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Resumo: A fermentagdo em estado soélido (FES) ¢ uma técnica importante para a produ¢do de enzimas para
hidrélise de biomassa vegetal. No entanto, a FES apresenta uma série de dificuldades técnicas para se tornar viavel
em escala industrial. Nesse trabalho sdo apresentados alguns dos avangos na automagdo de biorreatores ¢ um
estudo da cinética de produgdo enzimatica realizados no Laboratorio de Agroenergia da Embrapa Instrumentagao
que visam superar essas dificuldades. Demonstra-se aqui a possibilidade do aumento da quantidade de enzimas
produzidas através da otimizagdo da dinamica do processo.

Palavras-chave: fermentacdo em estado sélido, desenvolvimento de processo, hidrolise enzimatica, controle
robusto.

ADVANCES IN SOLID STATE FERMENTATION DEVELOPMENT

Abstract: Solid state fermentation (SSF) is an important technique for the production of enzymes to hydrolyze
vegetable biomass. However, SSF presents a number of technical issues to become feasible on an industrial scale.
In this paper it is presented some of the advances achieved in bioreactors automation and a study in the enzymatic
production kinetic made in the Laboratorio de Agroenergia of Embrapa Instrumentagdo in order to overcome
these issues. Here it is demonstrated the possibility of increasing the amount of enzymes produced by the process
dynamics optimization.

Keywords: solid state fermentation, process development, enzymatic hydrolysis, robust control.
1. Introducao

Os primeiros registros dos processos fermentativos estdo datados por volta de 6000 a.C. ¢ descrevem a
produgdo de cerveja, vinhos e paes na Babilonia e no Egito. A cerca de 3000 a.C. iniciou-se a fabricagdo de shoyu
na China e no Japao, de queijos e iogurtes nos Balcas e na Asia Central. Hoje em dia, esses processos fermentativos
sdo utilizados para a obtencao de produtos de interesse comercial em diversos ramos industriais, como o setor far-
maceéutico, de alimentos e bebidas, téxtil, na agricultura, dentre outros(Shaechter, 2004). Dentre esses bioprodutos
se destaca a produgdo microbiana de enzimas, por possuirem diversas aplicagdes e cujo mercado esta em crescente
evolugdo, sendo uma alternativa importante aos processos quimicos convencionais.

O crescimento microbiano para a produgao de enzimas pode ser conduzido através da fermentag@o sub-
mersa (FSm), na qual o meio ¢ constituido basicamente por dgua e nutrientes nela dissolvidos, ou da fermentacao
em estado solido (FES), que ¢ definida como um processo de cultivo de microrganismos em substrato sélido, con-
tendo uma quantidade de agua suficiente apenas para manter o crescimento ¢ o metabolismo do microrganismo,
caracterizado pela auséncia de dgua livre (Raghavarao, Ranganathan e Karanth, 2003; Holker, Hofer e Lenz, 2004;
Singhania et al., 2009).

Atualmente, cerca de 90% de todas as enzimas industriais sdo produzidas por FSm. Por outro lado, os
processos de FES apresentam vantagens quando comparados aos de FSm, pois sdo capazes de utilizar residuos
agroindustriais solidos e em alguns casos dispensam esterilizagcdo por causa da baixa quantidade de dgua neces-
saria no processo. Constata-se também uma maior produtividade enzimatica quando comparada aos processos de
FSm, e, além disso, as enzimas produzidas pela FES sdo menos susceptiveis a problemas de inibigdo por substrato
¢ possuem uma maior estabilidade térmica ¢ a variagdes do pH do meio (Holker, Hofer e Lenz, 2004).

Apesar de apresentar vantagens, a FES ainda ndo ¢ aplicada em escala industrial devido as dificuldades
de controle e monitoracao das variaveis durante o processo, sendo algumas das principais: a temperatura, o pH do
meio, ¢ a quantidade de agua disponivel para os microrganismos. Essas dificuldades ocorrem devido a auséncia
de agua livre, a baixa condutividade térmica ¢ heterogeneidade dos substratos solidos (Sargantanis et al., 1993;

Holker e Lenz, 2005).
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O objetivo deste trabalho ¢ apresentar como alguns dos avangos realizados pelos colaboradores do Labo-
ratério de Agroenergia da Embrapa Instrumentagio contribuem para o desenvolvimento da fermentagdo em estado
solido - FES. Nesse trabalho sera abordada a importancia do desenvolvimento da instrumentacao, da automacgao e
do controle dos biorreatores de coluna e tambor rotativo.

2. Materiais e Métodos

O desenvolvimento de um sistema de controle preciso para o biorreator de colunas adaptado de (Raim-
bault e Alazard, 1980) tem sido pega chave no desenvolvimento dos processos de FES. O uso desse tipo de bior-
reator ¢ particularmente 1til, pois é possivel realizar estudos com diferentes condi¢des de processo. Com isso,
através de planejamentos experimentais criteriosamente realizados, muitas informagdes a respeito de quais sdo as
melhores condigdes para a realizacdo do processo sdo obtidas (Farinas ef al., 2011; Vitcosque et al., 2012; Pirota
etal.,2013).

Esse biorreator conta atualmente com um sistema de distribui¢do de fluxo para cada uma das 12 colunas
admitidas por vez. Essas colunas apresentam volume maximo de 20mL e tém sido utilizadas para fermentacao de
cerca de 5 gramas de biomassa. Também conta com um sistema de controle robusto da umidade relativa do ar, do
fluxo de ar e da temperatura do processo. A Figura 1 mostra o esquema de controle da umidade relativa do ar.

Atualmente esta sendo desenvolvido um biorreator de tambor rotativo (BTR), com capacidade util apro-
ximadamente 50 vezes maior do que as colunas de fermentagdo. As soluc¢des técnicas utilizadas no biorreator de
colunas, conforme apresentadas na Figura 1, tiveram de ser reelaboradas para que fossem eficientes nesse biorrea-
tor. Os principais fatores de mudancas foram o fato das colunas estarem imersas em um banho térmico controlado,
enquanto o BTR encontra-se um uma cuba com ar aquecido, além disso, a taxa de fluxo de ar necessaria para
alimentago desse ¢ proporcional ao aumento da escala, o que gerou dificuldades nas solu¢des dos problemas de
transferéncias da 4gua para o ar.

Dentre os desafios previstos para o desenvolvimento do BTR encontram-se a elaboragdo de pas eficientes
para agitacao e metodologias de aeracdo que melhorem a eficiéncia da troca de calor do meio fermentativo. Tam-
bém sera necessario o desenvolvimento de um sistema de otimizagdo e controle do processo em tempo real que
considere a as variagdes de temperatura ¢ umidade do meio fermentativo.
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Figura 1: Diagrama de blocos do sistema de aeracio do biorreator de FES em malha aberta. 1- Propor¢ao
de Fluxo Seco (subtrai do fluxo total a quantidade de fluxo de ar imido), 2- Multiplicadores de Fluxo por Razao de
Fluxo (seco ou timido), 3- Controladores de Fluxo de Massa, 4- Umidificador de Ar, 5- Secador de ar, 6- Somador
de Fluxos, 7- Distribuidor de Fluxo, 8- Sensor de Umidade Relativa e Temperatura do Ar. Ainda se tém a referéncia
de fluxo (Fluxo de Ar), a referéncia de umidade relativa e a temperatura do sistema, ul e u2- tensao de controle
do controlador de fluxo de massa, F1 e F2- fluxo de ar nas linhas timida e seca, respectivamente, F- fluxo de ar
misturado, %RH- umidade relativa do ar na saida do distribuidor.

Outro fator importante para a viabilizagdo da producéo in situ é o aumento da producdo das enzimas uti-
lizando técnicas de otimizagao de processo. Para tal, foram estudadas e modeladas as cinéticas do crescimento mi-
crobiano e da produgdo dos metabolitos. O uso de tal modelo para otimizagdo das condi¢des do processo ao longo
do tempo mostra a possibilidade de um aumento expressivo na produgdo das enzimas por quantidade de substrato
utilizado. Nesse trabalho foi desenvolvido um algoritmo de busca simples para avaliar qual seria o melhor caminho
de ambas as condi¢des ambientais e qual seria a melhor condigdo inicial para prover a maxima produgao possivel
para o modelo assumido. As Equagoes de (1) a (7) mostram o modelo utilizado, sendo que a Equagao (6) descreve
a produgdo da enzima CMCase rtl:nquanto a Equacdo 7 descreve a produgdo da enzima Xilanase.
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4. Resultados

A Figura 2 mostra, como aplica¢@o do biorreator de colunas desenvolvido, o estudo da cinética da produ-
¢do enzimatica em diversas condi¢des ambientais. O estudo revela que existe uma regido de condi¢gdes ambientais
mais apropriadas para fermentagdo em ambientes heterogéneos, mostrada em vermelho escuro. Nessa figura ¢é
mostrada a cinética do produto entre as enzimas Xilanase e CMCase respectivamente amostradas em 24, 48 e 72
horas de fermentagdo, respectivamente (a), (b) e (c), pelo microrganismo Aspergilus niger 3T5B8S.
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Figura 2. Grafico do produto das atividades enzimaticas \ 9 / x Temperatura (°C) x Umidade inicial do
substrato em: 24h (a), 48h (b) e 72h (c) obtidos por FES em biorreator de colunas. A barra lateral das figuras indica
a cor referente ao produto das atividades enzimaticas de cada nivel da superficie de resposta.

A Figura 3 (a) e (b) mostram respectivamente o resultado da simula¢do das condi¢des 6timas para o pro-
cesso ao longo do tempo e a simulag@o da producdo das enzimas.
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Figura 3. Resultado da otimizagdo das condi¢des ambientais do processo (a) e comparacdo entre a
simulacdo do modelo nas condi¢des experimentais de maior produgdo e producdo enzimatica nas condigdes
otimizadas do processo (b).
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5. Conclusoes

Tanto o modelo ajustado, quanto a otimizagdo da dinamica das condigdes ambientais do processo ainda
ndo foram validados, todavia, essas hipoteses mostram-se promissoras para o desenvolvimento da fermentagdo em
estado solido. Consequentemente, os avangos no conhecimento do processo sdo um passo a mais na direcao de se
tornar viavel o uso da FES na produg@o em escalas maiores.
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