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RESUMO - A avaliacdo da cinética da producdo de enzimas (hemi) celuloliticas
pode permitir o desenvolvimento de sistemas de controle mais eficientes para
biorreatores de fermentagdo em estado solido de larga escala. Por isso, 0 objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos da temperatura e da umidade inicial do
substrato na cinética de producdo de celulases e xilanases utilizando-se o farelo de
trigo e o microrganismo A. niger (3T5B8). As atividades deCMCase e xilanase
foram quantificadas em diferentes condi¢Ges experimentais nos tempos de 24, 48
e 72 horas. Os resultados mostraram uma menor producdo enzimatica nas
temperaturas mais alta (46°C) e uma maior producdo em 48h nas temperaturas
entre (37°C e 28°C) e nas condi¢des de maior umidade inicial do substrato (51% a
66%) em 72h. Para o estudo realizado, conclui-se que os sistemas de controle da
temperatura do substrato em biorreatores de maior escala ndo necessitam operar o
processo em uma estreita faixa operacional.

1. INTRODUCAO

Os primeiros registros dos processos fermentativos estdo datados por volta de 6000 a.C.
e descrevem a producdo de cerveja, vinhos e pdes na Babil6nia no Egito. A cerca de 3000
a.C. iniciou-se a fabricacdo de shoyu na China e no Japéo, de queijos e iogurtes nos Balcds e
na Asia Central. Os processos fermentativos, ao longo da historia até a 22 Guerra Mundial,
eram utilizados em grande parte para a preservacdo de alimentos, transformacdo de suas
propriedades nutricionais e producdo de bebidas. A partir da descoberta da penicilina em
1928 por Alexander Fleming é quetais processos passaram a ser desenvolvidos, e mais
amplamente por causa da demanda por antibidticos nos fronts das batalhas(Najafpour, 2007).
Desde entdo, a Fermentacdo Submersa (FS) vem sendo empregada na producdo de
antibioticos e outros produtos. Essa escolha, em detrimento a Fermentacdo em Estado Solido
(FES), se deve principalmente as facilidades de controle das variaveis internas de um
biorreator de FS quando comparado com os de FES. As variaveis mais importantes (e mais
dificeis de serem controladas) da FES sdo a temperatura do meio durante a fermentacao, o
pH, a umidade do substrato e a aeracdo (oxigénio dissolvido) (Shaechter, 2004).
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Os processos de FES sdo caracterizados pela auséncia de agua livre, 0 que traz
vantagens e desvantagens quando comparada a FS. Por auséncia de &gua livre deve-se
entender que a quantidade de agua no meio ndo € suficiente para saturar o substrato, trata-
seda quantidade de apropriada para prover as necessidades microbianas. Uma das vantagens é
a possibilidade de tratamento e reutilizacdo de residuos sélidos gerados pela agroindustria.
Nesse caso, faz-se um pré-tratamento adequado aos residuos, os quais sdo hidratados de
modo a simular o habitat natural do microrganismo.

Por outro lado, a remogéo do calor gerado pela respiracdo em biorreatores de grande
porte ¢ uma das dificuldades tecnoldgicas que ainda impedem o seu desenvolvimento em
escala industrial (Holker e Lenz, 2005; Mitchell et al, 2006).Na literatura encontram-se
alguns trabalhos que foram realizados com o objetivo de se controlar a temperatura no meio
fermentativo, independentemente da produtividade de algum metabolito de interesse
(Sargantanis et al., 1993), (Nagel et al., 2001). Outros modelaram a transferéncia de massa e
de energia no interior de biorreatores (Lekanda e Perez-Correa, 2004), (Stuart e Mitchell,
2003), (Rahardjoet al, 2005), sendo que este ultimo ainda modelou tanto o crescimento dos
fungos quanto a transferéncia de agua no interior das particulas sélidas. Observa-se em
muitas referéncias grande variabilidade da temperatura no leito do biorreator ao longo do
processo.

Segundo Mitchell et al(2006) o primeiro passo a ser dado no desenvolvimento de um
processo de FES ¢é a avaliagdo do mesmo em pequena escala, tal como frascos Erlenmeyer ou
colunas de fermentacdo. Nesse procedimento, as principais variaveis sdo alteradas segundo
um planejamento experimental para se averiguar a influéncia de cada uma na formacdo dos
produtos desejados.

No Laboratério de Agroenergia da Embrapa Instrumentacdo — Sdo Carlos — SP, foi
desenvolvido de um biorreator do tipo colunas dotado de instrumentacdo e automacdo da
umidade relativa do ar e da temperatura do ambiente. A principal caracteristica desse
instrumento é o controle preciso da umidade relativa do ar que alimenta o biorreator, passando
de maneira forcada através do substrato, para uma faixa de temperaturas e fluxo de ar,
respectivamente variando de 20°C a 46°C e de 0,5vvm a 2vvm. Com esse sistema, algumas
caracterizacdes dos processos de FES foram realizadas a fim de se avaliar a producdo das
enzimas celuloliticas em diferentes condi¢cdes da aeracdo, umidade relativa, fluxo do ar e
umidade inicial do substrato (UIS)(Farinas et al., 2011),(Vitcosque et al., 2012)e(Pirota et al.,
2013). Os resultados apresentados nesses trabalhos apontam que para a maior parte dos
fungos estudados a aeracdo 6tima é cerca de 1 vwvm (20mL/min) e umidade relativa do ar a
80%. A producéo das celulases ainda depende da temperatura do meio fermentativo, pois o
crescimento microbiano varia com a temperatura do processo.

Nesse trabalho foi realizado um estudo da cinética de producéo das enzimas CMCase e
xilanase, avaliando-se a producdo das mesmas de 24 em 24 horas durante as primeiras 72
horas do processo em diversas condi¢cbes ambientais. Para tal, foi realizado um planejamento
composto central (CCD) com 11 ensaios independentes, variando-se a temperatura do
processo e a UIS, o queresultou em superficie de resposta da cinética das enzimas nas
condigdes avaliadas.O objetivo primario dessa avaliagdo € a realizacdo de uma modelagem
matematica do processo a fim de se otimiza-lo quanto as condi¢es iniciais e as condi¢des ao
longo do processo. No entanto, as superficies de resposta apresentam resultados interessantes
do ponto de vista de controle do processo. Por isso, o principal objetivo desse artigo foi
avaliar quais as condi¢Ges mais favoraveis na producdo das enzimas estudadas e qual o
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melhor momento para se interromper 0 processo a fim de se obter a maior concentracdo das
mesmas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Biorreator Instrumentado

O biorreator de escala laboratorial utilizado consiste em 16 colunas (2,5 cm de
didmetro, 20 cm de comprimento), climatizadas em banho térmico. O mesmo foi equipado
com um sistema online de controle do fluxo e da umidade relativa do ar que alimenta as
colunas. O algoritmo foi desenvolvido no Laboratério de Agroenergia e implementado pela
interface LabView® 8.2., Nationallnstruments, USA. Para esse trabalho, fixou-se em todos os
cultivos, vazdo de 20 mL/min (1vvm) e umidade relativa do ar de 80%.As medidas da
temperatura e da umidade relativa do ar foram feitas com uma sonda HMT330, Vaisala,
Finland com preciséo de 0,4°C e 1,5%, respectivamente.O controle da umidade relativa foi
feito ajustando-seautomaticamenteaproporcdo entre ofluxo de ar saturado o fluxo total a fim
de compensar o sinal da realimentacdo do sensor de umidade. Nessa etapa foi utilizado um
controlador do tipo Proporcional Integral. As linhas de entrada de ar foram controladas pelo
modelo GFM 17, Aalborg, USA no qual o sinal de referéncia variade 0 a5 V e o fluxo de ar
varia de 0 a 686 mL/min, com erro de medida de 1,5%. Um sensor foi utilizado para medir a
pressdo relativa da linha de alimentacdo de ar, modelo 26PC de 0 a 1 atm daHoneywell, USA.
Todas as medidas realizadas foram gravadas em um computador através de um equipamento
de aquisicdo de dados NI USB-6229, Nationallnstruments, USA de 16 entradas referenciadas
(ou 8 diferenciais) e 4 saidas analdgicas para fins de comando externo, com periodo de
amostragem de um minuto.Esse reatortambém possui um sistema de monitoramento do CO,
produzido durante o cultivo, realizado pelo sensor GMM221, Vaisala, com sensibilidade de 0
a 5%.

2.2. Fermentacdo em Estado Solido (FES) para Producdo de
Enzimas

O fungo utilizado foi oAspergillus niger (3T5B8), mutante da colecdo da
EmbrapaTecnologia de Alimentos. Este mutante foi obtido por técnicas convencionais de
mutacdo induzida usando agentes quimicos e fisicos por (Couri e Defarias, 1995). A cultura
foi mantida em tubos em meio PDA a temperatura ambiente, sob fina camada de 6leo mineral.
Conduziu-se a FES nas colunas do biorreator instrumentado citado anteriormente, contendo
aproximadamente 10 g de farelo de trigo. Apés a inoculacéo dos esporos (107 esporos/g) foi
adicionado uma quantidade sempre fixa de solucdo nutriente de Sulfato de Aménio 0,91% em
HCI 0,1 M com diferentes volumes de agua para obtencdo de UlSconforme o planejamento
experimental proposto em base Umida.

2.3. Extracdo do Meio Enzimatico

Apos o periodo de cultivo, foram adicionados ao material fermentado tamp&o acetato de
sodio 0,1 M, pH 4,8 na relagdo de 1:10 (m/v), sendo homogeneizado e posteriormente agitado
por 30 min, a 200 rpm. O material foi, posteriormente, filtrado e centrifugado a 10000 rpm
durante 20 min, a 4°C, e o sobrenadante utilizado como solucdo enzimatica bruta.
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2.4. Atividades Enzimaticas e Métodos Analiticos

A atividade da xilanase foi medida em mistura de reacdo contendo 1mL de extrato
enziméaticoe 2 mL de solu¢do de xilana 1% em tampdo acetato 0,2 M e pH 5,0.Ap6s
incubacdo a 50 °C por 30 minutos, os acucares redutores foram quantificados pelo método
DNS (Miller, 1959).Procedimento semelhante foi utilizado para a atividade de CMCase, onde
0 substrato utilizado foi 1 mL de solucdo 4% de CMC em tampao citrato de sédio 50mM e pH
4,8 com o tempo de incubacdo de 10 minutos.

2.5. Planejamento Experimental

O planejamentodesse trabalhoconsiste no uso da metodologia da superficie de resposta a
partir do delineamento composto central (CCD) com 11 ensaios independentes conforme a
Tabela 1. Até o presente momento, o ensaio 11 ndo foi realizado e no ensaio 10 estdo faltando
os valores das amostras de 72 horas.

Tabela 1 - Ensaios do planejamento.

Umidade Substrato
Ensaio -1,41 -1 0 +1 +1,41
36% 40% 51% 62% 66%

© | +1,41 46°C 6
% +1  43°C 8 11
’g 0 37°C 5 1,2e3 7
GE) -1 31°C 9 10
~1-1,41 28°C 4

Os cultivos foram realizados em triplicatas independentes para cada periodo de tempo
(24h, 48h e 72h),com o objetivo de se estudar a cinética de producdo enzimatica do fungo A.
niger no substrato farelo de trigo.As analises enzimaticas, realizadas conforme referéncias
citadas anteriormente foram analisadas em triplicatas independentes por coluna.

2.6. Avaliagdo dos Resultados

A avaliagcdo dos resultados foi feita em duas etapas. A primeira foi a analise do
produto das médias da producdo das enzimas em cada ensaio. Esse procedimento foi adotado
de modo a se penalizar uma baixa producdo de uma das enzimas, poisse considera que
melhores resultados de uma futura hidrolise sdo conseguidos quando existe uma concentracdo
maisalta deambas as enzimas.Na segunda etapa, o resultado da primeira foianalisado através
da metodologia da superficie de respostaspara otimizacdo de processos, através do software
Statistica©, ignorando-se adequadamente os efeitos das interacdes entre variaveis que nao
foram significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1, (a), (b) e (c), mostra a superficie de resposta da cinética do produto
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daproducdo das enzimasnas amostras de 24, 48 e 72 horas.Essas superficies foram obtidas
através da interpolacao cubica por partes dos valores obtidos dos produtos entre as enzimas. A
Figura 2 (a), (b) e (c), mostra a superficie de reposta da analise dos 3 fatores na producéo das
enzimas: o tempo, a temperatura do banho e a UIS. A Figura 3 mostra o grafico de Pareto dos
efeitos dos fatores na producdo enzimatica, que sdo os valores das constantes da Equacéo (1).

2
Figura 1 - Gréafico do produto das atividades enzimaticas (%) X Temperatura (°C) x

Umidade inicial do substrato em: 24h (a), 48h (b) e 72h (c). A barra lateral das figuras indica
a cor referente ao produto das atividades enzimaticas de cada nivel da superficie de resposta.
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A Equacdo (1) define a superficie de resposta da segunda etapa da avaliacdo dos
resultados. Nas equacles, x , y e z representam, respectivamente, os fatores tempo,

temperatura e umidade inicial do substrato.

P = apx? + ayx+a,y? + asy + a,z® + asz + agxy + a;xz 1)

Onde a; sé@o constantes.
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Figura 2 — Superficie de resposta do efeito daTemperatura (°C), da Umidade inicial do
2

substrato e do Tempo (h) no produto das atividades enzimaticas (%) . Em (a) Temperatura

(°C) x Tempo (h), em (b) Umidade inicial do substratoxTempo (h) e em (c) Temperatura (°C)

xUmidade inicial do substrato.
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Figura 3 — Graéfico de Pareto para analise dos efeitos dos fatores na producdo das enzimas.

Temperatura (°C)(Q) _-7,3927
(2)Temperatura (°C)(L) j-7,osa4n

Tempo (h)(Q) ’Iﬂs,emza
(1)Tempo (hy(L) ’4,919507
(3)Umidade Inicial do Substrato (%)(L) 13,220408
1LbyaL |—2,93829
1LbyaL }2,193795

Umidade Inicial do Substrato (%)(Q) D-1,521

p=.05
Observa-se claramente que na Figura 1 a maior producdo das enzimas (produto entre
ambas) ocorre nas amostras de 48 horas, e ainda, que nas proximidades da condicédo central de
UIS a producdo é bastante alta para todas as temperaturas inferiores a 39°C. Esse resultado é
corroborado com as informagdes do grafico da Figura 3 que mostra que o aumento da
temperatura tem efeitos negativos na producdo das enzimas.

A Figura (2),(a) e (b), aponta que a maior producdo das enzimas deve ocorrer no
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tempo de 61 horas, com temperatura de 33°C e UIS de 65%. A Figura também aponta que
altos resultados sdo o obtidos com 48 horas com temperaturas entre 32°C e 37°C e com
umidades iniciais do substrato acima de 51%, o que pode ser visto na Figura 2 (c). Além
disso, visto que a temperatura tem maior impacto sobre o processo do que a UIS, torna-se
mais facil validar esses resultados na regido central da umidade do que no extremo superior.
Essa consideracdo € reforcada pelo resultado do ensaio 10, que demonstra uma menor
producdo das enzimas quando comparado com as umidades centrais.

4. CONCLUSOES

Apesar de inicialmente o objetivo do planejamento experimental realizado ter sido a
modelagem matematica do processo, muitas inferéncias qualitativas puderam ser feitas cujas
conclusdes guiardo alguns dos futuros trabalhos de controle referentes a biorreatores de maior
porte. Conforme pode ser observado, existe uma regido de temperatura e umidade do
substrato, na qual a producdo das enzimas é bastante elevada. Considerando que uma das
maiores dificuldades apresentadas na FES é a heterogeneidade do meio, abre-se espaco para
um controle menos restritivo do ambiente do processo. Assim sendo, 0 objetivo do sistema de
controle ndo seria mais especificar uma temperatura fixa, mas uma faixa de temperaturas
apropriadas para uma boa produgdo dos metabdlitos. Com isso, para biorreatores de leito
agitado e tambor rotativo, o controlador deve compensar a distribuicdo da temperatura e da
umidade do meio, levando-se em conta os efeitos da agitacdo e da aeragdo no processo. Além
disso, é sabido que em biorreatores de FES a metodologia mais empregada na remog¢édo do
calor é a do resfriamento evaporativo, técnica que retira calor juntamente com a umidade do
meio. Também, conforme apontado nesse artigo, existe uma tendéncia a uma boa producéo
dos metabdlitos com UIS maiores. Assim sendo, entende-se que a fermentacdo em um
biorreator de maior porte pode ser inicializada com uma UIS maior e que ao longo do
processo, mesmo com as perdas por evaporacdo, a mesma ainda pode ser mantida na faixa
aponta pela Figura 1, sem necessidade de reposicdo de agua do meio.
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