior de empresas para o mercado. Isso, por sua vez, aumenta significativamente a
competitividade, gerando mais investimentos e impulsionando o desenvolvimento de novas

tecnologias no setor de produtos biologicos.

Atualmente, a maioria dos agentes biologicos registrados no Brasil é composto por
fungos e bactérias, sendo essas predominantemente do género Bacillus spp., o qual vem sendo

intensamente comercializado por diversas empresas, em decorréncia do grande conhecimento
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acerca dos efeitos benéficos e dominio dos processos produtivos em larga escala desses

microrganismos.

A busca por inovacdo e diferenciacdo das empresas no mercado de produtos
bioldgicos vem crescendo e, com isso, a gama de microrganismos explorada vem aumentando.
Surge entdo a necessidade de pesquisa e desenvolvimento de processos com outros
microrganismos, tais como bactérias filamentosas, como actinobactérias, por exemplo, que
apesar de conhecido o seu potencial biotecnoldgico para esse mercado, poucos estudos

exploram a produgdo desses microrganismos para fins comerciais (Oliveira et al., 2014).

Quando se aborda novos tipos de microrganismos aplicados a agricultura, como as
actinobactérias, uma analise de patentes revela que ha um niimero significativamente maior de
estudos focados na performance desses agentes em escala laboratorial do que em escala
industrial. Esse fato pode estar atrelado a um dos grandes desafios das industrias: a transferéncia
de tecnologia dos resultados laboratoriais para a produgdo em larga escala, também chamado

de escalonamento (Thorpe; Ridgman, 2016).

A falta de trabalhos relatados nesse estagio de desenvolvimento pode ser atribuida,
principalmente, a dois fatores inter-relacionados: indisponibilidade de recursos estruturais por
parte da academia e deficiéncia de profissionais da industria aptos a evidenciar, de maneira
estruturada, os desafios encontrados nessa etapa do desenvolvimento de um novo produto,

principalmente pelos segredos industriais envolvidos.

Na grande maioria das vezes, o tempo de desenvolvimento de um produto industrial
difere do tempo ideal de uma pesquisa aprofundada, ademais, um processo de escalonamento ¢
complexo, extenso e oneroso ¢ a utilizagdo de métodos baseado na “tentativa e no erro” pode
deixar esse processo ainda mais dispendioso. Com isso, os critérios de escalonamento sdo
imprescindiveis para que um bom resultado seja alcangado com assertividade, respeitando os

métodos cientificos em conjunto com as necessidades da industria (Paula & Ribeiro, 2006).

Diante das informagdes supracitadas, o presente trabalho visou o estudo do aumento
de escala de um processo ja desenvolvido em escala laboratorial, utilizando uma linhagem de
actinomicetos do género Streptomyces spp., visando determinar a melhor estratégia de

escalonamento que propicie a transferéncia de tecnologia adequada a escala proposta.
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7. CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo desenvolver estratégias de cultivo submerso em escala
piloto utilizando Streptomyces spp., com base em correlagcdes geométricas € na determinagdo
do coeficiente de transferéncia de oxigénio (kLa) por meio da metodologia gassing out. Os
resultados demonstraram que os valores de kLLa obtidos em bancada sdo alcangaveis em escala
piloto, permitindo sua utilizagdo como critério de escalonamento com os equipamentos

empregados.

Durante a preparacdo do inoculo, observou-se a necessidade de estudos mais
aprofundados sobre o banco de esporos, incluindo viabilidade ao longo do tempo e influéncia
na formagdo de pellets. A morfologia e produtividade do microrganismo mostraram-se
altamente dependentes das condigdes de cultivo, como meio, temperatura, agitagdo ¢ pH. A
metodologia inicial para defini¢do do tempo de ativagdo nao foi eficaz, resultando na adogao
de periodos mais longos, o que reduziu a fase lag em 24 horas, embora ainda permanecesse alta

(cerca de 10 horas).

A estratégia baseada na manutencdo de Vtip revelou limitagcdes na transferéncia de
oxigénio em escala piloto, resultando em baixos niveis de oxigénio dissolvido e,
consequentemente, reducao na concentracao de células viaveis. Por outro lado, observou-se um
aumento de 3,5 vezes na producdo de quitinase, possivelmente devido ao estresse metabolico
induzido pelas condi¢des de cultivo em 100 litros. Isso sugere que ambientes adversos podem

direcionar o metabolismo microbiano para a producdo de metabdlitos de interesse industrial.

O escalonamento também evidenciou a importancia de aspectos operacionais, como
sistemas de CIP/SIP e fornecimento de utilidades (agua gelada, vapor, ar comprimido),
essenciais para a conducdo eficiente de experimentos em escala piloto. Destaca-se a
necessidade de dimensionamento adequado dessas utilidades e da valida¢ao de protocolos de

limpeza especificos a0 microrganismo.

Apesar dos desafios, o projeto permitiu estabelecer um processo minimo viavel em
escala piloto, com metodologia de indculo, pardmetros operacionais e protocolos de limpeza
mais robustos. Embora a concentragdo celular tenha sido inferior a esperada, a producao de
quitinase foi significativamente superior. Esses resultados reforgam a importancia de equilibrar

crescimento e produgdo de metabolitos em escalonamentos.
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Por fim, o estudo oferece uma base solida para futuros trabalhos de otimizacdo e
contribui significativamente para o avango técnico e cientifico na area de cultivos microbianos

em escala piloto e industrial.
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