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1. Introducao

Os processos de fermentacao tém sido de grande relevancia pratica
e econOmica para a humanidade ha milhares de anos, notadamente para a
producao de alimentos e bebidas, como paes e vinho. Atualmente, o cultivo
de microrganismos em processos fermentativos para a obtencao de produtos
de interesse comercial tem sido aplicado em diversos ramos industriais, como o
setor farmaceéutico, de alimentos e bebidas, téxtil, na agricultura, entre outros
(COUTO; SANROMAN, 2006; SINGHANIA et al., 2009; SANCHEZ; DEMAIN, 2011).
Entre esses bioprodutos, se destaca a producao microbiana de enzimas. As
enzimas possuem diversas aplicacoes e seu mercado esta em crescente evolu-
cao, sendo uma alternativa importante aos processos quimicos convencionais.

Os processos fermentativos para a producao de enzimas podem ser
conduzidos tanto no estado liquido, chamado de fermentacao submersa
(FSm), quanto no estado solido, a fermentacao em estado solido (FES). A FES
é definida como o processo de cultivo de microrganismos em um substrato
sélido, contendo umidade suficiente apenas para manter o crescimento e o
metabolismo do microrganismo, isto €, isento de agua livre (RAGHAVARAO
et al., 2003; HOLKER et al., 2004; SINGHANIA et al., 2009). J& na FSm o meio &
constituido basicamente por agua e nutrientes nela dissolvidos. As técnicas
de cultivo submerso tem se beneficiado dos avancos da instrumentacdo e
controle de processos e sao bastante utilizadas para o cultivo de microrganis-
mos. Aproximadamente 90% de todas as enzimas industriais sao produzidas
por FSm, frequentemente com a utilizacao de microrganismos geneticamen-
te modificados (HOLKER et al., 2004). No entanto, a maioria dessas enzimas
poderia ser produzida por FES, utilizando-se microrganismos selvagens.
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O uso da FES tem se mostrado particularmente vantajoso para o cul-
tivo de fungos flamentosos, uma vez que simula o habitat natural desses
microrganismos. Essa vantagem € estendida a producao de enzimas, pro-
porcionando uma maior produtividade quando comparada ao processo
de fermentacao submersa. Além disso, as enzimas produzidas pela FES sao
menos suscetiveis a problemas de inibicao por substrato e também possuem
uma estabilidade maior a variacoes de temperatura e pH (HOLKER; et al.,
2004). Sob o ponto de vista ambiental, a vantagem da FES esta relacionada
ao menor volume de efluente produzido. Outra vantagem de destaque da
FES € a utilizacao de residuos agroindustriais como substrato solido, servindo
estes como fontes de carbono e energia (RAIMBAULT, 1998).

Apesar de todas essas vantagens da FES em relacao a FSm, a FES es-
barra em uma desvantagem limitante de sua aplicacao de uma forma mais
ampla e direta em processos industriais: a dificuldade de monitoramento e
controle das diversas variaveis envolvidas no processo. Enquanto na FSm po-
de-se considerar muitas vezes o leito do reator de forma homogénea, na
FES existem gradientes diversos de umidade e temperatura, os quais podem
influenciar negativamente na producdo dos metabdlitos. Na FES, o controle
da temperatura, umidade e troca de gases sao fundamentais para o cresci-
mento microbiano e a consequente producao de metabdlitos.

Existe, portanto, uma demanda para o desenvolvimento de instru-
mentacao que permita a implantacao de um sistema de controle e auto-
macao no processo de FES. Essa € uma etapa fundamental para o desenvol-
vimento desses biorreatores em escala industrial, uma vez que a FES, apesar
de gerar elevados rendimentos para a producao de enzimas em relacao
d FSm, apresenta uma série de limitacdes operacionais que dificultam seu
escalonamento.

Nesse capitulo serdo abordadas as principais varidveis que influen-
ciam no processo de FES, os avancos e oportunidades no desenvolvimento
de instrumentacao para automacao e controle dos biorreatores de FES, al-
guns exemplos de aplicacao da FES para o agronegocio e, para concluir,
sera detalhado um exemplo de desenvolvimento de processo para produ-
cao de enzimas por FES utilizando o biorreator de colunas instrumentado de-
senvolvido na Embrapa Instrumentacao.

2. Fermentacao em Estado Solido (FES)

Como descrito anteriormente, na FES o cultivo de microrganismos ocor-
re em um substrato sélido, contendo uma umidade suficiente apenas para
manter o crescimento e o metabolismo do microrganismo. Assim, a eficiéncia
do processo de FES na obtencao dos produtos de interesse € dependente
tanto do tipo de microrganismo utilizado, como das variaveis ambientais e
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operacionais selecionadas durante o cultivo, e também do tipo de biorreator
utilizado. Fatores como temperatura, pH, umidade, aeracao, concentracao
de nutrientes, tipo e caracteristicas do substrato estao entre as principais va-
riaveis do processo de FES e serao detalhadas a seguir.

2.1 Temperatura

Entre as variaveis envolvidas no processo de FES, o controle da tem-
peratura € particularmente importante. Isso ocorre porque o crescimento
microbiano em condicdes aerobias resulta em uma consequente liberacao
de calor, podendo este gerar efeitos deletérios ao microrganismo e aos me-
tabolitos produzidos. Como a FES ocorre na auséncia de agua livre, o calor
produzido € dificil de ser removido devido a limitada condutividade térmica
do substrato sélido e d baixa capacidade térmica do ar. Essa dificuldade na
manutencao e controle da temperatura em FES se torna ainda mais acentu-
ada na ampliacao de escala do processo. Consequentemente, a caracte-
rizacdo de cada microorganismo em particular, em termos da influéncia da
temperatura na cinética de crescimento e formacao de produto, € essencial
para o desenvolvimento de bioprocessos de FES. A maioria dos estudos sobre
a influéncia da temperatura na producdo de enzimas estd focada em en-
contrar uma temperatura ideal para o crescimento de fungos e producao da
enzima. Este tipo de caracterizacao € interessante para permitir a previsao
dos efeitos do aumento da temperatura na produtividade enzimatica em
biorreatores de FES.

2.2 Umidade do meio

A quantidade de agua em um bioprocesso esta diretamente relacio-
nada a difusdo de nutrientes no meio reacional e a absorcao destes pelos
agentes microbianos, bem como a manutencao da funcao e estabilidade
de estruturas biologicas, como proteinas, nucleotideos e carboidratos (GER-
VAIS; MOLIN, 2003). Em relacao ao cultivo de microrganismos, a limitacao
de agua pode causar a desnaturacao de enzimas-chave do metabolismo
das células, reduzindo a taxa de crescimento microbiano e a formacao dos
produtos de interesse. Os fungos filamentosos, que sGo 0s microrganismos que
se desenvolvem melhor em FES, precisam de um ambiente umido para seu
crescimento. Por isso, um nivel de umidade ideal do meio solido tem que ser
mantido.

Nos processos de FES, o teor de agua € um dos parametros opera-
cionais mais importantes que afetam a eficiéncia do processo. Se o teor de
umidade é muito elevado, os espacos entre os solidos sao preenchidos com
agua, limitando a difusao gasosa. No outro extremo, se o teor de umidade
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for baixo, o crescimento do microrganismo sera prejudicado (RAGHAVARAO;
et al., 2003). Consequentemente, a identificacdo do conteudo de umidade
otimo para cada conjunto substrato-microrganismo € crucial para promover
condicoes de crescimento favoraveis e maximizar a producao de metaboli-
tos de interesse.

2.3 Aeracao

No processo de FES, a aeracao do meio atende a quatro funcoes prin-
cipais: manter as condicoes aerobias, remover o dioxido de carbono gerado,
regular a temperatura do substrato e regular o nivel de umidade do meio. O
ambiente gasoso que se instala em um cultivo de FES pode afetar de forma
significativa os niveis de crescimento celular e a producdo enzimdtica. Nos
cultivos aerobios em FSm, o fornecimento de oxigénio € muitas vezes o fator
limitante de crescimento devido a baixa solubilidade do oxigénio na agua.
Em contraste, o processo de FES permite ao microrganismo o acesso livre
ao oxigénio do ar. Assim, a aeracao em FES pode ser mais facil do que nos
cultivos em FSm, devido a rapida taxa de difusao de oxigénio na pelicula de
agua em torno das particulas de substrato (RAIMBAULT, 1998).

2.4 pH

Similar a importancia das demais variaveis em FES, o pH utilizado nos
culfivos possui grande influéncia na eficiéncia global do processo. Isso ocorre
devido ao fato do pH de um meio de cultivo mudar em resposta as ativida-
des metabadlicas sendo ali realizadas. Essa mudanca pode ocorrer devido a
secrecao de acidos organicos tais como acido citrico, acéetico ou lactico,
que vai fazer que o pH diminua. Por outro lado, a assimilacao de acidos or-
ganicos que podem estar presentes em certos meios nutrientes pode levar a
um aumento do pH (RAIMBAULT, 1998). A atividade enzimatica ¢ fortemente
influenciada pelo pH, uma vez que os sitios ativos de enzimas sdo frequente-
mente constituidos por grupos idnicos, os quais, a fim de catalisar a reacdo,
devem estar na forma idnica adequada para manter sua conformacao, per-
mitindo uma eficiente ligacdo ao substrato. No entanto, o monitoramento
e o controle do pH em FES nao sao simples — a maioria dos trabalhos de FES
mostra apenas o pH sendo ajustado no inicio do cultivo.

2.5 Substrato
O custo e a viabilidade de uso sao os fatores primordiais a serem ana-

lisados na escolha do substrato mais adequado para a FES (PANDEY et al.,
2000). A possibilidade da utilizacao de residuos agroindustriais como substrato
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em FES € uma das principais vantagens deste processo, ja que estes residuos
sao subprodutos de outras atividades industriais e normalmente sdo gerados
em grande quantidade e ndo possuem valor comercial significativo. Além
disso, sua destinacao, muitas vezes sem qualquer tipo de tratamento, pode
levar a geracao de problemas ambientais.

Diversos residuos agroindustriais, como os farelos de cereais, bagaco
de cana-de-acucar, mandioca e laranja, polpa de café, entre outros, podem
ser utilizados como substratos para FES. As estruturas basicas desses materiais
(celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina, proteinas, fibras) fazem que
estes substratos solidos sirvam de fontes de carbono e energia para o desen-
volvimento do microrganismo. Quando o microrganismo € cultivado em um
substrato solido que nao fornece a quantidade necessaria de nutrientes, uma
suplementacao deve serrealizada. As concentracoes e a selecao das fontes
de carbono e nitrogénio e a presenca dos indutores devem ser consideradas
para a suplementacdo do meio, a fim de se obter o maximo desenvolvimen-
to e rendimento do microrganismo produtor de enzimas.

2.6 Biorreatores de FES

Diferentes configuracdes de biorreatores sdo empregadas nos proces-
sos de FES, incluindo os do tipo bandeja, leito empacotado, tambor rotati-
vo, leito fluidizado, entre outros. Os biorreatores de FES comumente utilizados
podem ser distinguidos pelo tipo de aeracao (forcada e nao forcada) ou
sistema de agitacao empregado (com e sem misturador). A seguir s&o apre-
sentados de forma mais detalhada os principais tipos de biorreatores de FES.

2.6.1 Biorreatores do tipo bandeja

Os biorreatores de FES do tipo bandeja (Figura 1), como o proprio nome
diz, sdo compostos por varias bandejas nas quais o meio solido € colocado
(COUTO; SANROMAN, 2006). Essas bandejas sao normalmente mantidas em
uma camara com temperatura constante na qual o ar umido é circulado.

A utilizacao dos biorreatores do tipo bandeja € certamente uma das
formas mais simples e antigas de se conduzir o processo de FES, sendo que
provavelmente diferentes civilizacdes antigas ja usavam essa tecnologia para
a fermentacao de diversos produtos agricolas (DURAND, 2003). Em relacao
a obtencao de bioprodutos de interesse comercial, os biorreatores do tipo
bandeja vém sendo utilizados para a producao de enzimas por FES, sendo
que varios trabalhos ja foram reportados na literatura. Como exemplo, pode-
mos citar o trabalho de XIA e CEN (1999), no qual foi estudada a producao
das enzimas celulases pelo fungo flamentoso Trichoderma reesei ZU-02 em
biorreator de bandeja utilizando o sabugo de milho como substrato solido.
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Brijwani et al. (2010) também estudaram a producao de celulases em um
biorreator de bandeja utilizando casca de soja e farelo de trigo como subs-
trato. Dhillon et al. (2011) avaliaram o potencial dos residuos agricolas para
producao das enzimas celulases e hemicelulases em frascos e em biorreator
de bandeja usando cultivos individuais e misto dos fungos flamentosos Tricho-
derma reesei e Aspergillus niger. Soni et al. (2010) compararam a producao
de celulases pelo fungo Aspergillus sp em frascos e biorreator de bandeja, e
obtiveram resultados semelhantes entre as diferentes condicdes de fermen-
tacao utilizadas.
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Figura 1. Esquema de um biorreator de bandeja adaptado de Couto e Sanroman (2006).

Embora a producao de enzimas em biorreatores de bandejas seja ex-
pressiva, o elevado numero de bandejas necessarias para o processo fer-
mentativo faz que esse tipo de biorreator seja pouco atraente para a produ-
cao em larga escala.

2.6.2 Biorreatores do tipo leito empacotado

Outra configuracdo de biorreatores de FES sdo os do tipo leito empa-
cotado. Esses biorreatores sao compostos por colunas nas quais o substrato
solido € retido sobre uma base perfurada, e o ar umido € forcado através
do leito de substrato. Esse tipo de biorreator € bastante apropriado para os
processos de FES em que ndao € desejavel agitar o substrato, devido aos efei-
tos deletérios sobre o crescimento microbiano ou sobre a estrutura fisica do
produto final. O biorreator de leito empacotado pode serrevestido com uma
"jaqueta” para a circulacao da agua e controle da temperatura durante a



Capitulo 7 - Desenvolvimentos em fermentacao em estado solido...

fermentacao (Figura 2). Entretanto, alguns inconvenientes estao associados
a esse biorreator, como o crescimento nao uniforme do microrganismo, a
dificuldade na remocdo de calor e, consequentemente, a ampliacdo de
escala (COUTO; SANROMAN, 2006).
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Figura 2. Esquema de um biorreator de leito empacotado adaptado de Couto e Sanroman
(2006).

Os biorreatoresdotipo leito empacotado vem sendo também utilizados
para a producao de enzimas. Zanelato et al. (2012) compararam a producao
da enzima endoglucanase por FES em sacos plasticos e em biorreator de leito
empacotado usando o fungo Myceliophtora sp e farelo de trigo e bagaco de
canacomo meiosde cultivo. Aatividade de endoglucanase obtidaem ambos
os sistemas de cultivo foram semelhantes. Abdeshahian et al. (2011) avaliaram
0 uso dos residuos da torta de dendé na producao de endoglucanase pelo
cultivo de Aspergillus niger em biorreator de leito empacotado. Assamoi et al.
(2008) avaliaram a producao da enzima xilanase pelo Penicilium canescens
utiizando-se torta de oleo de soja como substrato para FES em biorreator
de leito empacotado. Farinas et al. (2011) avaliaram os efeitos do fluxo de
ar, da umidade relativa do ar e da umidade inicial do substrato (farelo de
trigo) na producao da enzima endoglucanase pelo Aspergillus niger em bior-
reator de coluna instrumentado. Rodriguez-Zuniga et al. (2013) otimizaram as
variaveis “taxa de fluxo de ar” e “umidade relativa do ar” para a producdo
das enzimas endoglucanase, FPase e xilanase pelo Aspergillus niger cultiva-
do em bagaco de cana e farelo de soja. Pirota et al. (2013) compararam a
producao da enzima xilanase pelo Aspergillus oryzae em frascos Erlenmeyer
e em biorreator de coluna instrumentado em diferentes umidades de sulbs-
trato e temperaturas. Em condicoes aprimoradas de umidade do substrato e
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temperatura, a producao de xilanase pelo A. oryzae no biorreator de coluna
instrumentado foi significativamente mais elevada quando comparada ao
cultivo em frascos. Apesar desse tipo de biorreator ser bastante apropriado
para o estudo de caracterizacao de processo em escala de bancada, seu
escalamento é dificultado pelas razdes descritas anteriormente.

2.6.3 Biorreatores do tipo tambor rotativo

Os biorreatores do tipo tambor rotativo pertencem a uma categoria
diferente, na qual o substrato € constantemente agitado (Figura 3). Os biorre-
atores de tambor horizontal podem ser projetados de varias formas: rotativo,
perfurado ou com pas (DURAND, 2003). O tambor horizontal rotativo consiste
de um cilindro, com ou sem “jaqueta”, de agua para controle de tempera-
tura, que gira lentamente misturando o material fermentado auxiliado por
defletores na parede interna do tambor. Entretanto, a mistura nesse tipo de
reator € pouco eficiente, devido a aglomeracdo das particulas de substrato
durante o crescimento do micélio, o que aumenta a dificuldade de regula-
cao da temperatura do meio solido. Por outro lado, o tambor rotativo com
pds € mais eficiente na transferéncia de oxigénio e diminui a aglomeracdo
de particulas de substrato durante o crescimento microbiano. Entretanto, a
mistura continua, mesmo que suave, pode modificar a estrutura do meio s6-
lido para uma textura pastosa, pois dependendo da natureza da particula,
a mistura pode ser abrasiva e prejudicial para o micélio (DURAND, 2003). A
principal desvantagem desse tipo de biorreator € que o tambor € cheio com
aproximadamente 30% da sua capacidade; de outro modo a mistura torna-
se ineficiente, devido a ma transferéncia de calor em grandes volumes de
substrato (COUTO; SANROMAN, 2006).
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Figura 3. Esquema de biorreator de tambor rotativo adaptado de Durand (2003).
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Kalogeris et al. (2003) estudaram a producao das enzimas celulases
e hemicelulases pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus com palha
de trigo em biorreator de tambor rotativo por FES. Panagiotou et al. (2003)
avaliaram em condicoes otimizadas o rendimento da producao das enzimas
endoglucanases, celobiohidrolases, R-glicosidases, xilanases e P-xilosidases
com o uso do fungo mesofilico Fusarium oxysporum sob FES do sabugo de
milho em biorreator de tambor rotativo. Diaz et al. (2009) avaliaram o efeito
do tipo de agitacao (sem agitacao, intermitente, com agitacao) sob dife-
rentes taxas de fluxo de ar na producdo das enzimas pectinases, xilanases e
celulases pelo fungo Aspergillus awamori em biorreator de tambor rotativo. O
fluxo de arinfluenciou significativamente na producdo de xilanase, pectinase
e endoglucanase pelo fungo. A aeracdo forneceu oxigénio suficiente para a
producao de enzimas, sendo desnecessaria a agitacao do meio.

Como visto anteriormente, a producao de enzimas em biorreatores de
estado solido € muito atrativa. Entretanto, todos os tipos de biorreatores soli-
dos, até mesmo os patenteados, apresentam algum tipo de dificuldade re-
lacionada & automacdo, o que dificulta o aumento de escala (LONSANE et
al., 1992). Dessa forma, pesquisas voltadas para o desenvolvimento da instru-
mentacao de biorreatores de fermentacao em estado solido sao necessarias
para a obtencdo de um avanco significativo da aplicacdo desta tecnologia
no setor do agronegaocio.

3. Automacao e controle do processo de FES

Historicamente a humanidade pdde observar a formacao de bolorem
diversas situacoes naturais, sabendo tirar proveito disso para obter diferentes
produtos, principalmente alimenticios. Aquele pedaco de pao esquecido
em um canto da despensa muitas vezes apresenta um aspecto deteriorado
e pode ter diferentes cores. Esse € um tipico processo de fermentacdo em
estado solido (FES). Alguma espécie de fungo se depositou na fatia de pao
para se alimentar e se reproduzir desse alimento. A definic@o mais comum
para esse fendmeno € de que um processo de FES se refere ao crescimento
de microrganismos sobre material solido sem a presenca de liquido livre no
meio. Na verdade, podem coexistir as trés fases (solida, gasosa, e liquida) em
um processo de FES e a reducao, ou o excesso de cada uma, pode determi-
nar o nivel de sucesso no final.

Outra caracteristica importante em processos de FES € a quantidade
de calor metabolico gerado. Rathbun e Shuler (1983) reportaram gradiente
de até 3,2 °C/cm de profundidade do meio com espessura de 6,5 cm. A
germinacao de fungos € afetada diretamente pela quantidade de calor ge-
rada, além do crescimento celular e esporulacao. O excesso de calor pode
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secar o meio e diminuir drasticamente a atividade de agua, ou seja, diminuir
a disponibilidade de agua aos microrganismos. A remog¢ao de calor gerado
pode ser feita em ambientes de temperatura controlada, no caso de esca-
la muito pequena de laboratdrio (frascos ou placas), ou em banhos com
controle de temperatura, mas torna-se impraticavel quando se aumenta a
escala do processo, mesmo em escala de bancada de laboratorio. Neste
caso deve-se usar a aeracao forcada no meio de fermentacao. Esse meétodo
permite retirar, por conveccéao, o excesso de calor gerado, alem de facilitar
aremocao de CO2 do meio. Se o leito for fixo, como no caso de colunas, ou
bandejas de fermentacao, pode haver a ocorréncia de caminhos preferen-
ciais do fluxo de ar no meio, diminuindo a eficiéncia do processo.

3.1 Sensores para o processo de FES

Segundo descrito no trabalho de revisao de Bellon-Maurel et al. (2003),
as medidas de temperatura no processo FES sdo usualmente feitas na ca-
mada solida e na entrada e saida de gas do processo por meio de variados
tipos de sensores, tais como termorresistores, termossensores, termopares, ou
sondas metalicas com Pt100, ou Pt1000. Nesse mesmo trabalho sao descritos
os esforcos para medir a atividade de agua no processo de FES. Usualmente
O conteudo de agua pode ser medido por pesagem da matéria seca, mas
neste caso nao ha diferenciacao entre a agua disponivel para a atividade
biologica e a agua existente no substrato. Varios metodos ja foram propostos,
tais como o que determina o ganho em peso de um papel-filtro em equilibrio
com O substrato; ou um sensor capacitivo que mede a umidade relativa do
gas em uma célula separadamente da fase solida, mas com medidas com
grande tempo de resposta (cerca de 20 minutos); baseado em absorbancia
otica por espelho para atingir o ponto de orvalho; adsorcao de agua obtida
por elemento resistivo etc., mas praticamente ainda nao existe um metodo
definitivo, com medida em linha (on-line) e com baixo tempo de resposta.

Medidas de pH em processos de FES também apresentam fatores cri-
ticos devido a impossibilidade de se medir em meio solido na auséncia de
agua livre. Em algumas situacoes a capacidade de tamponamento de cer-
tos substratos ajuda a eliminar o controle de pH no processo, ou em outros
casos pode-se evitar a acidificacdo com sais de amonia como fonte de nitro-
génio, mas em geral ocorrem variacoes locais em aglomerados solidos que
nao podem ser medidas e acompanhadas. Em alguns processos procura-se
controlar o pH do meio através da adicao de solugcoes acidas, ou basicas,
adicionadas com a agua aspergida para resfriamento.

Medidas relacionadas a respirometria em processos de FES podem
auxiliar no acompanhamento do crescimento microbiano. Em FES a fonte
de carbono é aerobiamente transformada em biomassa, metabalitos, CO2
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e agua, e o monitoramento do O2 produzido e do CO2 consumido indica o
comportamento do crescimento microbiano (BELLON-MAUREL et al., 2003).
Sensores de medida direta de O2 s&o geralmente mais caros do que os sen-
sores de CO2, e ambas as medidas podem ser feitas por colunas em croma-
tografia gasosa, técnica mais custosa ainda. De qualquer forma, ainda n&o
existem sensores adequados para a medida do crescimento de biomassa em
processos de FES de maneira ampla. Existem trabalhos relacionados a apli-
cacao de medidas de aromas (nariz eletronico) em sistemas em linha, mas
que sao dedicados ao processo em questao, além do infravermelho proximo
(NIR, reflet@ncia e transmitdncia), médio (MIR), Transformada de Fourier em
Infravermelho (FT-IR), técnica de fotoacustica e técnicas de visdo artificial. As
medidas nesses casos sao feitas apos amostragem manual, ou técnica de
coleta automatizada.

A gama de técnicas existentes para medir variaveis em processos de
FES indica que cada processo pode ter particularidades exclusivas que per-
mitem o uso, ou nao, de cada acao de medida e monitoramento. Esses sao
desafios tecnoldgicos constantes. De todo modo € preciso conhecer profun-
damente as caracteristicas de cada processo desde a menor escala pos-
sivel e tentar prever e validar o processo em escalas maiores. No caso de
fermentacao submersa € possivel escalonar superiormente um processo em
cerca de 100 vezes o volume (STANBURY; WHITAKER, 1993). Mas no caso de
FES cada processo € muito particular neste quesito, principalmente devido
ao tipo do reator escolhido em cada situacao. Os principais parametros que
podem ser medidos e controlados em processos de FES sdo: temperatura do
meio, aeracao, pH, e conteudo de agua no leito. Medidas relacionadas a
respirometria dao indicacoes indiretas sobre o crescimento de biomassa e
tambéem podem ser uteis na analise do processo.

3.2 Controle do processo de FES

Segundo Fonseca (2012), os algoritmos de controle mais amplamen-
te utilizados na literatura sao os On/Off (Liga/Desliga) e o PID (Proporcional,
Integrativo e Derivativo). Esses algoritmos tém sido aplicados principalmente
na aeracao do biorreator, na qual controlam tanto a temperatura, quanto
a umidade relativa do ar de entrada. Outro algoritmo que tem sido empre-
gado € o Modelo Preditivo, sendo aplicados no controle de biorreatores de
grande porte.

Podemos ressaltar a utilidade do controle da aeracao em duas situa-
coOes distintas:

» Controle da aeracdo em biorreatores tipo coluna

A precisao dossistema de aeracao permite arealizacao de estudos que
conduzem a um conhecimento mais profundo do processo (desenvolvimento
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de modelos mais proximos da realidade). Pode-se fazer um levantamento es-
tatistico da influéncia das condicdes ambientais na fermentacdo.

» Controle da aeracdo em biorreatores de maior porte

A qualidade da aeracdo permite uma remocdo de calor mais eficien-
te, melhor estimacao do balanco de massa de agua, melhor estimacao do
calor produzido e temperatura media global no interior do biorreator, e tam-
beém melhor estimacao do crescimento microbiano.

Saucedo-Castaneda et al.(1994) consideraram que a aeracao de um
processo de FES € um dos fatores criticos do processo, pois alem de ajudar
na remocao do calor gerado pela colonia, retira o CO2 produzido pela respi-
racao microbiana e prové oxigénio para ela, juntamente com outros gases.
Por isso, desenvolveram um sistema de controle baseado na concentracao
de CO2 no ambiente. O sistema €& constituido por quatro valvulas solenoides
(abre/fecha) controladoras de linhas de ar capazes de prover respectiva-
mente: 100 mLemin', 200 mLemin', 400 mLemin" e 800 mLemin', sendo capaz
de realizar qualguer combinacdo de fluxo entre elas e injetar no fermentador
um fluxo méximo de 1500 mLemin'. Com esse sistema, os autores consegui-
ram manter um nivel de referéncia de COz2 residual no interior do biorreator,
aumentando o fluxo de ar conforme se aumentava a concentracdo de CO2
na saida do biorreator.

Prosseguindo com o desenvolvimento dos biorreatores do tipo tam-
bor rotativo, Nagel et al. (2001) trabalharam com um biorreator cujo volume
interno era 35 litros, sendo suas dimensdes de 30 cm de diametro interno e
50 cm de comprimento. Nesse biorreator, um sistema com seis pas girato-
rias, fixas ao eixo central foi utilizado para revolver o substrato. Esse método
foi adotado para permitir trocas com base na homogeneizacao espacial
que causa. Para evitar acumulo de substrato nas laterais do biorreator, duas
dessas pas foram dispostas na forma de uma chapa inclinada no sentido
de arrastar o substrato das laterais para o centro do conjunto. Para efeitos
comparativos, a temperatura no leito do biorreator foi controlada por essa
tecnica e também pela de resfriamento evaporativo. Segundo os autores, o
ar composto nesse sistema possuia umidade relativa de 100%, mas, ao passar
pelo filtfro de ar (para manutencdo das condicdes estéreis no processo), esse
valor caia para 45,5%. Como consequéncia, houve perda de agua durante
O processo, que era reposta por borrifos periodicos de agua. Para o contro-
le da temperatura do leito do biorreator foi utiizado um controlador tipo Pl
(proporcional-integral).

Mesmo considerando o atual desenvolvimento da tecnologia de sen-
sores, ainda nao existem medidas diretas de umidade e crescimento de bio-
massa em estado solido, e até medidas de pH neste meio sao dificeis de
serem obtidas. Dessa forma, a instrumentacao deve ser usada de forma a
prever fendmenos fisicos e biologicos atraves de medidas diretas e indiretas,
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fornecendo tambéem os dados necessarios para automatizar um processo. A
aplicacao de novos conceitos de reatores, e de instrumentacao para con-
trole e monitoracao de processos € indispensavel para o avanco do conheci-
mento existente em busca de escalonamento. A automacao € imprescindivel
para o controle do processo, sendo util também para a caracterizacao dos
fenbmenos que ocorrem no processo, quando aliado a modelagem. Dessa
forma, podem ser interligados varios sensores coletando dados ao mesmo
tempo, que serao usados para tomar decisdes de controle do sistema de
forma manual ou automatica.

3.3 Exemplo de automacéao e controle do processo de FES

No sistema de FES desenvolvido na Embrapa Instrumentacao, um re-
ator de colunas aeradas mostra-se particularmente util na analise e otimi-
zacao de processos fermentativos (FARINAS et al., 2011; VITCOSQUE et al.,
2012; PIROTA et al., 2013; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2013). Com o avanco das
pesquisas realizadas chegou-se a um prototipo de um reator instrumentado
e automatizado de FES, especifico para caracterizacdo de novos processos,
ou verificacdo e certificacdo dos existentes, que tem sido requisitado inclusi-
ve por outros grupos de pesquisa para testes e experimentos. O sistema, na
forma que foi desenvolvido, permite estudos de cinética de crescimento de
producao de enzimas, otimizacao de parametros de crescimento de biomas-
sa e atividade enzimdatica relacionados d umidade, fluxo e temperatura do ar
que aera as colunas, além da influéncia de diferentes substratos usados, em
diferentes condicoes fisicas e quimicas.

Basicamente, o sistema € composto de até 16 colunas de vidro, pre-
enchidas com um substrato (por exemplo, farelo de trigo, cana-de-acucar,
residuos de acai, residuos vegetais em geral) enriquecido energeticamente,
submersas em um banho térmico. Um sistema automdtico controla o fluxo
de ar fornecido por um compressor, dosando ar seco e ar saturado de agua,
de forma que a umidade escolhida pelo operador do sistema seja alcanca-
da. O controlador implementado € do tipo Pl (proporcional-integral) classico
com ajuste de ganhos feito da maneira classica, ou seja, valores proximos
daqueles sugeridos como 6timo por Ziegler e Nichols. O fluxo de ar é divido
igualmente para todas as colunas. Durante o tempo de fermentacao (que
pode durar de algumas horas a alguns dias), dados do sistema sao regis-
trados, tais como fluxo de ar seco, saturado e total, temperatura do banho
térmico, temperatura do ar que adentra as colunas e da umidade do ar que
¢ distribuido. Na saida do sistema sao amostradas as medidas de concen-
tracao de CO2 (Que aumenta conforme a atividade biologica aumenta),
umidade e temperatura do ar. Na Figura 4 € mostrado um diagrama esque-
matico da montagem, enquanto na Figura b vé-se o diagrama em blocos do
sistema de controle de fluxo de ar Umido para o sistema.
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Alguns dos resultados experimentais podem ser vistos em Bertucci Neto
et al. (2010), que descrevem a importancia da instrumentacao e automacao
em processos de FES para producao de enzimas, de forma a obter resultados
relativamente repetitivos em sistemas biologicos, ou seja, obter resultados de
producao de CO2 em duas colunas montadas de forma idéntica (mesma
umidade inicial do substrato, mesma concentracao do inoculo, mesma aera-
cao durante todo o processo), tais como o mostrado na Figura 6. Por sua vez,
na Figura 7 observa-se que quando se varia a quantidade de ar que flui nas
colunas preparadas de forma idéntica, a coluna que recebeu menor aera-
cao (curva 1, 12 mL/min.) tem maior porcentagem de CO2 que a coluna que
recebeu maior aeracao (curva 2, 36 mL/min.). Em ambos os casos a umidade
inicial do substrato foi igual a 80%, e a umidade do ar de aeracao foi de 60%.
Também neste segundo experimento, a extracao das enzimas mostrou que
a atividade de endoglucanase foi igual a 66,5 U/g de substrato no caso da
curva 1 e 54,2 U/g de substrato no caso da curva 2.
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Figura 4. Diagrama de partes constituintes do sistema de aeracao do biorreator de FES.
1 - Compressor de ar, 2 - Controladores de Fluxo de Massa, 3 - Coluna de Secagem de Ar,
4 - Coluna de Umidificacao de Ar, 5 - Distribuidor de Fluxo de Ar, 6 - Sensor de Umidade
Relativa e Temperatura, 7 - Colunas de Fermentacao, 8 - Banho Termostatizado, 9 - Placa
de Aquisicao da National Instruments, 10 - Placa de Leitura do Sinal do Sensor (6), 11 -
Computador Pessoal e Software Labview.
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Figura 5. Diagrama de blocos do sistema de aeracao do biorreator em malha aberta. 1
- Proporcao de Fluxo Seco (subtrai do fluxo total a quantidade de fluxo de ar umido), 2 -
Multiplicadores de Fluxo por Razao de Fluxo (seco ou umido), 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, u1 e u2 - tensao de controle do controlador
de fluxo de massa, F1 e F2 - fluxo de ar nas linhas umida e seca, respectivamente, F - fluxo
de ar misturado, %RH - umidade relativa do ar na saida do distribuidor.
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Figura 6. Concentracao de CO2 medida na saida de duas colunas durante o experimento
de fermenta¢dao. Ambos os frascos foram preparados com a mesma condicao inicial e foram
aerados com fluxo de 24 mL/min., e 70% de umidade relativa.
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Figura 7. Respostas da concentracao de CO,. Curva 1: fluxo de ar de 12 mL/min. Curva 2:
fluxo de ar de 36 mL/min. Ambos os experimentos foram iniciados com umidade relativa
do ar de entrada igual a 60% umidade inicial do substrato igual a 80%.

O sistema permite que se procure por faixas otimas de producao de
enzimas, conforme mostrado por Farinas et al. (2011), Vitcosque et al. (2012),
Rodriguez-Zuniga et al. (2013). E possivel variar a umidade do ar e a umidade
inicial do substrato de forma a se buscar faixas de maior producao de uma
enzima especifica, no caso mostrado na Figura 8, uma enzima celulolitica, a
CMCase. Esta enzima € uma das que promovem a hidrolise da celulose para
que se possa produzir etanol celulosico.

(61 ON2

Figura 8. Superficie de resposta para o efeito da variacdo da umidade inicial do substrato
e da variacao do fluxo e umidade de ar nas colunas sobre a atividade da enzima celulolitica
CMCase.
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Na Figura 9 vé-se o comportamento ao longo do tempo das variaveis
controladas do sistema automatizado durante um processo de FES (BERTUC-
CI NETO et al., 2010). Observa-se o comportamento do sistema em relacao
ao controle automatico que garante o fluxo de ar, umidade relativa, e tem-
peratura desejados. A curva FT € o fluxo total de ar igual a 400 mL/min que
deve ser dividido, neste caso, em 20 linhas, uma para cada coluna, embora
tenham sido usadas 12 (4 experimentos em triplicata). A curva FU refere-se
ao comportamento do fluxo de ar umido, enquanto que FS refere-se ao ar
seco. A soma de FU com FS ao longo do tempo deve ser igual a FT. A curva
Temp € a temperatura do sistema e a curva UR € a umidade relativa do ar
que deve se manter, neste caso, igual a 80%. Observa-se que, a despeito da
variacdo observada em FU e FS, o fluxo total e a umidade relativa mantém-se
no valor imposto com erro de +1,5%. O mesmo comportamento € verificado
em relacao a temperatura do ar em cada coluna. Na Figura 10 observa-se o
comportamento da producao de CO2 em cada coluna (neste caso foi usa-
da a medida de somente uma das colunas de cada triplicata para efeito de
simplificacdo do grafico). O grdfico mostra que a umidade relativa inicial do
substrato € determinante na producao de biomassa, ou seja, quanto maior a
umidade, maior a producao de biomassa. A questao colocada no trabalho
€ se essa producao também se correlaciona com a atividade enzimatica
medida, o que foi verificado, ou seja, as atividades medidas das enzimas
xilanase e da CMCase sao correlacionadas tambéem com a umidade inicial
do substrato, ou seja, maior a umidade inicial, maior a produgao enzimatica.
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Figura 9. Comportamento do sistema automatizado durante o processo de FES. FT: fluxo
total de ar; FU: fluxo de ar umido; FS: fluxo de ar seco; UR: umidade relativa do ar que
alimenta as colunas; Temp: temperatura do ar.
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Concentragho CO2 ()

0

Figura 10. Medida de concentracao de CO2 em cada coluna de FES. P50, P60, P70, e P80:
picos de concentracao referentes a umidade relativa inicial do substrato igual a 50%, 60%,
70%, e 80%, respectivamente.

O sistema em colunas desenvolvido na Embrapa Instrumentacao foi
aperfeicoado para controlar a aeracao em uma faixa de temperatura entre
20 °C e 37 °C de forma eficiente. Para isso foi usado um algoritmo LMI (Linear
Matrix Inequalities), ou Desigualdades Lineares Matriciais, através das restri-
coes elaboradas no algoritmo iterativo V-K para ajustar os parametros do
controlador Pl nessa faixa, conforme o trabalho de Fonseca (2012). Na Figura
11 vé-se ainterface grdfica de um instrumento virfual desenvolvido no fraba-
lho usado para aquisicao e armazenamento de dados, e o acionamento dos
controladores de fluxo de massa para o biorreator de colunas. As medidas e
acionamentos sao feitos em intervalos de tempo escolhidos pelo operador,
bastando para isto acionar o botao de amostragem de dados. Este sistema
de programacao permite grande versatilidade na implementacao de novos
controladores que deverao responder satisfatoriamente em maiores faixas
de temperatura.
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Figura 11. Detalhe do instrumento virtual desenvolvido para o sistema de aquisicao de
dados e controle de fluxo de ar.

Sobre a descricao feita acima a respeito do estado da arte desses
fermentadores podem ser feitos comentarios de forma resumida. Houve um
avanco consideravel nas técnicas de cultivo de fungos para a producao de
enzimas por fermentacao solida a partir dos anos 1970, sendo a maior parte
em estudos de cultivo, selecao de microrganismos, tecnologia de fermen-
tacao, e escalonamento. Entretanto, observa-se que ha poucas citacoes a
respeito da instrumentacao e automacao de biorreatores. Com o sistema de
colunas desenvolvido na Embrapa Instrumentacao foi possivel produzir varios
estudos inéditos. Alguns trabalhos publicados ja sao relatos da aplicacao do
biorreator em colunas (FARINAS et al., 2011; VITCOSQUE et al., 2012; PIROTA et
al., 2013; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2013).
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4. Potencial de aplicacao da FES para solucéo de problemas do agronegocio

Os processos de fermentacao em estado solido (FES) tém um enorme
potencial para aplicacoes no setor agricola, ainda a ser explorado através da
bioconversao de residuos agroindustriais em biocombustiveis e outros produtos
de elevado valor agregado. Em um pais como o Brasil, onde a agricultura € a
principal atividade econémica, residuos agricolas e florestais sGo extremamen-
te abundantes (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). Estes materiais sao geral-
mente subutilizados, sendo que uma fracdo € usada para gerar eletricidade,
enguanto outra grande fracao € queimada ou permanece no campo, muitas
vezes tornando-se um problema ambiental. A conversao da biomassa vegetal
em produtos de maior valor comercial pode, além de contribuir para a remo-
cao de poluentes ambientais, trazer dividendos importantes para a economia.

Assim, uma das alternativas promissoras de usar esses materiais ligno-
celuldsicos € sua conversdo em bioprodutos, denfro do conceito de biorrefi-
narias (KAMM; KAMM, 2004). Entre a enorme variedade de bioprodutos que
podem ser obtidos por meio de processos de FES, deve-se destacar a produ-
cao microbiana de enzimas industriais.

As enzimas microbianas tém uma importante aplicacao no setor agri-
cola, na utilizacao de biomassa vegetal para a producao de biocombusti-
veis, como 0 etanol celuldsico e o biodiesel. Além disso, os processos de FES
também encontram uso especial em areas como a biorremediacao e bio-
degradacao de compostos perigosos, desintoxicacao biologica de residu-
os agroindustriais € na producao de produtos de maior valor agregado, tais
como biofertilizantes, racao animal e metabalitos secundarios biologicamen-
te ativos (PANDEY et al., 2000; SINGHANIA et al., 2009: THOMAS et al., 2013).

O uso de enzimas € uma realidade cada vez mais presente nos dife-
rentes setores industriais e consiste em uma alternativa importante aos pro-
cessos quimicos convencionais. As enzimas catalisam as reacoes de forma
especifica, minimizando a geracdo de subprodutos indesejdveis, e atuam
em temperaturas amenas, o que reduz o custo energético do processo. Estas
caracteristicas distinguem positivamente estas biomoléculas em relacao aos
catalisadores quimicos.

O uso de enzimas para a producao de racao animal, tanto para aves,
suinos e ruminantes, € uma aplicacao de grande importancia no setor do
agronegocio. As enzimas xilanases, juntamente com as glucanases, pectina-
ses, celulases, profeases, amilases, fitase, galactosidases e lipases, sdo usa-
das para quebrar as estruturas de arabinoxilanas presentes nos ingredientes
dasracoes animais. O arabinoxilano € encontrado nas paredes celulares dos
graos e tem um efeito antinutrientes para as aves. De forma geral, as enzimas
podem tambeém melhorar a digestao dos nutrientes presentes na racao, re-
sultando em um melhor uso de sua energia (POLIZELI et al., 2005).
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Na industria de polpa e papel, as enzimas sao aplicadas no processo
de branqueando da polpa de celulose, reduzindo a quantidade de produ-
tos quimicos necessarios e diminuindo a poluicao ambiental (POLIZELI et al.,
2005). Na industria téxtil, as enzimas atuam modificando as fibras de celulose
de forma desejada e contfrolada sem danificar o tecido, e nas lavanderias
melhoram a eficiéncia do sabdo de modo que, pequenas fibras difusas da
superficie do tecido sao removidas e a aparéncia € melhorada (BHAT, 2000).
Na formulacao de vinho, vinagre e cerveja as enzimas tem um papel impor-
tante melhorando a qualidade, estabilidade, clarificacdo e aroma dessas
bebidas (GALANTE et al., 1998). Na producao de suco de fruta, as enzimas
podem ser aplicadas para melhorar a estabilidade e textura, facilitando a
concentracao do néctar, além de diminuir sua viscosidade rapidamente
(GRASSIN; FAUQUEMBERGUE, 1996). Outro exemplo de aplicacao das enzi-
mas na agricultura € no auxilio ao processo de germinacao dos graos de
cafe (VAN ZYL et al., 2010).

Na area da agroenergia, a utilizacao das enzimas tem relevante apli-
cacao na producao de biocombustiveis, tanto no processo para a obtencao
do biodiesel, como para o etanol celuldsico. No caso do biodiesel, as enzi-
mas empregadas no processo sao as lipases. As lipases (triacilglicerol hidrola-
ses, E.C 3.1.1.3) sGo enzimas capazes de catalisar reacdes de hidrdlise, esterifi-
cacdo e transesterificacdo. A producdo de biodiesel por catdlise enzimdtica
tem despertado grande interesse nos setores produtivo € académico, pois
além de ocorrer em condicoes suaves de temperatura, apresenta melhores
resultados com alcool etilico hidratado e biomassas contendo alto conteudo
de acidos graxos livres (HWANG et al., 2014). Devido a alta seletividade das
lipases, biodiesel e glicerina puros sao obtidos e, ainda, trabalhando-se com
enzimas imobilizadas, tem-se a possibilidade da reutilizacao do biocatalisa-
dor e o desenvolvimento de processos continuos de producao de biodiesel.

No processo de producao do etanol celulosico, também chama-
do de etanol de segunda geracdo, a sacarificacdo da biomassa vegetal
pode ser realizada através da hidrolise quimica ou enzimatica. Por ocorrer
em condicdes mais amenas e nao gerar residuos toxicos, a rota enzimati-
ca apresenta potencial de destaque no que se refere a sustentabilidade do
processo. No entanto, essa rota requer a utilizacao de coquetéis enzimaticos
altamente especificos para a sacarificacdo da biomassa, e o alto custo das
enzimas limita seu uso industrial. Esse complexo de enzimas € necessario de-
vido a elevada recalcitrancia dos materiais lignocelulosicos, sendo que esses
coquetéis enzimaticos possuem celulases, hemicelulases, pectinases e outras
enzimas acessorias atuando de forma sincronizada e sinérgica no processo
de degradacao da biomassa (LYND et al., 2002). O desenvolvimento de pro-
cessos eficientes e aprimorados para a producdo de enzimas é fundamental
para garantir a viabilidade econdmica da aplicacao da rota enzimatica na
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producao de etanol celuldsico. Nesse sentido, a FES se destaca como uma
promissora alternativa de processo, podendo trazer solucoes para a implan-
tacdo da producdo eficiente de enzimas e sua aplicacdo na drea da agro-
energia.

5. Producao de enzimas por FES para aplicacao na producao do etanol
celulosico

A discussao dominante sobre a conversao da biomassa lignocelulosica
em combustivel liquido € relacionada a sua viabilidade econdmica. Assim, a
comercializacdo do etanol a partir de biomassa lignoceluldsica é dificultada
principalmente pelos atuais custos proibitivos das preparacoes enzimaticas
usadas na etapa de sacarificacdo da celulose em acucares fermentesci-
veis que serdo convertidos em etanol pelas leveduras. Algumas estratégias
que podem ser adotadas para a reducao do custo das enzimas utilizadas na
degradacao da biomassa incluem a selecao de microrganismos altamente
produtores de celulases e hemicelulases e estratégias de eficientes de culti-
vO, como a fermentacao em estado solido (FES).

As celulases e hemicelulases sdo um complexo de enzimas que apre-
sentam acao sinérgica durante a degradacao das cadeias poliméricas de
celulose e hemicelulose, respectivamente. O mecanismo de hidrolise enzima-
tica da celulose mais aceito atualmente descreve a acao sinérgica de pelo
menos trés classes de enzimas: as endoglucanases, as exoglucanases e as
B-glicosidases ou celobiases. Estudos relacionados a producdo de celulases e
hemicelulases, em especial as xilanases (principal responsavel pela degrada-
cao da xilana, principal componente das hemiceluloses) sdo de fundamen-
tal importancia devido ao impacto significativo dessas enzimas nos custos
do processo de conversao de biomassa em combustiveis e outros produtos
quimicos. A acao das xilanases, bem como de outras enzimas auxiliares, &
relatada no favorecimento da conversao da celulose, removendo a hemi-
celuloses e, consequentemente, aumentam a acessibilidade ao substrato de
celulose pelas celulases. Muitas celulases e xilanases comerciais s&o produ-
zidas por fungos filamentosos do género Trichoderma e Aspergillus. Entre 0s
géneros Aspergillus, o A. niger, juntamente com A. oryzae sao os dois fungos
mais importantes mundialmente para aplicacoes biotecnologicas.

Em um estudo utilizando o biorreator desenvolvido na Embrapa Instru-
mentacao foram avaliados os efeitos das condicdes operacionais na produ-
cao de celulases e xilanases por uma nova linhagem de Aspergillus oryzae
isolado da Floresta Amazonica (PIROTA et al., 2013). O fungo foi cultivado
por fermentacao em estado solido (FES), utilizando-se um biorreator de esca-
la de laboratorio equipado com um monitoramento automatizado on-line e
sistema de controle. Os efeitos do teor de umidade inicial do substrato e da
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temperatura na produgéao de celulases (em termos de FPase, de endogluca-
nase e R-glicosidase) e xilanases foram avaliados e comparados com as con-
dicoes estaticas. Foi notavel o efeito positivo sobre a producao de celulases e
xilanases dos cultivos de FES sob condicoes controladas. A melhor producao
enzimatica foi conseguida com um teor de umidade inicial do substrato de
70%, a 28 °C e uma umidade do ar de entrada de 80%, e taxa de fluxo de ar
de 20 mL/min. Esta condicao selecionada foi utilizada para caracterizacao
em termos de perfil de cinética e estudos de andlise respirométrica. Os resul-
tados desse estudo estao detalhados nos itens a seguir.

5.1 Efeito do teor de umidade inicial

Estudos de caracterizacao da producao de celulases e xilanases por
A. oryzae cultivados sob condicoes operacionais controladas de FES foram
realizados num biorreator instrumentado de escala laboratorial. A fim de
comparar a eficdcia do sistema de biorreator utilizado, um conjunto seme-
Ihante de cultivos foi conduzido sob condicoes de aeracao estatica.

Inicialmente, o efeito do teor de umidade inicial na producao de ce-
lulases e xilanase foram investigados atraves do cultivo dos fungos por 72 h a
35 °C a diferentes teores de umidade iniciais (50, 60, 70, e 80%). Uma compa-
racao do efeito do teor de umidade em termos de producao de endoglu-
canase, P-glucosidase, FPase e xilanases sob aeracdo forcada e estdtica é
apresentado na Figura 12.

E notavel o efeito positivo dos cultivos em condigdes controladas de
aeracao forcada, haja vista que a producao de celulases e xilanases foi sig-
nificativamente mais elevadas do que em fermentacdes realizadas sob con-
dicoes estaticas. Uma menor producao de enzimas em condicoes estaticas
provavelmente esta relacionada a limitacao de oxigénio durante o cresci-
mento de fungos, ja que o O2 e transferido principalmente por difusao. Aléem
disso, a transferéncia de calor e dissipacao de CO2 sdo também favorecidas
sob condicbes de aeracao forcada.

Entre os vdarios par@metros operacionais que afetam a eficiéncia do
processo de FES, o teor de umidade € um dos mais importantes. Se o teor de
umidade € muito alto, os espacos vazios nos solidos sao cheios com agua,
resultando na limitacao de oxigénio. No outro extremo, se o teor de umidade
for muito baixo, o crescimento do microrganismo é prejudicado (RAGHAVA-
RAO et al., 2003). Consequentemente, a identificacdo da umidade otima
para cada substrato solido € crucial para a promoc¢ao de condicoes favora-
veis de crescimento, e para a producao satisfatoria de metabaolitos. No en-
tanto, o valor do teor de umidade otima depende tanto do substrato solido
quanto do microrganismo utilizado.
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Figura 12. Efeito do teor de umidade inicial sob producao de endoglucanase, -glucosidase,
FPase e xilanases por A. oryzae cultivado em FES sob aeracdo forcada e estética. Letras
minusculas (a, b e ¢) no gréfico indicam a comparagao entre as diferentes umidades no
biorreator e Erlenmeyer. Letras maiusculas (A e B) no gréfico indicam a comparagdo entre
cultivos no biorreator e no Erlenmeyer. Estas diferencas foram calculadas pelo teste de Tukey
quando o valor de F para a interacao foi considerado significativo. As colunas que apresentam
letras diferentes (a, b, c ou A, B) difere significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Osresultados obtidos demonstraram que o teor de umidade inicial de-
sempenhou um papel importante na producao de celulases e xilanases pelo
A. oryzae em cultivos realizados sob sistema de aeracao estatica. No entan-
to, 0 A. oryzae nao foi muito sensivel a variacoes no teor de umidade do subs-
trato quando foi usado um sistema de biorreator com condicoes controladas
de aeracao forcada para producao de celulases e xilanases.
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5.2 Efeito da temperatura

Nessa etapa do estudo, os cultivos foram realizados nas temperaturas
de 28, 30, 32, 35, e 37 °C usando os sistemas de aeracao estatica e forcada
em biorreator instrumentado, e o teor de umidade inicial de substrato foi fi-
xado em 70%. Uma comparacao do efeito da temperatura em termos de
atfividade de endoglucanase, B-glucosidase, FPase e xilanase sob os sistemas
de aeracao forcada e estatica sao apresentadas na Figura 13.

Para este conjunto de cultivos foi notavel o efeito positivo sob condi-
coes controladas de aeracao forcada, uma vez que a producao de celulases
e xilanases foram significativamente maiores nas fermentacdes com aeracdo
forcada do que nasrealizadas sob condicoes estaticas. Isto pode ser explicado
a partir das condicoes ambientais mais favoraveis obtidas no sistema de biorre-
ator, como uma dissipacdo de calor eficiente, evitando-se gradientes de tem-
peratura devido ao calor gerado como resultado da atividade microbiana.
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Figura 13. Efeito da temperatura sob (a), producdo de endoglucanase, (b) B-glucosidase
(c) FPase e d) xilanase por A. oryzae cultivado em FES com aeracao forcada e estatica.
Letras minusculas (a, b, ¢, d, e, f) no grafico indicam a comparacao entre as diferentes
temperaturas utilizadas para a fermentacdo no biorreator e Erlenmeyer. Letras maiusculas
(A e B) no grafico indicam a comparagao entre cultivos no biorreator e no Erlenmeyer. Estas
diferencas foram calculadas pelo teste de Tukey quando o valor de F para a interacao foi
considerado significativo. As colunas que apresentam letras diferentes (a, b, ¢, d ,f ou A, B)
difere significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Eimportante salientar que a temperatura € uma variavelimportante na
FES e que afeta o crescimento microbiano e, por conseguinte, interfere na for-
macao dos produtos de interesse. De forma semelhante ao efeito do teor de
umidade, a caracterizacao particular de cada microrganismo, em termos de
influéncia da temperatura na cinética de crescimento e formacdo de produ-
to, € essencial para o desenvolvimento de bioprocessos para a FES. Com base
nosresultados anteriores, o teor de umidade inicial de 70% e a temperatura de
28 °C foram selecionadas para a avaliacdo dos perfis de producdo de celu-
lases e xilanases durante um periodo de 120 h de cultivo.

5.3 Analise respirométrica

A evolucao do CO, durante o processo de fermentacao foi monito-
rado através de um sensor ligado a corrente de gas que sai das colunas do
sistema de biorreator instrumentado. Dados de CO, podem fornecer elemen-
tos importantes para a compreensao das relacoes entre o crescimento dos
fungos e a producao de enzimas, uma vez que ¢ dificil medir a biomassa
microbiana em FES, devido & dificuldade de separar a biomassa do substrato
utilizado para a fermentacao. A Figura 14 apresenta a evolugcao do CO, sob
as fermentacoes realizadas para avaliar os efeitos do teor de umidade inicial
e temperatura.

Pode-se observar que as curvas de evolucao do CO, representadas
na Figura 14 sao muito semelhantes. Isso pode implicar que o crescimento do
fungo nao foi afetado pelos diferentes teores de umidade utilizados, o que
esta de acordo com a observacao anterior de que a producao de celulases
e xilanases ndo foram significativamente afetadas pela umidade inicial ao
se utilizar um sistema de biorreator com aeracao controlada e condicoes de
umidade relativa do ar.
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Figura 14. Evolucao de CO, durante a producao de celulases e xilanases pelo A. oryzae
cultivado sob diferentes teores de umidade iniciais e diferentes temperaturas.
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Em termos do efeito da temperatura sobre o crescimento dos fungos,
pode-se observar que as curvas de evolugcao de CO, representadas na Figu-
ra 34b sao muito distintas, apresentando um crescimento notavel quando o
cultivo foi realizado a 28 °C. Este crescimento significativamente favordavel a
28 °C esta de acordo com a condicao de maior producao de endoglucana-
se e xilanase.

A caracterizacao de uma nova linhagem de Aspergillus oryzae isolado
da Floresta Amazonica para producao de celulases e xilanases com o uso da
fermentacao em estado solido sob condicdes operacionais controladas foi
estudada em um biorreator de coluna instrumentado. Os resultados obtidos
nesse estudo permitiram a selecao de variaveis que podem ser ajustadas de
modo a melhorar a producao de celulases e xilanases. Esses resultados tém
grande importancia e potencial de aplicacao na ampliacdo de escala do
processo de FES.

6. Consideracoes finais

Apesar de todas as vantagens da fermentacao em estado solido
(FES), esse processo ainda esbarra em uma desvantagem limitante de sua
aplicacao de uma forma mais ampla e direta em processos industriais: a di-
ficuldade de monitoramento e confrole das diversas varidveis envolvidas no
processo. Na FES, o controle da temperatura, umidade, pH e troca de gases
sao fundamentais para o crescimento microbiano e a consequente produ-
cao de metabadlitos de interesse. Fazer isso em um meio solido e heterogéneo
€ um desafio.

Portanto, existe uma demanda para o desenvolvimento de instrumen-
tacao e sensores que permitam a implantacao de um sistema de controle e
automatizacao no processo de FES. Essa € uma etapa fundamental para o
desenvolvimento destes biorreatores em escala industrial, uma vez que a FES,
apesar de gerar elevados rendimentos para a producao de enzimas, impoe
uma série de limitacdes operacionais que dificulfam seu escalonamento.

Esse processo em escala industrial podera gerar um impacto bastan-
te representativo, pois esta diretamente relacionado a viabilizacao de uma
rota tecnologica que permite o aproveitamento do material celuldsico pro-
veniente de residuos agroindustriais, tornando possivel a diversificacdo das
fontes de matéria-prima para a producao de biocombustiveis e outros pro-
dutos de interesse para o agronegocio.
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