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RESUMO - A rota enzimatica ¢ uma alternativa promissora para a conversido de bagago
de cana-de-aglcar em etanol, porém requer a reducdo no custo das enzimas celuloliticas.
O processo no qual este trabalho se insere objetiva combinar as vantagens da fermentagédo
semi-solida (FSS) e submersa (FS) em um unico equipamento visando a produgdo de
celulases. No entanto, torna-se fundamental a padroniza¢do do preparo do indculo de
forma a permitir a transigdo da FSS para a FS. Neste trabalho foram estudadas as
melhores condigdes para preparo do indculo assim como foi desenvolvida uma
metodologia para estimar o crescimento celular de Aspergillus niger no processo
combinado. A modelagem matematica mostrou que o crescimento celular segue o modelo
de Contois, com s de 0,034h™, Y, de 0,297 g/g e constante de morte de 0,005h™". Esse
modelo foi aplicado aos cultivos realizados para obtengdo dos perfis de crescimento

celular a partir do consumo de glicose.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus niger, bagago de cana-de-acucar, fermentagao, celulases

1. INTRODUCAO

No Brasil sdo produzidas cerca de
350 milhdes de toneladas por ano de residuos
agricolas e agro-industriais de composigdo
lignoceluldsica, que acarretam em problemas
ambientais, além dos custos adicionais
relacionados a sua disposigdo (Pereira Jr.,
2008). O bagago de cana-de-agliicar é um
subproduto do processo de extragdo do caldo
(destinado a produgdo de aglcar ou de
alcool), representando um residuo industrial
disponivel em grande escala ¢ a baixo custo.
De acordo com BARTHOLOMEU (2004),
cada tonelada de cana-de-agicar moida
produz aproximadamente 260 quilos de
bagaco.

Parte desse bagago ja vem sendo
usada para gerar energia elétrica, mas uma
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grande aposta tem sido no etanol celuldsico,
também chamado de etanol de segunda
geracao.

Entre as tecnologias de producdo de
etanol celulosico existem oportunidades de
desenvolvimentos utilizando a hidrolise
quimica e a hidrélise enzimatica. A
conversdo  enzimatica de  materiais
lignoceluldsicos para a obtengdo de agucares
fermentesciveis tem sido apontada como a
rota alternativa mais promissora ¢ de grande
interesse industrial para o aumento da
produtividade do etanol de forma sustentavel
(OGIER et al, 1999; WYMAN, 1999;
KNAUF e MONIRUZZAMAN, 2004).

No entanto, a utilizagdo da rota
enzimdtica para a hidrolise da celulose,
apesar de ser uma alternativa de menor
impacto ambiental, ainda requer o
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desenvolvimento de tecnologias que possam
reduzir os custos de produgdo das enzimas.
Alguns especialistas asseguram que esta na
obtencdo de enzimas capazes de reduzir os
custos de produgdo de etanol celuldsico a
chave do sucesso do mercado mundial de
biocombustiveis nos  préximos  anos
(TENGERDY e SZAKACS, 2003).

Essas enzimas podem ser produzidas
pelo cultivo de fungos em processos de
fermentagdo semi-solida (FSS) ou em
fermentagdo submersa (FS). Cada processo
tem vantagens e desvantagens bem
conhecidas. A principal diferenga entre os
dois processos estd no teor de agua presente
no meio reacional. Entre os biorreatores ja
avaliados para a fermentagdo submersa estdo
os do tipo tanque agitado e os pneumaticos,
incluindo o tipo coluna de bolhas e o airlift, o
ultimo com crescente interesse devido a
estudos com fungos filamentosos (CERRI,
2005).

Neste contexto, o estudo no qual este
trabalho se insere visa avaliar a produgdo de
celulases em um processo de fermentagado
combinado, que agrega as vantagens da FSS
e FS em um unico equipamento, um
biorreator airlift. No entanto, para o cultivo
no processo combinado se faz necessaria a
padronizagdo do indculo de forma a permitir
a transigdo da FSS para a FS.

O  processo de  fermentagdo
combinada tem por caracteristica a presenga
de solidos no meio de cultivo. O cultivo é
iniciado em FSS e continuado com a adigdo
de meio liquido. Devido a dificuldade de
realizar a quantificagdo celular neste
processo dada a presenga de solidos, se faz
necessaria uma metodologia de quantificagdo
indireta desta biomassa.

A metodologia desenvolvida neste
trabalho consistiu em fazer uma estimativa
indireta do crescimento da biomassa tendo
como base o consumo de substrato, no caso,
glicose. Esta  estimativa foi feita
desenvolvendo um modelo matemdtico para
simulacdo deste crescimento.
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O presente trabalho, portanto, teve
por objetivos a implementacio de um
procedimento de preparo de inoculo e a
avaliagdo da metodologia de quantificagdo
indireta do crescimento celular em cultivos

de Aspergillus niger em  biorreator
pneumatico do tipo airlift visando a produgdo
de celulases.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Microrganismo

O agente das fermentagdes foi uma
linhagem do fungo filamentoso Aspergillus
niger, da colegdo da EMBRAPA-CTAA.

2.2 Meio de cultivo

Foi utilizado o meio de Mandels (1976)
composto por: 0,14% de (NH4)SO4 , 0,20%
de KH,POs , 0,03% de CaCl;, 0,02%
deMgS04.7H,0 , 0,50% de peptona, 0,20%
de extrato de levedura, 0,03% de uréia,
0,10% de Tween 80, 0,10% de solugdo de
sals (Smg/L de FeSO47H,0, 1,6 mg/L
MnSO4.H,O0, 1,4 mg/L ZnS047H,0,
2,0mg/L CoCly). Para a o preparo do meio
liquido adicionado apds a etapa de FSS foi
também incorporada aos componentes acima
30 g/L de glicose para efeito de avaliagdo da
metodologia de estimativa do crescimento
celular o ao longo do tempo em fungdo do
consumo de glicose.

2.3 Procedimento para preparacio
do indculo

A suspensdo de esporos obtida por
meio de sabugo de milho foi inoculada em
fermentagdo  semi-sélida tendo como
substrato bagagco de cana-de-agucar, sendo
inoculados 107 esporos/g de substrato. Na
etapa de cultivo FSS, foi utilizada uma massa
de 5 g de substrato e 12 mL do meio descrito
em 2.2 sem a adigdo de glicose, resultando
em uma umidade de 70 % em base imida. O
cultivo em FSS foi realizado em estufa, em
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condi¢des estiticas, a 32°C até a fase de
formagdo de micélios. Apos este tempo foi
adicionado o volume desejado do meio de
Mandels enriquecido com glicose, sendo
testados os volumes de 100 e 200 mL, e o
cultivo foi continuado em shaker, com
agitagdo continua, temperatura de 32°C e pH
inicial de 6,0. Durante os experimentos,
foram retiradas amostras a cada 12 horas para
determinacdo do consumo de glicose ao
longo do tempo, gerando os dados para
estimativa indireta da concentragio de
biomassa.

2.4 Selecio das
operacionais

condicdes

As varidveis avaliadas na produgdo do
inoculo foram: volume de submersio, sendo
avaliados 200 mL e 100 mL do meio de
Mandels, com agitagdo do shaker de 50 e 200
rpm ¢ tempo de fermentagdo em FSS antes
da adi¢do do meio liquido, sendo realizados
ensaios com 24h, 48h e 72h.

2.5 Determinacio dos parimetros
cinéticos de crescimento em meio
liquido

Foram  realizados  ensaios  para
determinagdo dos parametros cinéticos de
crescimento. O ensaio para determinagdo de
parametros foi realizado utilizando o meio
descrito em 2.2 com adi¢do de 30 g/L de
glicose e tendo como indculo a suspensdo de
esporos obtida no sabugo de milho. Os
frascos foram inoculados com uma suspensado
contendo 107 esporos/mL e pH de 6,0. Foram
retiradas amostras a cada 4 horas e as
concentragdes celulares e de glicose foram
medidas como descrito em 2.6 e 2.7
respectivamente. Os valores de Yys € Lmax
foram calculados por regressdo linear. O
programa Analise de Bioreatores Anabio 1.2
(Silva et al. 2003) foi utilizado para simular
um modelo simples ndo estruturado,
consistindo nas equagdes de balango de
massa, (Equag¢do 1 e 2), com cinética de
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crescimento descrita pelo modelo de Contois
(Equagao 3) (Shuler and Kargi 2002).

dC
= =(u—k,)Cy (1)
dc, 1
., c 2
dt (YX,SJ 2 )
Fhoss * S
_ e 3
HE Ko *X+5 %)

Onde péa velocidade especifica de
crescimento da  biomassa (h']); P
velocidade maxima especifica de
crescimento (h"); kg constante de morte
celular (h"); K. coeficiente de saturagdo
(g/L); Cs concentragdo de substrato (g/L);
Y, fator de conversio de substrato em
biomassa e Cx concentragdo celular (g/L).

2.6 Determinacio da concentragio
celular

Foi utilizado o método da massa seca.
Membranas de filtragdo foram colocadas em
estufa a 60°C por 12 h antes da retirada da
amostra. Estas membranas foram resfriadas
em dessecador, pesadas e a amostra de
volume conhecido foi filtrada em bomba de
vacuo. A membrana e o material retido foram
secos por 24 h a 60°C, colocados em
dessecador, resfriados e entdo pesados. A
diferenca entre as massas da membrana antes
¢ depois da filtragem representa a massa seca
do material recolhido, que dividida pelo
volume da amostra fornece a concentragdo
celular no meio de cultivo no momento de
retirada da amostra.

2.7 Determinacio da concentracio
de glicose

A quantificagdo da glicose foi realizada
pelo método "Reativo enzimatico para a
determinagdo do nivel de glicose no soro ou
plasma", fabricado por Laborlab, Guarulhos
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— SP, Brasil, seguindo o procedimento
descrito pelo fabricante.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Sele¢ido das condigdes
operacionais no preparo do indéculo

Nesta etapa foi avaliada a influéncia
das varidveis operacionais no crescimento do
microrganismo durante a preparagdo do
inoculo e na passagem da FSS para a FS. As
varidveis analisadas foram o volume de
submersdo, agitagdo e tempo de fermentagio
em FSS antes da adi¢do do meio liquido. A
Figura 1 representa o consumo de glicose
com uma agitacdo de 50 rpm, para um
volume adicionado de 100 mL e tempo de
FSS de 24 h.
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Figura 1 — Perfil de consumo de glicose na
condigdo de agitagdo 50 rpm, tempo de FSS
24 horas e volume de submersdo de 100 mL

Podemos observar que toda glicose foi
consumida em torno de 96 horas. No entanto,
esta condigdo de agitagdo foi descartada,
pois, por ser baixa, ndo permitiu uma
completa homogeneizagdo no crescimento do
fungo, apresentando crescimento superficial
no meio liquido.

A Figura 2 apresenta o consumo de
glicose no experimento com agitagdo de 200
rpm e volume de 200 mL. Foram avaliados
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s

trés diferentes tempos de incubagdo em FSS
antes da adigdo do meio, 24, 48 e 72 horas.
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Figura 2 — Perfil do consumo de glicose na
condicdo de agitagdo 200 rpm, volume de
submersdo 200 mL para os tempos de
incubag@o em FSS de 24, 48 e 72h

Todos os ensaios foram feitos em
duplicata. Podemos observar que a curva
referente ao cultivo realizado com a adigdo
de meio liquido apés 24 horas de FSS
apresentou um consumo de glicose mais
semelhante ao incubado em FSS por 48 h e
mais rapido do que o de 72 h, alcangando
uma concentragdo de aproximadamente 0,5
g/L em 48 horas. Outro fator importante a ser
destacado € que com o tempo de 24 horas de
fermentagdo semi-solida, a morfologia do
fungo durante os cultivos com adigdo de
meio liquido se caracterizava pela presenga
de micélios. J& nos cultivos iniciados com
material incubado por 48 e 72 horas em FSS,
foi detectada grande presenga de esporos, que
podem levar ao surgimento de pellets ou
outras formagdes morfologicas complexas.

A formacdo de pellets em A4. niger
pertence ao tipo coagulativa (Yanagita and
Kogane, 1963), onde os esporos coagulam
durante a germinagdo ¢ ddo origem a uma
rede de entrelagamento de hifas. Uma relagdo
clara entre a morfologia do fungo ¢ sua
produtividade ndo foi estabelecida ainda.
(Grimm, 2005). Para alguns fungos
filamentosos uma forma morfolégica
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particular pode ser preferida para alcangar o
maximo rendimento. Crescimento na
morfologia micelial de Aspergillus niger sdo
preferidos para a produgdo de enzimas
pectinases enquanto o crescimento na forma
de pellets tem preferéncia na produgdo de
acido citrico. (Steel et al., 1954; Kristiansen
and Bullock, 1988)

A Figura 3 apresenta o mesmo
experimento anterior, mas com redugdo do
volume de 200 mL para 100 mL.

i » 24horas
30 ® 48 horas
=5 ; & T72horas
ézs- £
3 -3
S o 3
[= ]
4
‘8 15 < i
¥ H
% 10 4 1
: ¢
O g - )
« @ ¥ o
] T T T T L A o T L]
[} 1 20 20 40 £ EQ " -1
Tempo (horas)

Figura 3 — Perfil do consumo de glicose na
condigdo de agitagdo 200 rpm, volume de
submersdo 100 mL para os tempos de
incubagdo em FSS de 24,48 e 72 h

Pode-se observar 0 mesmo
comportamento que no ensaio com 200 mL,
isto €, o tempo de 24 horas de incubagdo em
FSS novamente forneceu os melhores
resultados. Neste ensaio, o consumo de
glicose se estabilizou por volta de 2,5 g/L. em
todos os tempos de incubagdo em FSS, o que
ocorreu devido ao menor volume de meio
nutriente. No entanto, um volume menor de
meio liquido ndo se mostrou vantajoso
devido a menor fluidez da suspensdo e maior
dificuldade para a posterior transferéncia ao
biorreator no momento da inoculagio.

Posteriormente, desenvolvido o modelo
matematico para o crescimento microbiano
através de parametros obtidos experimental e
graficamente, os dados de consumo de
substrato apresentados acima para cada um
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dos ensaios servirdo como pardmetro indireto
para obten¢do da curva do crescimento
microbiano em cada situag@o analisada, a fim
de quantificar a massa celular nos ensaios na

presenga de solidos. Os dados serdo
introduzidos no software Anabio e os
parametros ajustados de forma a obter o
melhor ajuste visual da curva do modelo a
curva dos dados experimentais de consumo
de glicose. A partir deste melhor ajuste o
modelo fornecera a curva de crescimento
microbiano que melhor se adapta a cada
perfil de consumo de substrato.

3.2 Determinac¢do dos parimetros
cinéticos

Nos ensaios para determinagdo dos
parametros cinéticos, o cultivo do 4. niger
foi realizado em meio liquido na auséncia de
bagaco de cana, de forma que tanto as
variagdes na concentragdo de glicose como
na concentragdo celular pudessem ser
acompanhados ao longo do ensaio. O ensaio
foi realizado utilizando o meio descrito em
2.2 adicionado de glicose e inoculado com a
suspensdo de esporos obtida em sabugo de
milho com uma concentragio de 10’
esporos/mL, conforme a metodologia
descrita em 2.4. A Figura 4 apresenta os
perfis de consumo de glicose e crescimento
de massa celular. Podemos observar a
presenga de uma fase lag de 8 horas, com um
crescimento exponencial até
aproximadamente 42 horas, iniciando-se
entdo a fase de crescimento estacionario. A
concentragdo de células atingida neste ponto
foi de aproximadamente 10 g/L, no qual o
consumo de glicose caiu para uma
concentragdo de 3 g/L. Observou-se que apos
68 horas de cultivo houve um decaimento da
concentragdo celular, provavel decorréncia
da falta de oxigenagfo ou nutrientes no meio,
uma vez que 0 ensaio ndo possuia aeragdo ou
reposi¢do do meio nutriente, pois este foi
desenvolvido em erlenmeyer fechado.
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Figura 4 — Concentracdo de glicose e de
biomassa no ensaio para determinagdo de
parametros cinéticos

Utilizando os dados experimentais
correspondentes a fase exponencial de
crescimento obtidos durante os ensaios,
foram calculados os valores de YX/s € Mmax
por regressdo linear, conforme ilustrado nas
Figuras 5 e 6, respectivamente. Os valores
referentes a fase que o crescimento se
apresentou estaciondario e decrescente nio
foram incluidos aos calculos, uma vez que
apenas a fase exponencial descreve a
velocidade maxima especifica de
crescimento  (umix) € coeficiente de
rendimento (Yys) (Shuler and Kargi 2002).

[ 8,0 )
J >

6,0

X-Xo

4,0
3.0 A2
2,0
1.0
0,0

So-§

Figura 5 — Determinagdo do fator de
conversdo de substrato em biomassa (Yy)
por regressao linear dos dados experimentais
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Figura 6 — Determinag@o da velocidade
maxima especifica de crescimento (Mmax) por
regressdo linear de dados experimentais

A regressio linear dos dados
apresentados na Figura 5 fomeceu o
coeficiente angular, que corresponde ao valor
de Yys igual a 0,2975 g células secas/g
glicose. J4 a regressdo linear dos dados da
Figura 6 forneceu o coeficiente angular, que
fon‘esponde ao valor de pmsx igual a 0,034 h°

O programa Analise de Bioreatores
Anabio 1.2 foi utilizado para simular o
conjunto de equagdes diferenciais (1-2) que
descrevem as variagdes na concentragdo de
células e de glicose com o tempo, juntamente
com a expressdo cinética de Contois para
representar o crescimento celular. Os valores
dos outros parametros, isto ¢, da constante do
modelo de Contois (K,) ¢ constante de morte
(kp) foram estimados por meio de atribuigio
de valores no programa Anabio, sendo
escolhidos aqueles que permitiram melhor
ajuste do modelo aos dados experimentais.
Seguindo esse procedimento, os valores
estimados foram para K, 0,15 g/L e para kp,
0,005 1/h, quando o valor da concentragdo de
substrato a partir da qual inicia a morte
celular, Cy,, tiver um valor de 0,5 g/L. A
Figura 7 apresenta os valores experimentais ¢
0s simulados para as concentragdes
normalizadas de células e glicose. A Figura 7
mostra que o modelo descreve bem os dados
experimentais.

4041



o]
’\ga , EMO
COBEON. 0\, =

XVIIl Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

¥ CONGRESSO BRASILEIND OF
TERMODINAMICA APLICADA

t para os tempos de 24, 48 e 72 horas de FSS
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Figura 8 — Perfis normalizados de consumo
Os valores determinados para os de glicose e de crescimento celular
pardmetros estdo resumidos na Tabela 1. (simulado) para o indculo com 5 g de bagago

e 200 mL de meio de Mandels adicionado

Tabela 1 - Valores obtidos para os depois de 24 horas de incubagdo em FSS.

pardmetros cinéticos Cro=3,5g/L
Parametros Cinéticos
Hmax (07) Y s Ko (8/L) | ka(h™) - B e
0,034 0,2975 0,15 0,005 0.8
[ " o
"% <

3.3 Aplicacgio do modelo para X N
estimativa da concentracio celular = =
nos cultivos submerso na presenca ; e

2 o e PRI . DU PEN Y |
de em solidos [0 10 20 30 40 0 &0 70

Figura 9 — Perfis normalizados de consumo
de glicose e de crescimento celular
(simulado) para in6culo com 5 g de bagago e

Os pardmetros obtidos do modelo
(Tabela 1) foram aplicados para simular o

perfil de consumo de glicose e gerar o perfil 300 mL de meio-de Mandels adicionatio

simulado de crescimento celular no meio depois de 48 horas de incubagﬁo em FSS. Cyo
contendo sélidos. Os dados experimentais de =2,65 g/L

consumo de glicose obtidos nos

experimentos descritos no item 3.1 foram 5 o
introduzidos no software Anabio, e o ajuste [ “‘*-x!_\ " Y e
foi realizado por meio da atribuigdo de 08 S~ )

valores para a concentra¢do celular inicial i "

buscando identificar o valor que levasse ao osr S

melhor ajuste aos dados da concentragdo de 0% - " .

glicose. As Figuras 8, 9 e 10 mostram os f L b

perfis  celulares  simulados para o 02— "
experimento 2, com 24 , 48 e 72 h de FSS. O N
Os valores encontrados para a concentragao il O e
celular inicial foram de 3,5, 2,65 ¢ 1,8 g/L Figura 10 — Perfis normalizados de consumo
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de glicose e de crescimento celular
(simulado) para inéculo com 5 g de bagago e
200 mL de meio de Mandels adicionado
depois de 72 horas de incubagdo em FSS. C,,
=1,8 g/L

Pode-se observar pelas Figuras que ha
um pico de concentragdo celular em todos os
ensaios. Este pico ¢ referente ao momento
em que o fungo tem maxima concentragio
celular, ou seja, momento ideal para a
transferéncia do indculo para o biorreator.
Comparando as trés Figuras, na Figura 8,
referente ao ensaio com adigdo do meio apos
24 horas de FSS, este pico se concretiza em
menor tempo, levando cerca de 42 horas para
atingir sua concentragdo maxima, comparado
com 48 e 58 horas dos tempos 48 e 72 horas
de FSS, respectivamente. Além disso, é
interessante observar que os valores de Cxo
estimados refletem a condi¢do da biomassa
incubada em FSS, sendo menores para os
indculos produzidos a partir de biomassa
incubada por 48 ou 72 h, na qual a presenga
de esporos foi detectada.

4. CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida para
quantificagio  indireta da  biomassa
demonstrou ser vidvel, pois o modelo
proposto se ajustou muito bem aos dados
experimentais de 3 experimentos diferentes,
sendo que apenas um parametro (Cxg) foi
alterado na simulagdo dos 3 cultivos. Quanto
a padronizag@o do indculo para o cultivo em
maior escala, os resultados mostraram que o
melhor procedimento para produzir um
inéculo com maior concentragdo celular em
menor tempo €: etapa 1) o cultivo em FSS
com incubagdo por 24 horas; etapa 2)
adicionar um volume de 200 mL de meio de
Mandels ¢ incubar em shaker com agitagdo
de 200 rpm Esta condigdo de produgdo de
indculo apresenta também fatores adicionais
que a favorecem, como a presenga
predominante de morfologia micelial e a

ISSN 2178-3659

maior fluidez da suspensdo resultante para a
inoculagio.

5. NOMENCLATURA

Csi concentragdo de substrato na qual
inicia-se a morte celular (g/L)

Cyo concentragdo celular inicial (g/L)
FS fermentagdo submersa

FSS fermentagdo semi-solida

ks constante de morte celular (h™)
K coeficiente de saturagdo (g/L)

S concentragdo de substrato (g/L)

Yys fator de conversdo de substrato em
biomassa

X  concentragdo celular (g/L)

pu  velocidade especifica de crescimento
da biomassa (h")

Umix Velocidade maéxima especifica de
crescimento (h™)
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