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RESUMO

O Brasil possui um importante programa de reflorestamento, utilizando
principalmente Eucalyptus e Pinus. Para atender & crescente demanda de madeira, sera
necessario aumentar a produtividade dessas espécies, pois 0 aumento das areas plantadas é
invidvel por diversas restriges. As principais plantas utilizadas em reflorestamento,
dependem da simbiose micorrizica para seu estabelecimento e crescimento, principalmente
em solos pobres. A exploragdo dessas simbioses para aumentar a produtividade das plantas,
depende da producdo de inoculantes em larga escala. Neste contexto, este trabalho da inicio
a uma nova geragdo de bioprocessos como uma tecnologia alternativa para a produgéo de
inoculantes de fungos ectomicorrizicos (fECM). Foi estudada a producdo de inoculante do
fECM Pisolithus microcarpus (isolado UFSC-Pt 116), em biorreator tipo airlift com
circulagdo externa. Inicialmente, estudou-se o efeito da composi¢cdo do meio de cultura
sobre a produgdo de biomassa fiingica, utilizando-se como base os meios Melin-Norkrans
Modificado (MNM) e meio Litchfield ¢ Arthur (L&A). Uma das variagdes do meio L&A,
que promoveu maior produtividade, foi estudada por meio de planejamento fatorial, tendo-
se como varidveis os componentes: peptona, extrato de levedura e glicose (g.L™). A
concentragdo de glicose pdéde ser aumentada em até 40%, permitindko um melhor
rendimento do biorreator. A peptona (de carne ou soja) apresentou fatores de crescimento
importantes, enquanto que o extrato de levedura apresentou fatores deletérios. Este tltimo
resultado é contraditério em relagdo a resultados de outros autores. Em fermentagéo
batelada no biorreator airlift, o fungo cresceu principalmente na forma de pellets densos e
esféricos, havendo grande produgdo de pigmentos. Os pellets de micélio (fragmentados ou
ndo), apos completa exaustio da glicose, apresentaram-se vidveis. Os valores de
velocidade especifica méaxima de crescimento foram 0,391 dia” para o cultivo em frascos,
e 0,574 dia’, para o cultivo no airlift. Os valores de conversio foram 0,42 g.g”, e de
produtividade de 0,49 g.L".dia”, para os dois processos. A viabilidade do inoculante foi
testada em plantas de Fucalyptus dunnii em casa de vegetagdo na forma de suspensdo
miceliana em 4agua e encapsulado em gel de alginato de sodio. Apds trés meses, o
inoculante mostrou-se viavel observando-se intensa acumulagdo de hifas na superficie das
raizes inoculadas, indicativo da formagido do manto fungico. O biorreator airlift forneceu
velocidade especifica de formagfio de biomassa superior a outros processos citados na
literatura, com relagdo ao género Pisolithus, mostrando-se promissor para produgdo de
biomassa de fECM. Sdo necessérios, no entanto, estudos visando controlar a fisiologia de
crescimento do fungo e a adequagdo do processo ao cultivo de outros isolados/espécies de
fECM. Também sdo necessario estudos para verificar a eficiéncia desses inoculantes na
promogdo do crescimento das plantas.



ABSTRACT

Brazilian reforestation programme is one of the most important in the world.
Eucalyptus and Pinus spp. are the main species in this programme. Although a great area
has been planted with these species, it is necessary to augment their productivity to satisfy
the world demand for wood and cellulose. Increasing the reforested area is not currently
possible due to many political, finnancial and ecological restrictions. These species depend
on the mycorrhizal symbioses in order to establish and grow in many soils. The inoculation
of these plants with mycorrhizal fungi depend on the selection of efficient isolates and the
development of inoculum production methods. In this context, the inoculum production of
the ectomycorrhizal fungus (fECM) Pisolithus microcarpus (isolate UFSC-Pt 116) was
studied in an external loop airlift bioreactor. Until the moment there are no results available
in the literature concerning the application of this type of bioreactor to fECM. Two culture
media, Modified Melin-Norkrans (MNM) and Litchfield and Arthur (L&A), were selected
as the basal media to all studies performed. The first assay aimed to study the effect of the
media composition on fungal growth (biomass) in culture flasks. One of the variations of
the L&A medium promoted a higher productivity and was then selected to be studied
through experimental design in terms of peptone, yeast extract and glucose concentrations.
The increase of glucose up to 40% promoted a high biomass yield. Peptone, regardless its
origin- - soya or meat - estimulated fungal growth, while yeast extract presented an
inhibitoty effect. This last observation is in contradiction with the results of others authors.
In the airlift bioreactor, the fungus grew as spherical and dense pellets of mycelium and the
medium was intensively pigmented. At the end of the assay, pellets were viable and grew in
agar medium. Fungal maximum growth rate was 0.391 d”', when cultivated in flasks, and
0.574 d”', in the bioreactor. Conversion rate values were 0.42 g.g” and productivity 0.49
g.L'1.d", for both processes. Inoculum produced in bioreactor was prepared in two ways, as
a mycelium suspension alone or encapsulated in sodium alginate beads, and inoculated in
Eucalyptus dunnii plants in greenhouse conditions. After three months, roots presented an
intensive hyphal net in their surface, this being indicative of mycorrhizal colonization.
Fermentation in the airlift bioreactor promoted better results in terms of biomass production
for P. microrcarpus when compared to other fermentation processes applied to Pisolithus
spp. available in the literature. This method represents a promissing technology to inoculum
production of fECM. However, the method has to be optimized and adapted to the
cultivation of other isolates and/or species. It is also necessary to study the efficiency of the
inoculum in promoting plant growth.
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1. INTRODUCAO

A demanda mundial de madeira oriunda de florestas plantadas € cada vez maior.
Apesar da busca constante de substitutos, principalmente plasticos e metalicos, a madeira
tera sempre seu lugar garantido, em decorréncia de suas caracteristicas fisicas, flexibilidade e
a possibilidade de seu multiplo uso in natura, processada ou transformada. Para a produgfo
de madeira em regides tropicais, o eucalipto tem-se apresentado como uma excelente opgéo,
em virtude de sua diversidade, adaptabilidade, potencial de produgéo e caracteristicas fisico-
mecanicas, sendo utilizado na obtengdo de celulose e papel, madeira processada, postes,
energia, indastria quimica e farmacéutica, entre outros.

O Brasil possui um dos mais importantes programas de reflorestamento do mundo,
com mais de 6 milhdes de hectares plantados, sendo o primeiro produtor de celulose da
América do Sul, onde participa com 70% da produgdio, gerando beneficios econdmicos e
sociais. Espécies dos géneros Eucalyptus (aproximadamente 65% da érea reflorestada) e
Pinus sdo as mais importantes nesse programa.

Para atender a demanda crescente, o Brasil deverd aumentar a produgfio dessas
espécies, principalmente pelo aumento da produtividade das planta¢bes, uma vez que o
aumento da éarea plantada ¢ invidvel devido a limitagdes de ordem financeira, politica e
ambiental. Outro agravante € o fato de as planta¢des ocuparem geralmente solos pobres e
degradados, que necessitam de insumos de alto custo, como o0s adubos. Neste contexto,
surge a necessidade de desenvolver novas tecnologias para promover o aumento da
produtividade.

As espécies de Eucalyptus € Pinus encontram-se entre aquelas que dependem da
simbiose micorrizica, particularmente de um tipo classificado como ectomicorrizica, para sua
sobrevivéncia e/ou crescimento. No caso da Fucalyptus spp., as ectomicorrizas tém,
comprovadamente, proporcionado ganhos em sobrevivéncia e produtividade.

Micorrizas sdo estruturas resultantes da simbiose entre raizes de plantas € certos

fungos do solo. Nessa interagdo, o fungo proporciona a planta uma maior capacidade de
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utilizagdo de agua e nutrientes, além de muitos outros beneficios. A planta, por outro lado,
fornece ao fungo carboidratos necessarios para seu crescimento.

Entre as novas tecnologias que poderdo contribuir para o aumento da produtividade
das plantagdes florestais encontra-se a inoculagdo das plantas com fungos micorrizicos
previamente selecionados capazes de promover um melhor crescimento, principalmente em
solos pobres. A predominincia dos efeitos positivos na maioria dos estudos confirma o
enorme potencial dessa pratica como ferramenta biotecnolégica para os sistemas de
produgdo de mudas no setor florestal, proporcionando vantagens para produtores e

industrias do setor (Figura 1.1).

Figura 1.1. Produgdo de madeira de eucalipto, proveniente de mudas inoculadas com fungos
ectomicorrizicos (Bunnings Treefarms - Australia).

Além da selecdo dos fungos mais eficientes, o estabelecimento de programas de
controle de micorrizagdo, exige o desenvolvimento de métodos de produgdo de inoculantes
em larga escala. Esta etapa tem sido uma das principais limitagdes ao uso rotineiro de
fungos ectomicorrizicos nos programas de reflorestamento.

Varios tipos de inoculantes ectomicorrizicos t€ém sido propostos; destacando-se os
inoculantes "naturais", representados pelo solo de plantagdes ou pelos esporos, € 0s
inoculantes micelianos ou vegetativos produzidos em cultura pura. Os inoculantes a base de

solo e de esporos tém uso limitado por ndo permitirem avaliar previamente sua
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compatibilidade nem sua eficiéncia em relagdo a planta hospedeira. Os inoculantes
micelianos ou vegetativos, entretanto, sdo aplicdveis a produgdo de inéculo de qualquer
fungo que possa ser cultivado em cultura pura, permitindo a utilizagdo de fungos
previamente testados quanto a sua compatibilidade e eficiéncia.

A produgdo de inoculantes vegetativos € geralmente feita por meio de fermentagéo
em meio solido utilizando uma mistura turfa-vermiculita, ou apenas vermiculita, embebida de
meio de cultura. Um método mais sofisticado de produgdo consiste no cultivo dos fungos
em cultura liquida em biorreator, seguida de encapsulamento em gel de alginato de célcio.
Estudos em viveiros demonstraram que este tipo foi mais eficiente que o inoculante em
substrato s6lido, provavelmente devido a maior prote¢do do micélio no solo. Além dessa
vantagem, o inoculante encapsulado proporciona maior facilidade no armazenamento e
transporte, menores volumes, e viabilidade mais prolongada que o inoculante em substrato
solido, reduzindo-se a quantidade a ser empregada.

Apesar de varios anos de estudos, ainda ndo foram estabelecidas técnicas rotineiras
de cultivo em meio liquido para fungos ectomicorrizicos, justificado pela dificuldade dos
fungos crescerem em cultura liquida. Esta dificuldade parece residir na falta de
conhecimento com relagdo aos fendmenos de transporte envolvidos neste tipo de cultivo.
Com o conhecimento desses requisitos, e a utilizagdo de técnicas adequadas de fermentagéo
submersa em biorreator, poderdo ser produzidos inoculantes de alta qualidade, ¢ em
quantidade adequada para atender as necessidades dos programas de micorrizagdo
controlada.

Os fungos, como outros microrganismos aplicados industrialmente, requerem
oxigénio molecular para a respiragdo, dependendo da transferéncia de massa do oxigénio da
fase gasosa para a fase liquida. Como resultado, processos multifasicos gas-s6lido-liquido
sdo comuns na industria bioquimica, e um biorreator forma, invariavelmente, o nicleo de
tais processos. Um biorreator precisa ter boa capacidade de mistura para se atingir uma
distribui¢do homogénea do oxigénio transmitido, bem como de outros nutrientes, para o seio
do fluido. A hidrodindmica do reator também afeta seu desempenho em pardmetros tais
como a transferéncia de massa, calor e quantidade de movimento. A natureza dos fluidos
afeta o transporte de oxigénio e o fendmeno da mistura.

Tradicionalmente, o reator quimico de tanque agitado tem sido aplicado como

biorreator para cultivos aerdbios. Entretanto, este tipo de reator ndo ¢ o mais adequado para
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o cultivo de fungos filamentosos. Entre as razdes, encontra-se a ocorréncia de danos ao
micélio devido ao alto grau de cisalhamento provocado pelo nivel de agitagdo requerido
para transferéncia de oxigénio. Além disso, a energia mecénica necesséria para realizar a
transferéncia de massa € elevada e antiecon0mica para equipamentos de grande porte, sendo,
também, dissipada no fluido na forma de calor, que precisa ser removido para controle da
temperatura.

O biorreator airlift é uma torre com relagdo altura/diametro elevada e com ligagdo
entre o liquido do topo e da base. O gas € injetado pela base do equipamento através de um
distribuidor formando uma dispersdo gas-fluido. As bolhas do gas sobem através do liquido
contido na torre contatando-o e deslocando-o, provocando, assim, turbuléncia e auto-
circulagdo dirigida. O gas ¢ retirado no topo do equipamento. A turbuléncia gerada e a
grande distincia que as bolhas de gés devem atravessar em contato com o liquido promovem
altos niveis de transferéncia de oxigénio, que podem proporcionar processos de produgéo de
microrganismos em grande escala, sem limitago de oxigénio local, além de ter forcas de
cisalhamento muito baixas, preservando os tecidos micelianos. O biorreator airlift pode ter
circulagdo interna ou externa, e ¢ de construgdo facil e barata, especialmente pela auséncia
de partes moéveis.

No Laboratério de Engenharia Bioquimica (Engebio) do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA) da UFSC foi desenvolvido o projeto
e montagem de um biorreator airlift com circulagdo externa, e realizaram-se estudos
hidrodindmicos. O desempenho do equipamento foi comparado com o de um fermentador
agitado classico utilizando-se bactérias e leveduras, onde se conseguiu a mesma eficiéncia de
produgdo. Esses resultados devem ser superados em maior escala.

Desde 1988, o Laboratério de Micorrizas do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia (MIP) da UFSC vem desenvolvendo trabalhos de pesquisa com fungos
ectomicorrizicos em Eucalyptus spp. no Estado. O laboratério mantém uma cole¢do de mais
de 150 isolados de varias espécies, das quais a maioria foi obtida em plantagdes de Santa
Catarina. Resultados desses estudos permitiram selecionar fungos que apresentam potencial
para programas de controle de micorrizagéo.

Este estudo foi desenvolvido com apoio dos departamentos EQA, através do
Engebio, e MIP, através do Laboratério de Ectomicorrizas, com objetivo central de dar

inicio a novas tecnologias para produgéo de biomassa fiingica, por meio de cultivo submerso
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em biorreator tipo airlift. O comportamento de fungos ectomicorrizicos neste tipo de
biorreator era desconhecido quando se iniciaram os trabalhos e nfo foram encontradas
informagdes pertinentes na literatura, tornando inéditos alguns aspectos deste trabalho.
Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram: (1) estudar os efeitos de
diferentes composi¢des do meio de cultura no crescimento do fungo; (2) estudar os efeitos
do pH sobre a produgdo de biomassa e suas formas de controle; (3) determinar os
parametros cinéticos do cultivo do fungo em biorreator airlift ¢ compara-los com outros
processos citados na literatura; e (4) avaliar a viabilidade e infectividade do inoculante em

plantas em casa de vegetagéo.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — A simbiose micorrizica

Micorrizas sdo associagdes simbidticas altamente especializadas entre raizes de
plantas e certos fungos (FRANK, 1885) (Figura 2.1). Tal integragéo permite uma regulagéo
funcional e troca de metabdlitos, com beneficios tanto para o fungo quanto para o
hospedeiro (SMITH e READ, 1997). Acredita-se que mais de seis mil espécies de fungos
sdo capazes de estabelecer esta associagdo, com aproximadamente duzentas e quarenta mil
espécies de plantas (BONFANTE e PEROTTO, 1995). As micorrizas variam na estrutura,
fungdo e no tipo de fungo envolvido, demonstrando representar um tipo de associagdo que
tem evoluido repetidamente, em respostas a diferentes pressdes seletivas (SYLVIA, 1998).
Evidéncias sugerem que essa associagdo evoluiu como um mecanismo de sobrevivéncia
para ambos os organismos envolvidos, permitindo a sobrevivéncia destes em ambientes de
baixa fertilidade do solo, periodos de seca, doengas, baixas temperaturas e outras condi¢des
naturais de estresse. Algumas dessas associa¢des tiveram papel fundamental na colonizagéo
do ambiente terrestre pelas plantas ha centenas de milhdes de anos (PIROZYNSKI, 1981).

@ (b) o ©

Figura 2.1. Detalhes de ectomicorrizas no sistema radicular de E. dunnii (a) e P. taeda (b).
Em (c) apresenta-se um corte transversal da raiz de P. taeda mostrando a rede de
Hartig e o manto (Fotos de P.A. BONASSIS e A.J. GIACHINI, Laboratério de
Ectomicorrizas, MIP-UFSC).
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Entre os mecanismos que contribuem para o efeito benéfico das simbioses
micorrizicas para as plantas, o mais importante ¢ o aumento da capacidade de utilizagdo dos
nutrientes do solo (LE TACON et al., 1987). Além disso, as micorrizas podem aumentar a
capacidade de absor¢do de agua (DUDDRIDGE et al, 1991), atuar na agregagdo e
estabilidade do solo (TISDALL, et al. 1997), aumentar a tolerdncia a condi¢des
desfavoraveis de pH e a niveis toxicos de metais (WILKINS, 1991), bem como a
resisténcia a microrganismos patogénicos (MARX, 1969; NEWSHAM et al., 1995). Nessa
simbiose, o fungo se beneficia pelo suprimento de nutrientes orgéanicos (carboidratos,
vitaminas, aminoacidos) obtidos do hospedeiro; e a planta pelo suprimento dos nutrientes
minerais do solo absorvidos pelo fungo (TOMMERUP e BOUGHER, 2000), especialmente
aqueles que tém pouca mobilidade, ou estdo presentes em baixas concentragdes na solucéo
do solo, tais como fosforo, cobre e zinco (SMITH e READ, 1997). O fésforo em especial,
encontra-se em quantidades relativamente grandes no solo, mas na forma de precipitados
insoliveis, tornando-se indisponivel para as plantas. Os fungos podem ajudar na
solubilizagdo dos fosfatos através dos acidos organicos que produzem (citrato, oxalato,
gluconato, etc.) (TINKER, 1984; LEYVAL e BERTHELIN, 1989). Os beneficios gerados
pela associagdo micorrizica podem levar a redugdo do uso de fertilizantes, a diminui¢do do

uso de pesticidas e permitir o cultivo em solos pobres e degradados.

Existem trés tipos gerais de micorrizas: as endomicorrizas, caracterizadas pela
penetragdo intracelular dos fungos nas células corticais da raiz; as ectomicorrizas (ECM),
caracterizadas pela penetragdo do fungo apenas nos espagos intercelulares do cortex
radicular, formando a rede de Hartig e uma camada espessa de hifas na superficie da raiz,
denominada de manto; e as ectendomicorrizas que apresentam ambas as caracteristicas dos
tipos anteriores (SMITH e READ, 1997).

Os fungos ectomicorrizicos (fECM) compreendem principalmente espécies de
basidiomicetos e de ascomicetos, sendo na sua maioria cultiviveis em meios sintéticos na

auséncia da planta hospedeira (SMITH e READ, 1997).

As ectomicorrizas sdo encontradas predominantemente em plantas lenhosas € em
regides temperadas, em particular nas familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae e
Salicaceae, mas sdo também importantes em algumas familias de regides tropicais como
Dipterocarpaceae ¢ Myrtaceae (SMITH e READ, 1997). Nesta tltima, encontra-se o

género Eucalyptus.
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Um aspecto de particular interesse para a biotecnologia com relagdo as
ectomicorrizas € sua ocorréncia entre grupos de plantas economicamente importantes
(PETERSON et al., 1984), como as principais espécies utilizadas nos programas de
reflorestamento no mundo. Esses reflorestamentos ocupam, em geral, solos pobres (Figura
2.2), justificando a busca de técnicas que permitam economizar em termos de energia gasta
com intervengSes mecédnicas no solo e insumos agricolas (GARBAYE, 1990). A
dependéncia dessas esséncias florestais em relagdo a associagdo micorrizica foi
inicialmente observada quando tentativas para estabelecer plantagdes de espécies exéticas
de Pinus spp. falharam até que o fungo compativel fosse introduzido (HACSKAYALO e
WOZZO0, 1971, citados por SMITH e READ, 1997).

Outro interesse com relagdo ao controle da micorrizagéo, € a recuperagdo de areas
degradadas ou contaminadas com metais pesados, através de reflorestamentos, onde a
inoculagdo de fungos torna-se necessdria para a sobrevivéncia das plantas (KROPACEK et
al., 1989; VODNIK, et al., 1998).

(@) (b)

Figura 2.2. Aspecto de plantas de Pinus sp. cultivadas em solo pobre. (a) mudas inoculadas
com fECM e (b) mudas ndo inoculadas. Notar as diferengas no sistema radicular
(Plant Health Care Inc./Mycorr Tech Inc., EUA).

As micorrizas atuam como uma eficiéncia varidvel sobre o crescimento das plantas,
dependendo do fungo associado, do hospedeiro, e das condicdes ambientais. Certas
espécies de fungos podem apresentar especificidade em relagdo & espécie hospedeira,
tornando-se necessarios estudos de selecdo para detectar fungos mais compativeis para
determinada espécie vegetal e determinadas condi¢des de ambiente (MARX et al, 1982).
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Ganhos com o controle de micorrizagdo em relagdo ao crescimento das plantas
variam da ordem de 10 a 400%, e se os dados de altura fossem extrapolados para o volume
da parte aérea, seriam obtidos aumentos de 40% (GARBAYE, 1990). A predominéncia dos
efeitos positivos obtidos na maioria dos estudos confirma o enorme potencial do controle da
micorrizagdo como ferramenta biotecnologica para os sistemas de produgdo de mudas no

setor florestal.

2.2 - O género Pisolithus

Espécies do género Pisolithus estdo entre as mais estudadas quanto a formagéo de
micorrizas. Este género pertence a familia Sclerodermataceae, filo Basidiomycota (Figura
2.3). Pisolithus spp. ja foram encontradas em 33 paises, em condig¢des variaveis de clima e
de solo, em 46 espécies de diferentes géneros como Pinus, Eucalyptus, Betula,

Pseudostuga, Tsuga, Quercus e Carya (MARX et al., 1977).

A possibilidade de cultivo desses fungos em laboratério, a grande gama de
hospedeiros existentes e a capacidade de adaptagdo em condigdes adversas do solo sdo
algumas das diversas caracteristicas citadas por MARX et al. (1982), que os tornam

adequados para aplicagdes praticas em reflorestamentos.

Devido ao sucesso desses fungos no trabalho pioneiro nos Estados Unidos, com a
aplicagdo em silvicultura (MARX et al., 1989), os estudos sobre ectomicorrizas no Brasil e
em outros paises tropicais tém dado grande énfase a espécie Pisolithus tinctorius, adotando-
se o nome dessa espécie norte-americana para as espécies ocorrendo nesses paises.
Entretanto, a espécie americana (P. tinctorius) parece ser especifica de coniferas, enquanto
que no Brasil, as frutificagdes e micorrizas de Pisolithus ocorrem somente em plantagdes de
Eucalyptus spp.. Provavelmente, sdo espécies de origem australiana introduzidas
acidentalmente com o material vegetal importado daquele pais (OLIVEIRA e GIACHINI,
1999; GOMES et al., 2000).

De acordo com esses autores, certas espécies de Pisolithus tém sido incorretamente
denominadas de P. tinctorius, correspondendo as espécies Pisolithus albus, Pisolithus
marmoratus e Pisolithus microcarpus, que na Australia, encontram-se, também, associadas
especificamente a Eucalyptus spp. (OLIVEIRA e GIACHINI, 1999; ANDERSON et al.,

1998). Pisolithus microcarpus tem sido a espécie mais frequente nas plantagdes de
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Eucalyptus spp., entre as identificadas até o momento, em Santa Catarina (GIACHINI et
al., 2000).

Figura 2.3. Corpos de frutificagdo, hifas e esporos de Pisolithus sp. (Fotos de A.J.
GIACHINI, Laboratério de Ectomicorrizas, MIP-UFSC).

A literatura apresenta abundantes resultados sobre o efeito de espécies de Pisolithus
na promo¢do do crecimento de plantas. HATCHELL e MARX (1987) observaram que
quando as raizes foram colonizadas por Pisolithus tinctorius, houve um menor tempo de
permanéncia no viveiro, maior taxa de sobrevivéncia e melhor desenvolvimento das mudas
transplantadas de Pinus spp.. Além disto, constataram-se menores perdas por doengas e
melhor adaptabilidade e produtividade das plantas inoculadas em locais com baixo teor de
nutrientes ou condi¢des adversas de pH do solo (MARX, 1979). A produgdo de antibiéticos
por Pisolithus arhizus (=Pisolithus tinctorius) protegeu as raizes das plantas contra
fitopatogenos (KOPE e FORTIN, 1990).

Em estudos de crescimento de fungos na presenga de metais pesados, para
recuperagdo de solos contaminados, Pisolithus tinctorius foi um dos fungos que apresentou
maior tolerdncia a toxidez (VODNIK ez al., 1998). HEINRICH ef al (1988) observaram que
E. pilularis, inoculado com Pisolithus (tinctorius), apresentou aumentos na absorgdo de
fosforo e de biomassa em locais com teores limitantes desse elemento. Embora todos esses
autores acreditassem tratar-se da espécie P. tinctorius, as informagdes atualmente

disponiveis sobre o género permitem supor tratar-se de diferentes espécies de Pisolithus.
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2.3 - Producio de inoculantes ectomicorrizicos

A exploragdo das simbioses micorrizicas para aumento da produtividade vegetal
depende do desenvolvimento de métodos de produgdo de inoculantes em larga escala.
Viérios tipos de inoculantes ectomicorrizicos tém sido empregados, destacam-se os esporos
fangicos (THEODOROU, 1971) e os inoculantes vegetativos (MARX et al., 1982),
constituidos pelo micélio do fungo selecionado cultivado em cultura pura. O primeiro tipo
somente pode ser aplicado aos fungos capazes de produzir grande quantidade de esporos e
ndo permite testar previamente sua eficiéncia nem sua compatibilidade. O segundo tipo
apresenta intimeras vantagens em relagdo ao primeiro, principalmente por ser aplicavel a
qualquer fungo que possa ser cultivado em cultura pura e, mais importante ainda, permite a
utilizagdo de fungos selecionados quanto a sua especificidade e eficiéncia em relagdo a
planta hospedeira (MARX, 1980). A formacdo de micorrizas em mudas de Pinus palustris,
inoculadas com Pisolithus tinctorius, foi muito mais efetiva utilizando-se micélio
vegetativo como indculo do que esporos (MARX e CORDELL, 1990).

Uma técnica de produgdo de inoculantes vegetativos € representado pela
fermentagdo em estado sélido, geralmente realizada numa mistura de turfa e vermiculita,
embebida com meio de cultura, em frascos tipo conserva (MARX et al., 1982) ou sacos
plasticos. A principal vantagem dessa técnica ¢ que o micélio fica protegido entre as
laminas das particulas de vermiculita, garantindo sua sobrevivéncia até o aparecimento das
raizes curtas receptivas do hospedeiro. A vermiculita apresenta, ainda, a vantagem de ser
um material barato e versatil. De acordo com GARBAYE (1990), se o meio de cultura
utilizado ndo for rico em agucares, o micélio ndo precisa ser submetido a tratamentos
posteriores de lavagem, antes de sua aplica¢do ao substrato de plantio. Entretanto, como sdo
incomuns cultivos com baixos teores de agucares, sendo eles as tnicas fontes de carbono, é
dificil eliminar-se o tratamento de lavagem para remogdo dos agUcares residuais. Esses
residuos tendem a se difundir para os poros da vermiculita, dificultando a sua exaustdo e
prolongando o tempo de fermentagdo. Inoculantes contendo aglcares residuais s&o

sucesptiveis de contaminac@o e, consequentemente, perda de sua viabilidade.

Outra técnica mais sofisticada de produg@o consiste no cultivo do fungo em meio
liquido em fermentadores, com posterior encapsulamento do micélio em gel de alginato de
calcio (Figura 2.4). Estudos realizados em viveiros desmostraram que este tipo de

inoculante foi mais eficiente que o inoculante produzido em substrato sélido,



2. Revisdo da literatura 12

provavelmente pela melhor sobrevivéncia do fungo no solo (LE TACON et al., 1985;
KUEK et al., 1992). Dependendo do fungo, o micélio encapsulado em gel de alginato de
célcio, pode ser armazenado em 4gua a 4 °C por até 6 meses com retengdo de 95 a 100% de
sua viabilidade (MAUPERIN et al., 1987; KUEK et al., 1992). Embora essa técnica pareca
promissora, sua utilizagdo estd ainda muito limitada, apesar de mais de uma década de
estudos. A principal razio para esse atraso reside em dificuldades na multiplicagdo do
fungo por processos fermentativos em meio liquido. A baixa velocidade de crescimento dos
fungos ectomicorrizicos, em relagdo a outros microrganismos (fungos saprofiticos,
bactérias e leveduras) acarreta contaminagdes freqiientes que inviabilizam as culturas; e as
operagdes de lavagem e imobilizagdo da biomassa apresentam novos riscos de

contaminagdo, além de aumentarem os custos de produgdo (GARBAYE, 1990).

Figura 2.4. Pellets de micélio do fungo ectomicorrizico Laccaria laccata encapsulado em
gel de alginato de calcio. Em destaque, pellets ampliados, podendo-se perceber
o micélio nas regides mais escuras (Biosynthetica Pty. Ltd., Australia).

Segundo CANNEL e MOO-YOUNG (1980), o processo de fermentagdio em estado
s6lido apresenta vantagens quando comparado com a fermentagdio submersa, dentre elas a
reducéo do volume de meio por massa de substrato, com conseqiiente redugdo do espago
ocupado por equipamentos, sem perda de rendimento do produto; a redugfio de
contaminagdo bacteriana devido a auséncia de agua livre; o baixo consumo de energia; o
baixo custo das instalagdes e fluxograma simplificado. Existem, porém, desvantagens como

a restri¢do a fungos que ndo conseguem crescer em baixos teores de umidade, a necessidade
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de grandes volumes de indculo, o dificil controle dos parametros de processo e poucos

dados de engenharia para aumento de escala.

A limitagdo quanto a utilizagdo de fermentagio submersa para fungos
ectomicorrizicos pode estar mais relacionada com a falta de aplicagdo de conhecimentos
especificos das areas de engenharia quanto aos fenémenos de transporte envolvidos, do que
com a dificuldade de crescimento em meio liquido. Partindo-se da premissa de que o fungo
necessita de contato com nutrientes € com 0 OXigénio para Crescer, 0 processo em meio
liquido € o mais indicado, existindo intimeras alternativas tecnolégicas j& desenvolvidas e
que podem ser testadas e adaptadas para aplicagdes mais especificas, como a de produgo
de inoculantes de fungos ectomicorrizicos. A fermentagdo submersa €, sem duvida, uma
alternativa de' produgfio das mais adequadas para essa finalidade. O procésso pode ser
realizado em menor espago e, também, no periodo mais curto de tempo possivel, pois a
fungdo principal dos biorreatores ¢ maximizar o contato entre fungo-nutriente-oxigénio,

permitindo a rdpida exaustdo dos agticares e a eliminagfo de etapas de lavagem.

2.4 - Meios e condigdes de cultivo para fungos ectomicorrizicos

A condi¢io de simbionte dos fungos ectomicorrizicos no seu habitat natural
determina que as substincias carbonadas procedam do hospedeiro vegetal (SMITH e
READ, 1997). Os fungos ectomicorrizicos necessitam, em geral, de fatores de crescimento

e de agticares simples, cuja identificagdo é necessaria.

Em cultura, muitos isolados podem utilizar de maneira satisfatoria, como fontes de
carbono, carboidratos como: celobiose, maltose, trealose e sacarose. Entretanto, o
carboidrato melhor gssimilado ¢ a glicose. As concentragdes de glicose mais utilizadas
variam de 5 a 20 g.L". P. tinctorius consegue utilizar diferentes agucares como fontes de

carbono, mas mais eficientemente monossacarideos do que dissacarideos.

Muitos fungos ectomicorrizicos podem crescer em culturas axénicas, e isto tem
permitido muitas investigagdes a respeito da utilizagiio de diferentes formas de nitrogénio
(SMITH e READ, 1997). Muitas espécies utilizam NH," ou NOs, outras utilizam
compostos orgénicos simples, embora existam diferengas inter e intra-especificas. Em
geral, a maioria dos fungos ectomicorrizicos prefere fontes inorgénicas de nitrogénio

(ANDERSON et al. 1999), e isto esta relacionado as enzimas envolvidas na assimilagdo do
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NH;" (CAIRNEY, 1999). P. tinctorius ndo difere quanto & utilizagdo da forma de

nitrogénio, amdnio ou nitrato (SMITH, 1982).

A capacidade de um fungo ectomicorrizico obter N diretamente de proteinas € de
grande importancia, pois nesta forma o N est4 indisponivel para plantas. A utilizagdo de N
de proteinas pelo fungo ectomicorrizico tem grandes mmplicagdes em ecossistemas
florestais, onde existe grande acimulo de matéria organica no solo, devido as baixas taxas
de mineralizagio (ABUZINADAH e READ, 1989). Em cultivo axénico suplementado com
proteina, DICKIE et al. (1998) obtiveram aumento da biomassa de P. tinctorius. Por outro
lado, TURNBULL et al. (1995), observaram pouca produgdo de biomassa em cultivo de
Pisolithus sp. em meio com proteina. CAIRNEY e CHAMBERS (1997) ¢ ANDERSON et
al. (1999) observaram que P. tinctorius apresenta consideravel variagdo intra-especifica na
utilizagdo de proteina como fonte de nitrogénio. A utilizagdo de proteinas por fungos
ectomicorrizicos, observado em culturas, nfo implica necessariamente, que essas espécies
sejam capazes de obter N diretamente dessas substincias em sistemas naturais, onde elas

podem estar ligadas em estruturas mais complexas (p. ex. em polifenois).

S3o varios os meios de cultura utilizados para o cultivo de fungos ectomicorrizicos.
LAMB (1974) apresenta um meio composto por glicose, NH4Cl, KH,PO,4, Fe-EDTA (Fe-
Etileno Diamino Tetra Acético), tiamina e biotina. HARVEY (1991) cita trés meios
diferentes: meio de Pridham-Gottlieb, constituido de glicose, peptona, extrato de levedura e
sais; meio de Hagem com glicose, extrato de levedura, tiamina e sais, ¢ o meio Melin-
Norkrans Modificado (MNM), composto de sacarose, extrato de malte, tiamina ¢ sais.
Recentemente, KUEK (1996) obteve resultados interessantes trabathando com Laccaria
laccata (fungo ectomicorrizico) cultivado numa modificagdo do meio de LITCHFIELD e
ARTHUR (1983).

Por varias décadas o meio MNM tem sido utilizado para cultivo de fungos
ectomicorrizicos. MARX e BRYAN (1975), SMITH (1982), BOYLE et al. (1987),
OLIVEIRA et al. (1989), PRADELLA et al. (1991a, b), WILLENBORG et al. (1990) e
HARVEY (1991), entre outros, utilizaram com sucesso este meio como base de cultivo
para esses fungos. Em todos os trabalhos citados, a sacarose, originalmente presente no
meio MNM, foi substituida pela glicose. A exclusdo da tiamina (SMITH, 1982) e do extrato
de malte (HARVEY, 1991), além da suplementago do meio com extrato de levedura
(OLIVEIRA et al., 1989; PRADELLA, 1991a,b), foram outras modificagdes também
indroduzidas no meio MNM. PRADELLA et al. (1991b), utililizando um isolado de P.
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tinctorius (obtido de Eucalyptus sp.) em cultivo submerso, concluiram que o meio MNM
suplementado com peptona (4,5 g.L"), ou glutamato de sédio (8,5 gL™), ou extrato de
levedura (1 g.L') aumentou em quase 100% a velocidade de crescimento. Infelizmente

esses autores nio apresentam os dados de velocidade de crescimento.

Muitos fungos ectomicorrizicos apresentam seu crescimento 6timo na faixa de
temperatura de 18 a 25 °C (HARVEY, 1991). Para o género Pisolithus, tém sido utilizados
diferentes valores de temperatura de incubagio. MARX (1969), cultivando em frascos
estaticos, utilizou a temperatura de 30 °C. PRADELLA et al. (1991b) e OLIVEIRA et al.
(1989) utilizaram esta temperatura em fermentador de tanque agitado classico de 3,0 L de
volume util. CAO e CRAWFORD (1993) utilizaram temperatura de 25 °C em frascos
agitados. Também em frascos agitados, SMITH (1982) adotou 28 °C, enquanto que
LITCHFIELD e ARTHUR (1983) adotaram 37 °C. De maneira geral, fungos do género
Pisolithus podem crescer em temperaturas de até 42 °C, mas a 45 °C ja ocorre morte das
hifas (HUNG e CHIEN, 1978). Constata-se que existe uma ampla faixa para cultivo desses
fungos, e isso deve estar diretamente relacionado com as temperaturas de suas diferentes

regides de origem, ou com as diferentes espécies estudadas, consideradas, entdio, como
sendo todas P. tinctorius (OLIVEIRA e GIACHINI, 1999).

A. preparagio dos meios, particularmente a esterilizacdo, pode afetar a
disponibilidade de carboidratos para o processo de fermentagdo. Assim, é melhor esterilizar
os agucares separadamente, porque eles podem reagir com ions amfnio e aminoacidos,
formando compostos que podem inibir parcialmente o crescimento de muitos
microrganismos (STANBURY et al., 1995). GAUNT et al. (1984) demonstraram que a
esterilizacdo em autoclave também pode precipitar ions de ferro, manganés e zinco
presentes no meio, mas o problema pode ser resolvido com a adigdio de pequena quantidade
de EDTA, acido citrico ou polifosfatos no meio. Os ions metdlicos ligados ao agente
quelante, podem ser gradualmente utilizados pelos microrganismos. Porém, é importante

verificar se 0 quelante ndo inibe o crescimento do microrganismo em estudo.

O controle do pH pode ser extremamente importante quando se objetivam niveis
6timos de produtividade. Um componente pode ser adicionado ao meio para servir
especificamente como tampdo, ou pode também ser utilizado como uma fonte de nutriente.
Muitos meios sdo tamponados em aproximadamente pH 7,0, pela incorporagdo de
carbonato de célcio; se o pH diminui o carbonato é decomposto. Obviamente, carbonatos

que fazem parte de muitos meios também atuam como tampdes. A utilizagio balanceada de



2. Revisio da literatura 16

fontes de carbono e nitrogénio proveniente de proteinas, peptideos e aminoéacidos pode
também contribuir para controle do pH. O pH pode também ser controlado pela adi¢do de
amoOnia ou hidréxido de calcio, ou acido sulfirico (STANBURY et al., 1995).

SMITH (1982) otimizou a produc;ﬁo de biomassa de P. tinctorius em meio MNM,
tamponando com uma mistura equimolar de é4cido citrico e citrato de calcio, até pH 5,4
antes da esterilizagdo. O meio de cultivo utilizado por LITCHFIELD e ARTHUR (1983) ¢
autdtamponante, devido a presenga dos nutrientes KH,PO4/Ko:HPOy4, € também da peptona
e do extrato de levedura. HUNG e CHIEN (1978) em seus estudos fisiologicos com P.
tinctorius, obtiveram melhor crescimento utilizando o meio MNM com pH inicial 6,6; mas
S. bovinus cresceu igualmente em pH inicial 5,55 nos cinco meios estudados (MNM, PDA,
Palmer, Hagem-agar, Hagem-agar modificado). O pH foi inicialmente ajustado com
solugdio 0,1 N de NaOH/HCI. A suplementagdio do meio MNM com 3 gL de extrato de
levedura ajudou a controlar o pH do meio, e aumentou os rendimentos (PRADELLA et al.,
1991a). MARX (1990), estudando a influéncia do nitrogénio e do pH do solo, concluiu que
o pH inicial 4,8 proporcionou o melhor desenvolvimento de ectomicorrizas de P. tinctorius.

Em geral, a literatura relata experiéncias dentro de uma faixa de pH 4,5 a 6,8.

A quantidade de indculo normalmente utilizada em fermenta¢Ses industriais esta
entre 3 ¢ 10% do volume do meio (MEYRATH e SUCHANEK, 1972; HUNT e STIEBER,
1986). Um volume relativamente grande de indculo € utilizado visando minimizar a fase
lag de crescimento (fase de adaptagdo do microrganismo ao meio de cultura, havendo
pouca ou nenhuma produgfio de biomassa), e para gerar o maximo de biomassa na produgio
do fermentador no mais curto tempo possivel, aumentando a produtividade do biorreator.
Entdo, partindo-se de uma cultura estoque, o in6culo deve passar por um nimero de
estddios para produzir suficiente biomassa para inocular o fermentador em estadio de
produgdo. Entretanto, esse procedimento requer analise dos riscos de contaminago,

tamanho do indculo e aspectos econdmicos do processo.

2.5 - Cultivo em meio liquido

Um dos maiores problemas em estudos envolvendo o cultivo de fungos em
biorreatores, reside na quantificagido da biomassa produzida. O crescimento de

microrganismos filamentosos em cultura liquida é, em muitos aspectos, equivalente ao
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crescimento de microrganismos unicelulares (bactérias e leveduras). Mas a forma miceliana
de crescimento gera, também, muitas diferengas praticas ou técnicas. Por exemplo, o
método turbidimétrico permite estimativas instantdneas e confidveis do crescimento de
bactérias, mas ndo de microrganismos filamentosos, devido a distribuigdo desuniforme de
biomassa. Esse problema pode ser contornado em alguns casos pela maceragdo do micélio
(GRANADE et al., 1985), mas isto aumenta o tempo necessario para analise das amostras.
Entretanto, até mesmo quando se dispdem de dados de matéria seca, esses valores nio
refletem a realidade, principalmente quando o produto desejado é a biomassa vidvel.
Estudos de creécimento freqiientemente requerem analise de viabilidade, através de padrées
de ramificagdo do fnicélio, em adicdo a biomassa, e atualmente isto esta sendo facilitado
pelo desenvolvimento de técnicas de analises de imagens computadorizadas (PACKER et
al., 1992; VANHOUTTE et al., 1995; ZANGIROLAMI et al., 1997, BERTOLLO et al.,
2000). Uma alternativa mais simples para construir curvas de biomassa e obtengdo de
pardmetros cinéticos é a utilizagdo de correlagdo de biomassa (X) com a condutividade
elétrica (C) do meio de cultura (BALLICA et dl., 1993; MURANAKA et al., 1993), desde
que a razdo entre a variagdo da concentragdo de células e condutividade (AX/AC) seja

aproximadamente constante (KWOK et al., 1992).

O crescimento do micélio na superficie e paredes dos vasos de fermentagdo é um
problema significante em muitas culturas de fungos, com entupimento de agitadores e
sensores, além de crescer ao longo das linhas de alimentagio de nutrientes. O problema
mais fundamental € a falta de uniformidade dentro da biomassa miceliana, apresentando
regides apicais de hifas jovens, e regides distais mais velhas, e possivelmente menos ativas.

Essa heterogeneidade € mais pronunciada em pellets (PROSSER e TOUGH, 1991).

O crescimento de fungos filamentosos em cultura liquida, pode ser tanto em micélio
na forma livre (micélio disperso) quanto na forma de pellets. O micélib disperso consiste
numa suspensdo homogénea de ramificagGes de hifas, sem restrigdes difusionais para troca
de substratos e metabélitos com o meio. Nesse sentido, sdo equivalentes a "culturas ideais"
de microorganismos unicelulares, e exibem muitas caracteristicas destas ultimas. O
crescimento na forma de micélio disperso € preferivel para muitos processos, mas por outro
lado aumenta a viscosidade do meio, podendo danificar os agitadores, trancar linhas de
fluxo e dispositivos de amostragem (PROSSER ¢ TOUGH, 1991). Geralmente adquirém a
condigdo de fluidos ndo Newtonianos, onde a viscosidade aparente aumenta com a

velocidade de agitagdo, reduzindo o transporte de nutrientes, oxigénio e calor. A quantidade



2. Revisdo da literatura : . 18

relativa de cada forma de crescimento influencia a viscosidade e, dessa forma, as

propriedades reolégicas do meio de cultura.

A morfologia dos pellets também influencia as propriedades reologicas através das
interagdes de seus emaranhados de hifas, mas a viscosidade do liquido, entretanto,
permanece mais baixa e, consequentemente, a mistura e a tranferéncia de massa séo
mantidas (MITARD e RIBA, 1988).

A morfologia da cultura no é apenas influenciada por fatores biolégicos, também o
meio ambiente fisico-quimico, no qual o microrganismo estd crescendo tem igual
importancia (VAN SUIJDAM e METZ, 1981). Uma revisdo da literatura até 1977, foi
realizada por METZ e KOSSEN (1977), indicando que alguns dos fatores que afetam a
morfologia dos fungos sfo: agitagdio e cisalhamento, composi¢do do meio, presenca de
polissacarideos, concentragio e tipo de indculo, pH, aeragdo, surfactantes, etc. A presenga
de polietileno-glicol, por exemplo, em quantidade minima no meio de cultura, permitiu o

crescimento na forma de micélio disperso de cepas de Streptomyces coelicolor, que
normalmente formavam pellets (HODGSON, 1982). O fungo Armillaria mellea produz
pellets leves em biorreatores airlift e pellets densos quando cultivado no mesmo meio em
biorreator de tanque agitado (HANSSON e SEIFERT, 1987). REISENBERG e BERGTER
(1984) obtiveram crescimento miceliano disperso, prevenindo o agrupamento através do
controle do pH com tamponamento do meio. O crescimento de S. colelicolor na forma
dispersa demonstrou ser exponencial, com aumento do rendimento do produto em
comparag¢do com cultura na forma de pellets (HOBBS et al., 1989). Outros pesquisadores
relatam curvas de crescimento linear, ou cinética ndo exponencial, relacionando com a
fisiologia de pellets (VITALIS et al. 1981; BUSHELL e FRYDAY, 1983). Desvios em
relagdo a cinética prevista ndo foram estudados em detalhes, mas o crescimento linear é
resultante de limitagio por um substrato suprido a uma taxa constante e, na maioria dos

casos, esse substrato é o oxigénio.

Em sintese, considerando-se a cinética de crescimento, a formagdo de pellets
representa a maior diferenga entre o modo de crescimento filamentoso e o unicelular em
cultura liquida, mas por outro lado o crescimento na forma de micélio disperso introduz
problemas técnicos que podem aumentar os custos da fermentagfo. Descri¢des quantitativas
mais detalhadas do crescimento de fungos filamentosos devem considerar a formagdo das
ramifica¢des e seu controle, que sdo atualmente melhor compreendidas por meio de estudos

das mudangas morfologicas ao longo dos cultivos e de modelagens matemaéticas.
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Do ponto de vista bioquimico, o oxigénio € o ultimo elemento a aceitar elétrons, ao
final da cadeia respiratéria sendo, entdo, reduzido a 4dgua, permitindo a reoxidagéo das
coenzimas que participam das reagdes de desidrogenagéo (na glicdlise e no ciclo de Krebs)
e, ainda, permitindo a estocagem de energia através da passagem das moléculas de ADP
para ATP (VOET e VOET, 1995). Estas tltimas irdo participar nas reag¢des de sintese, para
a sobrevivéncia das células e para surgimento de novas células no processo de crescimento

e aumento da biomassa, para os quais é fundamental a introdugfo de energia.

Assim sendo, para que um cultivo seja altamente eficiente, ocorrendo com elevada
velocidade de crescimento, devera apresentar alta velocidade de consumo da fonte de
carbono, a fim de que haja abundéincia de elétrons transportados na cadeia respiratoria.
Significa, também, obrigatoriamente, a necessidade de oxigénio dissolvido, a fim de que

esses elétrons sejam drenados ao final dessa cadeia.

Em bioprocessos aerdbios, que representam a grande maioria, a transferéncia de
oxigénio da fase gasosa, isto é, da bolha de ar para a fase liquida, para que esse seja
consumido pelos microrganismos, se da através da agitacdo e/ou aeragdo. O caminho
percorrido pelas moléculas de oxigénio desde o seio das bolhas até o interior das células,
passando pelo meio de fermentagfo, assim como as resisténcias ao transporte de massa,

estdo ilustrados na Figura 2.5.
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Figura 2.5. Caminho percorrido pelas moléculas de oxigénio, através das diversas resisténcias, em
processos fermentativos aerdbios. (1) difusdo pela pelicula estagnada da fase gasosa até a
interface; (2) passagem pela interface gas-liquido; (3) difusdo pela pelicula estagnada da fase
liquida até o meio de cultura; (4) transporte convectivo através do meio de cultura; (5) difusdo
pela pelicula estagnada externa ao agregado de hifas; (6) passagem pela interface meio de
cultura-agregado de hifas; (7) difusfo no agregado de hifas; (8) passagem pela membana das
hifas; (9) difusdo no citoplasma; (10) reagiio bioquimica (adaptado de BADINO JR., 2000).
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Essas consideragdes tornam clara a necessidade de se agitar e aerar um meio de
cultura, para que se possa efetuar o processo de cultivo aerébio e, para essa finalidade,
existe uma grande quantidade de equipamentos e tecnologias. Esses equipamentos,
projetados para ser o nucleo das reagSes bioquimicas, sdo os biorreatores. Uma das etapas
principais no desenvolvimento de um processo fermentativo ¢ a escolha do tipo de

biorreator.

2.6 - Biorreatores

Dependendo do tipo de cultura para a qual s@o projetados, os biorreatores podem ser
mais, ou menos elaborados (LEVEAU e BOUIX, 1985). Num biorreator, a produgdo de
biomassa ou de metabolitos deve ser realizada com a méaxima seguranga e confiabilidade e
custo minimo de investimento e opera¢do. Em processos microbiolégicos, a seguranga, com
relagdo a contaminag¢des, € mais problematica do que em processos quimicos. Dessa forma,
os biorreatores sdo mais caros de se projetar e construir do que os reatores quimicos. Os
microrganismos devem ser o foco das consideragdes com relagéo a construcfo de sistemas
fermentativos, devendo-se decidir se o fermentador ser4 utilizado em um processo especial

para um organismo especifico, ou para uma variedade de processos com diferentes
microrganismos (HAMER, 1985).

- O primeiro processo fermentativo em escala industrial na industria farmacéutica,
para a producio da penicilina, foi desenvolvido em biorreator de tanque agitado, € o tanque
agitado- continua sendo o biorreator mais utilizado por essas industrias. Devido ao alto
custo, a indastria de fermentag¢do tem preferido modificar os biorreatores existentes a
introduzir um biorreator completamente novo. Além disso, a aplicagdo de um mesmo
biorreator para diferentes processos proporciona uma grande flexibilidade para o fabricante.
Esta € a razdo pela qual o tanque agitado &, freqlientemente, a primeira escolha quando um
novo processo € desenvolvido (LEVEAU e BOUIX, 1985). Entretanto, quando existe uma
limitagdo no processo, como por exemplo a necessidade de uma maior transferéncia de
massa gas-liquido, outros tipos de biorreatores, tais como os tipos airlift, sio considerados

(CHISTI, 1989).
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2.7 - Reatores airlift

Reatores airlift sdo reatores pneumaticos, diferentes do reator de coluna de bolhas,
dividindo-se em duas zonas de escoamento (uma direcionada para cima e outra para baixo).
Os canais possibilitam a circulagdo de liquido em grande escala ao redor do corpo do

reator (SIEGEL e ROBINSON, 1992).

A primeira zona de expansdo de géas € denominada riser, onde o gas € injetado pela
base do equipamento através de um distribuidor, formando uma dispersio gés-liquido. As
bolhas de gas sobem através do liquido contatando-o e deslocando-o. Essa segéo tem maior
gas-holdup (fragdo volumétrica de gés na zona de dispersdo) e € onde ocorre a maior
transferéncia de massa. O liquido deixa o topo do riser ¢ entra na zona de despreendimento
do gas e, com uma menor quantidade de gis, escoa em sentido contrario através do
downcomer até o fundo do reator, retornando ao riser. Dessa forma, a fase liquida circula

continuamente no reator ( SIEGEL e ROBINSON, 1992).

Os airlifts sdo geralmente divididos em dois tipos, com base em sua estrutura fisica:
os de circulagfo interna e os de circulagdo externa (Figura 2.6). Os de circulagio interna sdo
tanques com divisdes dentro da coluna de bolhas, de maneira a criar zonas de escoamento.
Nos airlifts com circulagio externa, o riser € o downcomer sdo conectados por se¢les

horizontais perto do topo e da base para criar a recircula¢do do liquido (CHISTI, 1989).
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Figura 2.6. Esquema de biorreatores airlift com circulagdo interna (a) e externa (b).
(Adaptado de CHISTI, 1989)
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- A principal diferenga entre os dois tipos de airlift é o desenho do separador de gas,
que permite ao modelo de circulagdo externa um desprendimento maior de gas, com grande

influéncia no comportamento geral do reator (BELLO et al., 1985).

Como a forga motriz da circulagdo de liquido é a diferenga de densidade média ou
da pressdo hidrostatica entre as segdes do riser € do douwncomer, o airlift de circulagdo
externa, que permite maior desprendimento de gas, permite | uma maior velocidade de
circulagdo. Consequentemente, o gas holdup ¢ menor devido a alta circulagéo de liquido no
riser, o que resulta numa menor transferéncia de massa (BELLO et al., 1985; POPOVIC e
ROBINSON, 1988).

2.7.1 - Vantagens dos bioreatores airlift

Tradicionalmente, o reator quimico de tanque agitado (STR) tem sido aplicado
como biorreator para fermentagdes aerdbias. Entretanto, este tipo de reator ndo é o mais
adequado para cultivo de microrganismos. Os reatores pneumaticamente agitados, como o
airlift e o de coluna de bolhas, oferecem muitas vantagens em relagdo ao tanque agitado
classico (POPOVIC e ROBINSON, 1988).

A primeira vantagem é a construgdo simples, possibilitando uma manutengfo facil e
barata. Como ndo existem partes mecanicas mdveis necessdrias para a agitacdo, ha reducgéo
do perigo de contaminagfo, pois facilita a limpeza e a esterilizag@o. A inje¢do do gas serve
para agitar e aerar, eliminado o gasto de energia para agita¢do, € promovendo um aumento
na capacidade de transferéncia de massa e calor (SIEGEL ¢ ROBINSON, 1992).

Uma outra vantagem dos airlifts, sobre os demais biorreatores em processos
biologicos, esta relacionada com o fato de a for¢a de cisalhamento imposta pelo campo
turbulento nas células ou pellets (no caso dos fungos) suspensos no meio ser muito menor
em biorreatores airlift. O grau de agitagio requerido para a transferéncia de oxigénio
causa, em muitos casos, danos aos microrganismos devido ao alto grau de cisalhamento do
agitador. Regibes de alto cisathamento, perto do agitador, e regides de baixo cisalhamento,
afastadas do agitador, expdem os micorganismos a uma variagdo de meio ambiente € a
areas de estresse que podem afetd-los adversamente. Além disso, a energia mecénica

necessaria para realizar a transferéncia de massa em STR é elevada e antiecondmica, sendo
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também dissipada no fluido na forma de calor, que precisa ser removido para controle da

temperatura.

O campo de cisalhamento € mais homogéneo nos biorreatores airlift, sendo
relativamente constante através do biorreator. Mesmo que movimentos ao acaso possam ser
sobrepostos, ha total direcionalidade do escoamento do liquido (SIEGEL ¢ ROBINSON,
1992). Um fluxo menos turbulento parece ter um efeito positivo na produgéo de células
sensiveis ao cisalhamento. J4 foi demonstrado experimentalmente, que mesmo em meios
altamente viscosos, o uso de biorreatores airlift pode ser vantajoso (KESSLER et al.,
1993).

Muitos processos fermentativos sdo realizados em fermentadores de grande porte
(até 2 milhdes de litros) sendo, portanto, o custo de agitagdo importante para a viabilidade
do processo. MALFAIT et al. (1981) conseguiram um aumento superior a 18% (em peso)
na produgéo do fungo Monascus purpureus em um airlift de circulagio externa, em relagio

ao reator de tanque agitado (STR).

Estudos vém confirmando que fermentadores do tipo airlift sdo mais adequados
para o processo de produgio de proteinas, onde ha necessidade de uma alta eficiéncia na
transferéncia de massa. Além da produgio de proteinas, o uso dos fermentadores do tipo
airlift na produgdo de fungos filamentosos, e outras células sensiveis, tem proporcianado
bons resultados (KOENIG et al., 1981; MALFAIT et al., 1981; ERIKSON et al., 1983,
KESSLER et al, 1993). BONNARME et al. (1993) relatam a superioridade dos
biorreatores airlift e coluna de bolhas em relagdo ao de tanque agitado, na produgdo de
metabolitos por microrganismos sensiveis ao cisalhamento provocado pelos agitadores

mecanicos.

Apesar das vantagens apresentadas, a aplicagfio dos biorreatores airlift em escala de
produgdio em industrias bioquimicas ainda ¢ limitada. Os airlifis sio menos flexiveis as
mudangas de processo que os STR, uma vez que os pardmetros geométricos sdo
selecionados para um determinado processo durante o projeto; a velocidade do fluxo de gas
¢, em principio, o Unico pardmetro de ajuste durante a operagdo. Portanto, os airlift sdo
menos adaptaveis a outros processos com necessidades muitos diferentes de mistura e
agitagfo, distribui¢do de gas e caracteristicas de transferéncia de massa, do que os STR que
apresentam a vantagem de ter controles independentes de aeragdo e agitagdo (CHISTI,
1989).
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2.7.2 - Aplicacdes dos biorreatores airlift

Muitas aplicagGes em escala de bancada € em escala piloto tém sido estudadas para
uma variedade de microrganismos e culturas celulares. A maioria enfoca a cinética de
crescimento em vez do fenbmeno de transporte durante as fermentagGes.
Consequentemente, pouca informagdo sobre a hidrodindmica bésica e sobre o transporte de
massa encontra-se disponivel para um projeto de reator ideal ¢ scale-up (SIEGEL e
ROBINSON, 1992).

FROHLICH et al. (1991), WU e WU (1991) e POLLARD et al. (1996), estudaram
Saccharomyces cerevisiae em biorreatoes airlift testando diversas configuragdes fisicas,
onde conseguiram melhorar o desempenho dos proprios biorreatores airlift. BONNARME,
et al. (1993) utilizaram com sucesso um biorreator airlift para produgio das enzimas lignina
e manganés peroxidades, e proteina extracelular do fungo Phanerochaete chrysosporium.
SU e HE (1997) verificaram que um biorreator airlift com circulagio externa foi eficiente
na producdo de fosfatase acida por Neurospora crassa. ALEKSIEVA ¢ PEEVA (2000)
obtiveram, em biorreator airlift, performance similar a um biorreator STR com relag:éb a

produgdo de proteinase acida pelo fungo Humicola lutea.

Outros autores estudaram o airlift como um biorreator potencial para o tratamento
de varios residuos. HUPPE et al. (1990) utilizaram uma planta piloto de dois estdgios para
tratar biologicamente efluentes de refinaria de carvio. TYAGI ef al. (1990) utilizaram um
airlift com circulagdo externa para estudar a digestdo aerobica mesofilica e termofilica de

16dos municipais primarios e secundérios.

Recentemente, JOLICOEUR et al. (1999) utilizaram um airlift com circulagdo
interna para produzir, pela primeira vez, propagulos de fungos endomicorrizicos (para

utilizagdo como inoculante), propondo uma segunda geragdo de bioprocessos para este fim.

Aplicagdes dos biorreatores airlift foram revistas por ONKEN e WEILAND (1983),
SMART e FOWLER (1984), ¢ SIEGEL et al. (1986) em intimeros bioprocessos.
Entretanto, até o presente, ndo foram relatadas aplicagdes de biorreatores airlift para
produ¢do de inoculantes de fungos ectomicorrizicos. Estudos de produgdo desses
inoculantes estio, até o presente, sendo realizados por meio de processos de fermentagdo no
estado s6lido ou de fermentagdo submersa em biorreatores convencionais. A utilizagdo de
biorreatores tipo airlift para cultivo de fungos ectomicorrizicos é, assim, uma nova

tecnologia a ser explorada.
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3 - MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioquimica do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (ENGEBIO/EQA), € no
Laboratério de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia € Pmasitoldéia (MIP).

No MIP, foram realizadas as etapas de manutengdo de culturas, produgdo de
inéculos para o fermentador, ensaios em frascos estaticos e agitados, controle de qualidade
e teste em casa de vegetagdo. No ENGEBIO, foram realizados os ensaios em fermentador €
as determinac¢des analiticas.

Devido as baixas velocidades de crescimento dos fungos basidiomicetos, tornam-se
impraticaveis as investigacGes somente em biorreatores. A flexibilidade de ensaios em
frascos estaticos ou agitados possibilita economia de tempo e materiais e, apesar das

diférentes condi¢des de cada sistema, ainda € possivel estabelecer correlagdo entre eles.
Os procedimentos experimentais podem ser agrupados da seguinte forma:

A) Repicagens e manuten¢do do material bioldégico para utilizagdo nos ensaios;

B) Ensaios preliminares, estudo de meios de cultivo, desenvolvimento de estratégias de
cultivo e adequagdo dos equipamentos;

C) Fermentagdes em frascos para obtengdo de paiﬁmetros cinéticos e redugdo de custos
do meio de cultivo;

D) FermentagGes em biorreator € determinagio de pardmetros cinéticos;

E) Acondicionamento e testes do inoculante produzido em biorreator.

3.1 - Microrganismo utilizado

~ Foi utilizado o fungo ectomicorrizico (fECM) Pisolithus microcarpus (Cooke e

Massee) G. Cunn., isolado UFSC-Pt 116, da colegdo de fECM do MIP/UFSC, proveniente
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de plantagdes de Eucalyptus

mensais, € incubag¢io na auséncia de luz a temperatura de 25 °C+1.

3.2 - Meios de cultivo

Foram estudadas variagdes dos meios MNM e L&A/K. A composi¢do basica desses

meios € apresentada a seguir:

dunnii de Santa Catarina. O isolado foi mantido por
subcultura em meio MNM e L&A/K soélido (1,5% agar) (Tabela 3.1), com repicagens

Tabela 3.1: Meios de cultura utilizados como base para os estudos de produgéo de
biomassa de P. microcarpus.

MNM L&A L&A/K
gLy &L gL

Glicose 10,0 30,0 10,0
Peptona - 10,0 3,33
Extrato de levedura - 2,0 0,67
Extrato de malte 3,0 - -
CaCl, 0,050 - -
NaCl 0,025 - -
NH4NO; - 3,0 1,0
(NH4),HPO,4 0,25 - -
KH,PO4 0,50 2,38 0,264
K,HPO, - 5,65 0,628
MgS0,.7H,0O 0,15 1,0 0,330
CuS0,4.5H,0 - 0,0064 0,0021
MnCL.4H,0 H4NO; - 0,0019 0,0004
ZnS04.7HO - 0,0015 0,0006
FeSO,.7H,0 - 0,0011 0,0005
FeCl; (solugiio 1%) 1,2 mL - -
Tiamina-HCl 100 ug - -
Relagdo C/N 50/1 51 5/1

3.2.1 Defini¢Ses dos meios de cultura e modificagdes estudadas:

MNM Meio de Melin-Norkrans Modificado (MARX, 1969), pH; 5,8;

MNM+xEL Meio MNM suplementado de x g/L. de extrato de levedura;

MNM-EM+EL Meio MNM com extrato de levedura no hugar do extrato de malte;

* Exceto quando indicado.
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MNM A/C Meio MNM tamponado com solugdo 0,1 M de acido citrico+acetato de
sodio (tampdo A/C) até pH indicado;

MNM A/C+EDTA Meio MNM tamponado com A/C, mais agente estabilizador dos ions
metalicos etileno diamino tetra acético;

MNM-+micro Meio MNM suplementado com 2 mL solugio de micronutrientes' por
litro de meio de cultura;

MNM-+vit Meio MNM suplementado com vitaminas A, C, E e complexo B;

L&A Meio utilizado por LITCHFIELD e ARTHUR, (1983);

L&A/K Meio L&A com modificagdes propostas por KUEK (1996);

L&AKM Meio utilizado por KUEK (1996) com k modificagdes propostas

neste trabalho.

3.2.2 Condigdes de cultivo

a Em frascos erlenmeyers estiaticos: em B.O.D. (Figura 3.2) com temperatura de 25

°C%1, na auséncia de luz. Frascos de 250 mL, com 25 mL de meio de cultura;
o Em frascos erlenmeyers agitadbs: na auséncia de luz, sem controle da

temperatura, rotagdo de 70 rpm. Frascos de 250 ml, com 30 mL de meio de cultura.

o Em biorreator: temperatura de 25,5 °C+1, na auséncia de luz, aerado com vazio de

0,8 NL.min'+0,2. Volume de meio de cultura: 2,3 L.

O ajuste de pH nos meios de cultivo foi realizado antes da esterilizagdo e,
dependendo do ensaio, com a solugio tampdo A/C ou HCI/NaOH 0,IN. Foram utilizados
potencidmetros padrdo de bancada.

Nas fermentagdes em biorreator, foram utilizados 0,2 mlL do antiespumante

propileno-glicol.

3.3 — Procedimentos de esterilizacao e desinfecg¢do

a A esterilizagdo foi feita em autoclave com temperatura de 121 °C;

t1 gL Na;M00,, 0,70 gL MnSO,.H0, 1,4 gL H;BOs, 0,04 gL' CuS0,.5H,0 € 0,12 g.L " ZnSO,.7TH,0
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o Os meios de cultura para placas e frascos foram esterilizados durante 20 minutos;

o Os meios de cultura em volumes de até 2,5 L para fermentagdes em biorreator

foram esterilizados durante 30 minutos;

o Todos os materiais assessorios para manipulagdo direta com o fungo foram
esterilizados no minimo 20 minutos; o biorreator construido em vidro borossilicato

foi esterilizado durante 60 minutos (Figura 3.1);

o O biorreator ficou em sala isolada, com ante-sala, de acesso restrito. A cada
fermentagéo, as salas foram desifectadas com solug@o de 0,2% hipoclorito de sodio
para remogdo de poeiras e sujeiras grosseiras e, em seguida, com luz ultra-violeta
(UV) durante um tempo minimo de 4 horas. Quando ocorria contaminagdo, o
biorreator passava por desinfec¢do com solugdo de hipoclorito de sédio € com luz
UV durante 24 horas. Também durante as fermentagdes, utilizou-se periodicamente

luz UV para desinfectar o ambiente.

o Os materiais contaminados durante os testes foram esterilizados durante 30 minutos

e descartados.

0 A manipulagdo do fungo foi realizada em capela de fluxo laminar, vistoriada
mensalmente (Figura 3.2).

Figura3.1. Biorreator airlift dentro de Figura 3.2. Vista geral das estufas de crescimento
autoclave para esterilizagdo (B.0.D.) e da capela de fluxo laminar.
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3.4 -Inoculos

O produto final das fermentacdes em biorreator ¢ a biomassa fingica que passa a
ser o indculo para testes de viabilidade e infectividade em plantas, ou o inéculo comercial
para inoculagdo das plantas em viveiros. Neste caso, trata-se do inoculante. Entretanto, o
indculo de que mais trataremos ao longo do texto, é aquele produzido para inocular o
proprio biorreator.

Esta questdo necessita de um pouco de atengdo, pois como os fungos
ectomicorrizicos crescem muito mais lentamente que bactérias e leveduras, demorando dias
para duplicar sua biomassa, a produgdo do indculo € um fator critico nesses estudos.

Os meios de cultura depois de esterilizados possuem uma quantidade de oxigénio
dissolvido extremamente baixa e, sem davida, os indculos deveriam ser cultivados em
condi¢des de aeragdo, ndo apenas com agitagdo, mas com a introdugdo de ar filtrado, e
como pré-indculos poderiam ser utilizados tapetes micelianos jovens (até 30 dias de idade),
fragmentados. Em nossos estudos, ndo foi possivel utilizar metodologias com aerag@o, por
isso, utilizaram-se discos de micélio-agar, que tendem a crescer na supeficie do liquido e
captam o oxigénio diretamente do ar.

A utilizagdo de inéculo inadequado a determinado tipo de processo pode
comprometer os resultados. Foi possivel perceber em diversos estudos da literatura, falhas
relacionadas com a questdo da aeragdo, onde geralmente € atribuido ao fungo ou ao meio a

sua baixa produtividade (BOOKER, 1980; OLIVEIRA ef al., 1988; SOUZA, 1996).

3.4.1 Produgdo do indculo para ensaios em frascos e em biorreator

Devido a limitagdes operacionais e variaveis impossiveis de controlar, com relagdo
as estratégias de aeragdio para produgdo de indculo, estabeleceu-se a metodologia que é
apresentada no esquema da Figura 3.3.
Para ensaios em frascos estaticos, foram utilizados discos de micélio-agar de 8
mm de didmetro obtidos de culturas jovens em meio solido, em placas. Foram utilizados 4 a
5 discos viaveis para inocular 25 mL de meio em frascos de 250 mL de volume (Figura
3.4).
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Para ensaios em biorreator, foram utilizadas suspensdes micelianas do fungo
cultivado em meio liquido em frascos, e fragmentado em meio fresco em liquidificador
durante 7 segundos. Utilizaram-se 300 mL de suspensdo para 2,5 L de meio de cultura.

Quanto ao tempo de fragmentagdo do micélio, a literatura apresenta valores na
faixa de 1 a 10 segundos (MAUPERIN et al. 1987; PRADELLA et al., 1991b; KUEK,
1996), e cada valor esta diretamente relacionado com os diferentes equipamentos utilizados.
Para o nosso estudo, o tempo de fragmentagdo adotado, de 6 a 7 segundos, foi estabelecido

através de ensaios preliminares [cf. 3.6.1 (b)].

2 A 3 DIAS DE INCUBACAO

PLACAS-MAES PARA CONFIRMACAO
25Tt 1 g (230 DIAS) FUM% 5Tt & VIABILIDADE
@ DISCO 8 G EsD
—— INOCULO
PARA FRASCOS FRASCOS
250mi
COM 25ml
MEIO
Mtca.xo
12 A 16 DIAS EM
B.0.D. 25 * 1
NO ESCURO

<‘?\ GMENTAcKo
EM MEIO NOVO

6 A7 Seg
(CAPELA FL)

mécun.o PARA
AIRLIFT
VI"BILID"DE 3 A 4 DIAS PARA
COM TTC CONFIRMAR g oy

mocuuc Ko VIABILIDADE

CAPELAF.L.
PLACAS DE

Figura 3.3. Técnica de preparagdo de indculo para cultivo de P. microcarpus em
frascos e em biorreator.
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1
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Figura 3.4. Tapetes micelianos de P. microcarpus obtidos em cultura estatica e utilizados
para produzir o indculo para fermentagfio em biorreator.

3.4.2 Inoculante para estudo em casa de vegetacio

Foi testado o micélio do fECM, isolado UFSC-Pt 116, produzido em biorreator
airlift, e preparado de duas maneiras: suspensdo miceliana em 4gua destilada, e micélio
encapsulado em gel de alginato de calcio (MAUPERIN ef al., 1987). A metodologia
utilizada no preparo do indculo esta representada na Figura 3.5. Todas as operagdes, desde
a coleta do micélio no biorreator até o encapsulamento, foram realizadas assepticamente,
pois do contririo, a contamina¢io com microrganismos de crescimento rapido ndo
permitiria observar o crescimento do fECM. Entretanto, para fins comerciais o
encapsulamento ndo necessita ser asséptico, pois a suspensdo miceliana deve estar isenta de
glicose e a inoculagdo se realiza em plantas e substrato ndo estéreis.

Os pellets de micélio (aproximadamente 9 g de biomassa fresca) foram
fragmentados em 250 mL de 4gua destilada durante 7 segundos, utilizando-se um
liquidificador industrial. Uma parte dessa suspensdo constituiu uma das formas testadas.
Igual volume da mesma suspensdo miceliana e de solugéo estéril de alginato de sédio (20
gL"), foram misturados em agitador magnético até homogeneizagio completa. Essa
mistura foi gotejada em uma solugdo 0,7 M de CaCl, para polimerizagdo e formagédo de
particulas de aproximadamente 4 mm de gel de alginato de célcio. O tempo necessario para
polimerizagdo completa dos pellets foi de 50 minutos. Os pellets foram testados quanto a
sua viabilidade em meio de cultura (MNM), em placas de Petri, e armazenados a 4 °C em
agua destilada em frascos.
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Figura 3.5. Metodologia utilizada para preparac@o de inoculante de P. microcarpus para
estudos em plantas sob condi¢des de casa de vegetagao.

3.5 — Descric¢io do biorreator empregado para produgio do inoculante

Um biorreator tipo airlifi com circulagdo externa, com volume util de 2,3 L (Figura
3.6), foi construido em vidro borossilicato (resistente a altas temperaturas), com base no
projeto de outro biorreator airlifi construido no ENGEBIO, mas com capacidade para 6,5 L
(PEDRINI, 1997). O biorreator de menor tamanho permitiu maior flexibilidade (menos
consumo de meio de cultura e quantidades menores de indculo) e foi redimensionado para
ser colocado numa autoclave existente no MIP, pois a temperatura de esterilizagdo do

biorreator de 6,5 L ficava limitada a 100 °C. O dispersor do ar comprimido foi uma pedra
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porosa. Um rotimetro de 0 a 1,2 NL.min" foi utilizado para medir a vazio de ar, ¢ um
banho termostatizado foi utilizado para controlar a temperatura do meio de cultivo através
de um trocador de calor no downcomer. O ar de entrada foi filtrado utilizando-se filtro de ar
MILLEX® @=0,2 pm da Millipore®, e o ar de saida passava por dispositivo com filtro de
algoddo, para evitar que eventuais refluxos contaminassem o cultivo. Na Figura 3.6,

também € possivel observar a simplicidade de construg@o do biorreator.

CONDENSADOR

TERMOMETRO

FILTRO DE
DA DE AR

TROCADOR
|| 0E CALOR

DOWNCOMER

e

roraveto /
eSS0 0 T ai

(a) (b)
Figura 3.6. Fotografia do biorreator airlifi com circulag@o externa (a); e esquema do
biorreator com as medidas de projeto (b).

3.6 — Estudos experimentais

3.6.1 Estudos preliminares

a) Informagdes preliminares de cultivo e correlagdo com a biomassa:

Existe uma grande dificuldade de se estabelecerem as curvas de biomassa em

cultivos de fungos filamentosos, devido aos aglomerados de hifas e sua distribuigdo
desuniforme no meio de cultura (PROSSER e TOUGH, 1991). Ensaios iniciais (em frascos
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estaticos e agitados) tiveram como objetivo verificar a existéncia de correlagdo entre
biomassa e os pigmentos liberados pelo fungo no meio de cultivo, e entre a biomassa e a
condutividade elétrica do meio (BALLICA et al., 1993; KWOK et al., 1992). Observou-se,
também, a variagdo do pH, consumo da fonte de carbono e condi¢gdes de cultivo
(temperatura, aera¢do, luminosidade, quantidade e forma do inéculo e os volumes de meio),

para posteriormente definirem-se 0s novos ensaios.

b) Formas de preparo do in6culo:

Nos estudos preliminares foram testadas diversas técnicas de producgdo do inéculo

para as fermenta¢Ges em biorreator:

o utilizando-se discos de micélio como pré-indculos;

a utilizando-se suspensdes micelianas como pré-inculos.

o,
0.0

fragmentando-se o micélio cultivado em meio sélido;

*.
L 004

fragmentando-se micélio cultivado em meio liquido.

m fragmentando-se o micélio com fragmentador Ultra-Turrax®;

= fragmentando-se o micélio com liquidificador industrial.

Nesta etapa preliminar, também introduziram-se as seguintes melhorias no

biorreator:

o dispositivo na saida de ar (pequeno reservatorio mais filtro de ar de algoddo) que
evita pressurizagdo do biorreator em caso de geragdo excessiva de espuma;

o sistema de umidificagdo do ar comprimido utilizado na aerag@o, evitando perdas da
ordem de 1% ao dia da d4gua do meio de cultura;

o reposicionamento do filtro de ar de entrada, evitando que refluxos de meio o
danificassem;

o coletor de amostra com dispositivo para coleta com suc¢do por émbulo, evitando-se
entupimentos, possibilitando amostras mais homogéneas e volumes mais precisos,

com menor risco de contaminagdo.
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3.6.2 Efeito da composi¢do do meio de cultura no crescimento de P. microcarpus

Devido a falta de estudos fisiologicos dos isolados de fECM de interesse comercial,
e a dificuldade do fungo modelo crescer no meio tradicional MNM observada nos ensaios
preliminares, foram testadas diversas modificagcdes nos dois meios de base (item 3.2.1),
com o objetivo de compreender alguns requerimentos nutricionais, detectar algum possivel
inibidor e, também, algum fator indutor de crescimento. Os ensaios foram realizados em
meio liquido em frascos estéticos, sob condi¢des controladas de temperatura a 25 °C, em
incubadora B.0.D. Foram realizadas medidas de pH, massa seca, e glicose residual no final

dos cultivos (10 e 25 dias num experimento e 12 dias para outro experimento).

3.6.3 Simplificagdo do meio de cultura utilizando Planejamento Fatorial

Na composi¢do que forneceu os melhores resultados de produgdo de biomassa (cf.
resultados do item 3.6.2), foram realizadas novas modificagdes utilizando a técnica de
planejamento fatorial (BOX et al., 1978), com oito ensaios em triplicata para cada
experimento, objetivando-se simplificar o meio de cultura, reduzindo-se os custos sem

prejuizo dos rendimentos ja observados.

Foram realizados trés experimentos, com ensaios montados aleatoriamente:

a) Experimento 1: Considerando os custos dos componentes do meio, foi estudado a
influéncia das seguintes variaveis independentes, na conversdo de nutrientes em
biomassa:

o concentragdo (g.L ™) de Glicose (G);
a concentragdo (g.L™") de Peptona bacteriolégica (P);

a concentragdo (g.L") de Extrato de Levedura (EL).

Como resposta, relacionando o grau de transformagdo de glicose em biomassa

foram obtidos valores para a variavel dependente Zx;s, definida como:

Zys(gg)= % 3.1)

0
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Onde: X¢= biomassa final (g.L™");
S, = concentragio inicial de glicose (g.L™");

Esta definicdo para a resposta foi necessaria, para substituir a defini¢do
convencional de conversdo Yxs (Equagdo 3.6), pois houve ensaios com glicose residual
alta (devido a inibi¢do no crescimento relacionada com varidveis do tratamento em questdo)
e, conseqiientemente, pouca biomassa produzida. Entretanto, a pequena quantidade de
glicose consumida, forneceria um bom valor de conversdo, se calculada pela definicdo Yxs.
Neste estudo, a resposta mais adequada ¢ aquela que representa a melhor producédo de
biomassa, mas nio poderia ser a propria medida de biomassa, pois o substrato limitante (no
caso a glicose) € uma das variaveis estudadas.

No algoritmo para céalculo dos efeitos, os verdadeiros niveis dos fatores sdo
substituidos por valores codificados das variaveis originais (+1 e —1). A apresentagdo dos
dados de entrada nas Tabelas 3.2, 3.3 e 3.4 foi feita de acordo com BOX et al. (1978), para
facilitar o uso de programas estatisticos.

Na Tabela 3.2 apresenta-se o primeiro planejamento fatorial, onde G, P; e EL;
representam os valores das variaveis codificadas pelas equagdes 3.2. Para simplificagdo,
também se apresentam as respostas Zx;s , que fornecerdo os resultados dos calculos dos

efeitos que serdo discutidos no préximo capitulo.

_ Glicose —12 P Peptona — 2,5

: : EL, = Ext.Lev.— 0,51

Gl
0,8 0,16

(3.2)

Tabela 3.2: Planejamento fatorial mostranto as varidveis estudadas com seus respectivos
niveis codificados, e as respostas obtidas do Experimento 1 em cultivo estitico de P.
microcarpus em meio base L&A/K, na temperatura de 25 +1 °C.

Variaveis independentes

o 1 Niveis codificados das variaveis
(niveisem g.L.7)

ensaio Glicose Peptona Ext. Lev. Gy P, EL,;
1 10 1,7 0,35 -1 -1 -1
2 14 1.7 0,35 +1 -1 -1
3 10 3,3 0,35 -1 +1 -1
4 14 3,3 0,35 +1 +1 -1
5 10 1,7 0,67 -1 -1 +1
6 14 1,7 0,67 +1 -1 +1
i 10 3,3 0,67 =1 +1 +1
8 14 3.3 0,67 +1 +1 +1

(1) dados do Experimento 1.
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b) Experimento 2: Em fungio dos resultados do primeiro experimento, ampliou-se o nivel
da variavel extrato de levedura no segundo planejamento para confirmar seus efeitos, os
quais foram contraditérios em relagdo aos apresentados na literatura (OLIVEIRA et
al.,1989; PRADELLA et al. 1991a,b).

Na Tabela 3.3 apresenta-se o segundo planejamento fatorial, onde G,, P, e EL,

representam os valores das varidveis codificadas pelas equagdes:

_ Glicose —12 P - Peptona — 2,5 EL, = Ext.Lev.— 0,7

G
: 2 2 0,8 0,3

(3.3)

Tabela 3.3: Plancjamento fatorial mostranto as varidveis estudadas com seus respectivos
niveis codificados, e as respostas obtidas do Experimento 2 em cultivo cultivo estatico de
P. microcarpus em meio base L&A/K, na temperatura de 25 +1 °C.

Variaveis independentes

. -1 Niveis codificados das variaveis
(niveis e g.L7)

ensaios Glicose Peptona Ext. Lev. G, P, EL,
1 10 1,7 0,4 -1 -1 -1
2 14 1,7 0,4 +1 -1 -1
3 10 3,3 0,4 -1 +1 -1
4 14 3.3 0,4 +1 +1 -1
3 10 1,7 1,0 -1 -1 +1
6 14 1.7 1,0 +1 -1 +1
7 10 3,3 1,0 -1 +1 +1
8 14 3,3 1,0 +1 +1 +1

(2) dados do Experimento 2.

c) Experimento 3: No terceiro planejamento fatorial, a peptona bacteriologica foi
substituida por Peptona de Soja e o extrato de levedura foi substituido por Extrato de
Malte. Novos niveis foram estabelecidos e, na Tabela 3.4 apresentam-se os resultados do
planejamento fatorial, onde Gs, PS e EM representam os valores das varidveis codificadas

pelas equagdes:

_ Glicose —12 PS — Pep.Soja —2.5 EM - Ext.Malte —1,5

G3
2 2,5 15

(3.4)
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e Yxs representa a conversdo de substrato em biomassa definida pela Equagdo 3.5 (item
3.7.2). A variavel glicose, se analisada pela definicdo Zx;s (Equagéo 3.1), apresentaria
efeitos negativos, e seria um equivoco provocado por outra variavel ndo considerada no
estudo: o pH. Neste planejamento (Experimento 3), os niveis minimos para peptona de soja
e extrato de malte foram zero, pois interessava verificar se o isolado necessitava realmente
dos componentes orginicos. Esses componentes exercem um certo tamponamento no pH
do meio, e sua auséncia nos ensaios 1 ¢ 2 provocou uma queda muito brusca do pH,
gerando um efeito negativo da glicose segundo a definicdo de Zxss, que desconsidera a
glicose residual. Entdo, como resposta para este experimento, foi mais adequada a definigdo

Yxs.

Tabela 3.4: Planejamento fatorial mostranto as varidveis estudadas com seus respectivos
niveis codificados, € as respostas obtidas do Experimento 3 em cultivo estatico de P.
microcarpus em meio base L&A/K, na temperatura de 25 +1 °C.

Variaveis independentes

L. 1 Niveis codificados das variaveis
(niveis em g.L.™)

ensaio Glicose Pep. Soja  Ext. Malte G3 PS EM
1 10 0,0 0,0 -1 -1 -1
2 14 0,0 0,0 +1 -1 -1
3 10 5,0 0,0 -1 +1 -1
4 14 5,0 0,0 +1 +1 -1
5 10 0,0 3,0 -1 -1 +1
6 14 0,0 3,0 +] -1 +1
7 10 5,0 3,0 -1 +1 +1
8 14 5,0 3,0 +1 +1 +1

(3) dados do Experimento 3.

De posse das respostas dos planejamentos fatoriais, poder-se-ia, também, escrever
um modelo linear para descrever a dependéncia da conversdo de substrato em biomassa em
relagdo a alguma das variaveis estudadas. Este modelo poderia ser construido através de
analise de regressdo por minimos quadrados. Deve-se salientar que planejamentos em
apenas dois niveis constituem apenas uma etapa inicial das investigagdes, podendo um
modelo linear ser até incorreto. Para saber mais a respeito das superficies de resposta que
serdo apresentadas no proximo capitulo (por exemplo, concentragdes Otimas para as

variaveis analisadas), seria necessario realizar experimentos em maior nimero de niveis,
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como os planejamentos em "estrela" (BARROS NETO et al.,1996). Os planejamentos

fatoriais apresentados anteriormente sdo etapas de um processo de otimizacgo.

3.6.4 Determinagdo de pardmetros cinéticos para crescimento de P. microcarpus em

cultura estatica

Um ensaio foi realizado para obtengdo dos parametros cinéticos dentro das
condi¢des de cultivo mais utilizadas neste trabalho (frascos estaticos, item 3.2.2). O fungo
foi inoculado na forma de discos de micélio em meio L&A/K liquido, e os dados de matéria
seca, pH e glicose residual foram obtidos ao longo de 10 dias de cultivo, sendo as amostras

destrutivas e em duplicata.

3.6.5 Ensaios em biorreator e estudos cinéticos da produg¢do de inoculante de P.

microcarpus

O fungo foi cultivado em biorreator airlift com circulagdo externa, nas condigdes
descritas no item 3.2.2, e utilizando-se meios com base no L&A/K. O controle da pureza da
cultura, com relagdo a presenga de microrganismos contaminantes, foi realizado através da
observagdo de amostras em microscopio 6tico. A coloragdo, aspecto e presenga de grampos

de conex@o nas hifas do fungo, foram informagdes utilizadas nesse controle.

3.6.6 Estudo da viabilidade do inoculante produzido em biorreator em plantas
3.6.6.1 Obtengdo das plantas

As sementes de E. dumnii foram previamente desinfetadas em élcool (70%) e
germinadas em uma solugéio ndo estéril de CaS04.2H,0 (0,068 g.L™"), H3B0s (0,168 gL Me
glicose (2 g.L'"), pH 5,7. A germinag¢iio ocorreu sob agitagio durante 3 dias. Apés esse
periodo, foram retiradas da solugdo, lavadas em 4agua destilada e transferidas para o

substrato de plantio.
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3.6.6.2 Substrato de plantio e inoculagéo

O substrato de plantio foi constituido de uma mistura de composto agricola* e
vermiculita (30:70, v/v) previamente esterilizado (121 °C e 60 min), e distribuido em
tubetes cOnicos de plastico com 90 ml de volume. A esse substrato foi incorporado adubo
de liberagdo lenta (Nutricote®, 0,25 g/tubete) com baixo teor de fosforo, com a seguinte
composi¢do em nutrientes: 14-8-8 (N-P-K) e 2% de MgO, 0,15% de Fe, 0,06% de Mn,
0,05% Cu, 0,02% B, 0,02% Mo e 0,015% Zn. Apds a distribuigdo nos tubetes e
umidificagdo com agua destilada, foi efetuado o plantio na propor¢do de 4-5 sementes pré-
germinadas por tubete, colocadas cerca de 1 cm abaixo da superficie do substrato.

O in6culo foi testado em duas formas: suspensdo de micélio fragmentado em agua
destilada e esterilizada, e micélio encapsulado em gel de alginato de célcio (item 3.4.2). As
proporg¢des utilizadas foram: 1, 2 € 3 mL e 1, 3 e 5 pellets respectivamente por tubete,
aplicado em cova a 1 cm de profundidade juntamente com as sementes. Apds 2 semanas,

foi feito o desbaste deixando-se somente 1 planta por tubete (Figura 3.7).

INOCULOS (30 DIAS) GERMINACAO

SEMENTES
3 bIAS

25%3%

i4 2

/ T,
CRESCIMENTO EuD LEVANTAMENTO —— { /
90 DIAS /
MICORRIZACAO
H )

Figura 3.7: Metodologia de aplicagdo do inoculante ectomicorrizico em plantas
de E. dunnii.

* Produto preparado com casca de pinus, marca MECPLANT, fabricado por WOLFF KLABIN-PR
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Foram feitas 8 repeticdes (plantas) por tratamento, perfazendo um total de 56
plantas (Figura 3.8).

Figura 3.8. Plantas de Fucalyptus dunnii inoculadas com P. microcarpus com 22 dias de
idade, sob condigdes de casa de vegetagdo.

3.6.6.3 Condig¢des experimentais e coleta dos dados

As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo sob condi¢cdes controladas de
temperatura (25 °C+3). A umidade do substrato foi assegurada pela adi¢@o didria de agua
destilada. Apdés 90 dias, as plantas foram retiradas dos tubetes e o sistema radicular
separado da parte aérea. Em seguida, foi colocado em solugdo salina (0,85% NaCl) e

utilizado para verificar a ocorréncia de colonizagdo ectomicorrizica.

3.7 Métodos analiticos

3.7.1 Obtengdo de amostras de cultura de P. microcarpus

Para os cultivos realizados em frascos, foram utilizadas amostras destrutivas
compostas pelo contetido total dos frascos, em duplicatas e triplicatas. Em alguns casos,
foram retiradas aliquotas assepticamente para determina¢do do pH e da glicose residual.
Para cultivos em biorreator, duas amostras de aproximadamente 25 mL foram retiradas no
instante zero, para determina¢do da biomassa inicial (Xy), e as demais amostras foram

coletadas com volumes de aproximadamente 7 mL, em periodos que variaram de 12 a 26
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horas, para determinagdo de pH e glicose residual. Um pequeno volume sempre foi
desprezado antes da amostragem para limpar o meio de cultura estagnado no trajeto do

dosador.

3.7.2 Determinag¢do da biomassa em cultura liquida de P. microcarpus

Para os cultivos realizados em frascos erlenmeyers, nas condi¢des descritas no item
3.2.2, a concentra¢do celular foi determinada através da massa seca: amostras de volume
conhecido foram filtradas em papel filtro (secados a 75 °C durante 48 horas e pesados
previamente), lavadas com iguais volumes de agua destilada e secadas a 75 °C até peso
constante (48 horas). A massa seca foi, entdo, determinada pela diferenga de peso.

Para as fermentag¢des no biorreator, ndo foi possivel medir a massa seca diretamente

nas amostras e, na falta de correlagdo, foi utilizada a seguinte alternativa:

o Desde que as condigbes ndo sejam alteradas significativamente ao longo de um
cultivo, a conversdo Yxs deve se manter constante. Isso permite calcular os valores
de biomassa (X) a partir de um dado valor inicial (X, por exemplo), desde que se
conhega o correspondente consumo de substrato em um dado periodo de tempo e,

obviamente, o valor de Yxs (NETTO, 1999).

Esta possibilidade ¢ particulamente interessante para os casos de dificil acesso aos
valores de X, como € o caso de fungos filamentosos, € também em processos de tratamento
de residuos.

Equacionando a defini¢do de conversdo, Equacdo 3.6, temos:

dX

x5 = 4g ou, X=Xo+ YxsSo— YxssS (3.5)

Onde: X = concentragiio de biomassa ao longo do cultivo (g.L™);
Xo= concentragdo inicial de biomassa (g.L™);
S = concentragdo de glicose ao longo do cultivo (g.L™);

S¢= concentragdo inicial de glicose (g.L™).
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De posse dos valores de Xo, X Sy e S¢, determinou-se o valor da conversdo Yxss.
Entdo, com os valores de Yxs, Xo, So €, os valores S ao longo do cultivo, utilizando a

Equagdo 3.5, determinaram-se os valores da biomassa durante o cultivo.

3.7.3 Determinagdo da biomassa viavel em suspensdo miceliana de P. microcarpus

Para determinar a biomassa inicial (Xo) de P. microcarpus nas fermentagdes no
airlift, foi necessério corrigir a biomassa obtida através da massa seca, pois o indculo
produzido através da fragmentagdo do micélio perde parte de sua viabilidade devido aos
danos causados pelas laminas do fragmentador em alta velocidade [cf. item 4.1 (b)]. Assim,
foi fundamental corrigir os valores da biomassa inicial para estimar, com maior precisdo, os
dados de crescimento e calcular os pardmetros cinéticos.

A viabilidade do material fragmentado foi determinada por meio de coloragdo com
Cloreto de Trifenil Tetrazolium (CTT) (BENSON, 1994). A atividade da desidrogenase de
células vidveis reduz o CTT a um produto vermelho (conhecido como vermelho de
tetrazolium), que pode ser medido por espectrofotometria. Para isso, adicionaram-se 3 mL
do reagente CTT (6 gL' de CTT em 0,05 M Na,HPO,/KH,PO, tamponado em pH 7,4 +
0,5 mL.L" de Tween 80) a 50-100 mg de micélio em tubos de 20 mL de capacidade,
retirado das bordas de colonias obtidas em meio MNM soélidos (7 — 8 dias). Em seguida,
infiltrou-se o reagente sob vacuo por 10-15 minutos, e incubaram-se as amostras a 28 °C
durante a noite — estes foram considerados padrdes com 100% de viabilidade.

Em conjunto, repetiu-se o procedimento descrito acima, substituindo-se o micélio
jovem obtido em meio s6lido, por micélio fragmentado em liquidificador industrial, obtido
através da metodologia ja descrita no item 3.4.1. No dia seguinte, foram adicionados 7 mL
de etanol (95%) por tubo e foi extraido o complexo avermelhado formado, fervendo-se em
banho-maria por 4 minutos. As amostras de micélio foram filtradas em papel filtro, lavadas
e secadas a 75 °C durante 48 horas para determinar a matéria seca. A absorbancia do
complexo avermelhado foi determinada a 490 nm. Os valores das amostras fragmentadas
foram confrontadas com os valores padrdo e a viabilidade foi expressa em g de micélio

vidvel.g de matéria seca™.
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3.7.4 Determinag@o da concentragfo de glicose em cultivo de P. microcarpus

A concentragdo de glicose das amostras de cultivo de P. microcarpus foi
determinada pelo método enzimatico GOD fundamentado na classica rea¢do de Trinder
(TRINDER, 1969) envolvendo a oxidagdo da D-glicose, pela glicose oxidase, a acido
gluconico e perdxido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio, na presenga da peroxidase,
reage com o hidroxibenzoato de sédio e 4-amino-fenazona para formar o complexo-
quinona. A intensidade da cor formada € proporcional & concentragio da glicose na
amostra, podendo ser medida por espectrofotometria.

Foram utilizados "kit"-testes comerciais EnzColor® da Biodiagnéstica Indistria

Quimica Clinica Ltda, e a absorbancia foi determinada a 500 nm.

3.8 Determinagiio de parametros cinéticos
3.8.1 Conversdo de substrato em biomassa

A conversdo de substrato em biomassa, € definida da seguinte forma:

Y5 = (3.6)

Onde: Xo= concentragdo inicial de biomassa (g.L™);
S¢= concentraggo inicial de glicose (g.L™).
X = concentragdo de biomassa ao longo do cultivo (g.L™")

S = concentrago de glicose ao longo do cultivo (g.L™")

Representando-se os dados em um grafico X=f(S), o coeficiente angular da tangente
a curva em qualquer instante é Yy A definicdo desta grandeza é de grande utilidade,
principalmente pela dificuldade em determinar a curva de biomassa diretamente, pois desde
que as condi¢des ndo sejam alteradas significativamente ao longo do cultivo, Yxss deve ser
constante. Neste caso, pode-se calcular os valores de X a partir de um dado valor inicial,
desde que se conhega o consumo de substrato e o valor a ser assumido por Yxss, que neste

estudo considerou-se o valor da conversdo global Y xss, Equacgéo 3.6.
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Yy = (3.7)

Onde: X¢= concentragfo final de biomassa (g.L'™");
S¢= concentragdo final de glicose (g.L™);

3.8.2 Velocidade especifica de crescimento miceliano

Dispondo do conjunto de dados experimentais S em fungdo do tempo pode-se,
determinar a velocidade de consumo do substrato, a qualquer instante da fase de

crescimento, através do coeficiente angular da tangente a curva:

_—dS

=— (3.8)

Esta velocidade €, no entanto, fungdo da quantidade de micélio presente, ou seja,
podem-se ter altos valores para rg em virtude de no sistema existirem altos valores de X,
que é o responsavel pelo fendmeno bioldgico de crescimento (NETTO, 1999). Por esta
raz3o, o estado em que se encontra o sistema é melhor definido pela velocidade especifica

de consumo do substrato e, do mesmo modo, a velocidade especifica de crescimento das
hifas:

Assim,
-1 dS
=\ e’ 3.9
Hs X dt (3.9)
1 dX
=—,— 3.10
Mx X dt ( )

As velocidades especificas representam as velocidades anteriormente definidas por
unidade de concentragiio celular, e tém como dimensdo [tempo™'], desde que S e X estejam
expressas em gL'. Ao representar a fase de crescimento exponencial em gréfico

semilogaritmico, os dados experimentais devem se alinhar. Entdo, representando dados em



3. Material e métodos 46

um grafico In(X)=f{(t), os coeficientes angulares das tangentes a curva em qualquer instante

seriam;

= Hy (3.11)

Assim, durante a fase exponencial, p € constante e apresenta seu valor maximo
(um'). Desta forma, quando a biomassa estiver aumentando exponencialmente temos,

segundo a integra¢do da Equacéo 3.9, considerando px = cte. = pum:

X = Xo; . e*mt? (3.12)

Sendo: X,; = biomassa no inicio da fase exponencial (g.L™)
t; = tempo inicial = 0

Reescrevendo a equagdo acima:
InX = InXo; + pm.t (3.13)

Assim, podemos também obter o tempo necessério para duplicar Xo;:
top = — (3.14)

3.8.3 Produtividade total
A produtividade total é definida da seguinte forma:

— X —X,)

3 (3.15)

P

Onde: X, = biomassa no inicio do cultivo (g.L™);
X¢= biomassa final obtida (g.L™");
te= tempo gasto durante o cultivo (dia)
Puoar: (.17 .dia™).

§ Obs.: O valor de pix ¢ 0 méximo para as condigdes do experimento, o que ndo implica que seja 0 méximo
para o microrganismo.
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3.9 Anailises estatisticas
3.9.1 Planejamentos fatoriais

Os dados dos planejamentos fatoriais, foram analisados através da Andlise de
Projeto Fatorial com fatores em dois niveis (BOX er al, 1978), utilizando o programa
Statistica® (StatSoft™). Determinou-se o efeito das varidveis concentragdo de glicose,
extrato de levedura, extrato de malte e peptona, na producdo de biomassa e avaliou-se sua

significincia estatistica através do teste t e nivel p.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Estudos preliminares
a) Informagdes preliminares de cultivo e correlagdo com a biomassa:

Nos cultivos em frascos, percebeu-se que a oxigenagdo € muito limitada, e sob
agitacdo, o micélio ficava molhado, compactava-se e submergia, dificultando ainda mais a
transferéncia de oxigénio para as células, além de sofrer efeitos maiores do abaixamento do
pH, devido ao maior contato entre as hifas e o liquido. Este efeito foi significativo para o
caso de inoculo fragmentado e utilizado na forma de suspensdo miceliana em cultivos
estaticos, pois os fragmentos ficavam umedecidos, adquirindo uma densidade maior que a
do meio e submergiam. Isto ocorreu menos quando se utilizaram discos de micélio, onde a
trama de hifas funcionou como uma boéia na superficie liquida do meio.

Sob condigdes de agitagdo (70 rpm) e sem controle da temperatura, utilizando-se o
meio MNM, a produgdo de biomassa foi de 2,0 g.L'l, a conversdo de substrato em biomassa
da ordem de 0,31 g.g”" e a velocidade especifica maxima de 0,11 dia™”. O tempo de cultivo
foi de mais de 3 semanas, com queda acentuada de pH, até cerca de 2,5. A Figura 4.1
representa as curvas de produgdo de biomassa, consumo de glicose e pH, referente a estes
resultados, onde se percebe a limitagdo de crescimento, tipicamente provocada por algum
substrato fornecido a uma velocidade constante.

O fungo cresceu na forma de pellets densos e esféricos devido a agitagcdo. Como
esta forma de aeragdo ¢ muito ineficiente e, somando-se esta ineficiéncia com as
resisténcias ao transporte de oxigénio provocadas pelos proprios pellets, possivelmente o
substrato limitante foi o oxigénio. Refor¢ando esta hipétese, o meio sendo complexo
continha micro-elementos essenciais ao crescimento. J& o pH estabilizou quando somente

metade da biomassa havia sido produzida, sugerindo que este fator ndo teve efeito

.....
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Figura 4.1. Consumo de glicose, produg@o de biomassa e variagdo do pH, em cultura de P.
microcarpus sob condi¢des de agitacdo (70 rpm) em meio MNM, sem controle
da temperatura.

Cabe salientar que a presenga de correlagdo entre a condutividade elétrica com a
producdo de biomassa apresentou elevada dependéncia com o pH. Percebe-se nas Figuras
4.2 e 4.3b, que a condutividade elétrica mantém um comportamento similar & concentragéo
de biomassa somente enquanto o pH esteve acima de 2,5 nos primeiros 15 dias de cultivo.
Quando o pH comega a ser tamponado pelas préprias condicdes do meio, com a remogdo

dos prétons o padrdo de condutividade se altera significativamente.
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Figura 4.2. Produgdo de pigmentos e condutividade elétrica (em mili Siemens), em cultura
de P. microcarpus sob condigdes de agitagdo (70 rpm) em meio MNM, sem
controle da temperatura.
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Entretanto, curva do indice de absorbancia (relacionada com os pigmentos liberados
no meio de cultura) apresentou uma correlagdo mais adequada com a variagdo da biomassa,
podendo vir a ser uma ferramenta alternativa para medida de biomassa em estudos com
fungos ectomicorrizicos (Figura 4.3a). Neste trabalho, esta correlagdo ndo foi utilizada, pois
houve precipitagdo dos pigmentos no biorreator, provocada pelo abaixamento do pH,
alterando o padrdo da correlagdo. Através de um teste com uma amostra do extrato,
adicionando-se uma base, os pigmentos voltaram a se dissolver no meio, demonstrando ser

o pH a causa da precipitagdo dos pigmentos.
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Figura 4.3. Correlagdo entre biomassa e pigmentos liberados no meio (a), e entre biomassa
e condutividade elétrica (b), em cultura de P. microcarpus sob condi¢cdes de
agitacdo (70 rpm), sem controle de temperatura.

Em cultura estatica com meio liquido, o fungo cresceu na forma de tapetes miceliais
na superficie do meio de cultura (meio MNM). As hifas espalharam-se espacialmente para
captar o oxigénio disponivel no ar do interior do frasco. E nas condigdes de incubagéo (item
3.2.2), no escuro e onde foi possivel controlar a temperatura, a biomassa cresceu mais
rapidamente do que nas condigdes de agitagdo estudadas. Entretanto, surgiu a necessidade
de um estudo de meios e de formas de tamponamento, devido a dificuldade de se exaurirem

as fontes de carbono.

b) Formas de preparo do inéculo:

O objetivo da fragmentagdo € a homogeinizagdo do micélio, que proporciona um

grande numero de particulas micelianas € um grande nimero de pontos de crescimento
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(STANBURY et al, 1995), mas por outro lado, parte de sua viabilidade ¢ perdida, devido
aos danos provocados pelas ldminas do homogeneizador. Em sintese, suspensdes
micelianas foram adequadas apenas em processos aerados, conforme ja foi discutido no
item (a). A utilizagdo de micélio cultivado em meio sélido aumentou os riscos de
contaminagfo e dificultou a medida da biomassa inicial (Xo), pela presenca de residuos de
dgar nas amostras. O grau de fragmentagéo do micélio deve ser avaliado para cada tipo de
homogeneizador utilizado, pois depende muito do tipo de limina e velocidade (rpm) do
aparelho.

Por essas razdes, utilizaram-se nos estudos posteriores discos de micélio obtidos em
meio s6lido, para inocular o meio liquido em cultura estatica. O micélio obtido em meio
liquido em cultura estdtica, e fragmentado em liquidificador industrial, para inocular o
biorreator. Foi estabelecido o tempo de fragmentagdo de 6-7 segundos, pois foi aquele que
permitiu produgdo de particulas menores que 3 mm e ainda vidveis (Figura 4.4).
Fragmentos maiores provocaram problemas de entupimento no coletor de amostra do

biorreator, além de reduzir o nimero de pontos de crescimento.

@ (b)
Figura 4.4. Aspecto do micélio fragmentado de P. microcarpus, utilizado na forma de

suspensdo miceliana para inocular o airlift (a); Fragmentos viaveis (b).
(aumento de 60 x)

4.1.1 Determinagdo da biomassa vidvel em suspensdo miceliana de P. microcarpus

Os ensaios para determinar a biomassa vidvel dos inéculos, preparados através de
fragmentagdo de micélio de cultura estitica em meio liquido (item 3.7.3), permitiram
quantificar os danos causados ao micélio do fungo pelas ldminas do homogeinizador.
Apenas 56,86% da biomassa apresentaram-se viaveis apos a fragmentagéo.
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Este valor foi aplicado sobre a biomassa seca das amostras iniciais dos ensaios em
biorreator, para determinar com mais precisdo o valor de X, responsavel pelo processo
biolégico.

Neste ponto, é importante perceber o quanto a metodologia de preparo de inéculo
precisa evoluir, principalmente para aplicagdo em processos industriais. E necessario
aplicar esforgos no sentido de desenvolver uma tecnologia de preparo de in6culo para
fungos ectomicorrizicos onde ndo seja necessdria a etapa de fragmentagéo, visto o quanto

sdo prejudiciais ao material biologico as forgas cisalhantes das ldminas do fragmentador.

4.2 - Estudo sobre o efeito da composi¢cio do meio de cultura no crescimento de P.

microcarpus

Em fun¢do dos ensaios serem destrutivos e demorados, ndo foi possivel construir
curvas tradicionais de cultivo para se avaliar um grande nimero de fatores, sendo avaliado
apenas o resultado final de biomassa e conversdo global; ndo foi possivel determinar a
velocidade de crescimento nestes estudos. As modificacdes testadas, utilizando o meio

MNM como base, e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1:Biomassa de P. microcarpus, glicose residual, pH e conversdo (Yxss), ao final
de 10 e 25 dias de cultivo em cultura estatica, sob condi¢des controladas de
temperatura a 25 +1°C, em diversas modificagdes do meio MNM.

10 dias de cultivo 25 dias de cultivo
. . ’ C/N Biom. Glic. res. Biom. Glic res.

Ensaio Variagdes de meios (&) (g.L'l) (g.L") pHs Ywxs (g.L'l) (g.L") pHr  Yxs
1 MNM-+micro 50/t 2,15 7,23 308 045 3,64 1,32 291 034
2 MNM+3EL 5,6/1 1,68 7,10 473 034 3,84 1,18 3,97 035
3 MNM-3EM+3EL 4,5/1 0,88 10,20 486 049 4,34 0,55 3,48 0,38
4 MNM A/C 50/1 2,27 8,00 393 0,57 4,50 1,60 3,23 043
5 MNM A/C 5G* 30/1 1,96 3,42 425 0,76 281 0,06 2,87 047
6 MNM A/C 0,62N* 20/1 3,52 7,00 495 0,70 5,02 1,20 3,16 0,46
7 MNM 5G* 30/1 145 2,92 348 047 252 0,06 3,39 042
8 MNM A/C+micro 50/1 2,09 8,00 456 0,52 3,72 1,51 347 035
9 MNMA/C 7,5G*+EDTA 40/1 0,72 7,16 422 0,54 1,14 4,07 4,50 0,23
10 MNM 0,31N* 40/1 1,60 8,00 288 040 3,19 1,06 2,73 0,29

11 MNM(MARX,1969) 50/1 147 850 307 042 448 1,56 284 043

* (xG = x g.L" de glicose; yN =y g.L"' (NH,),HPO,)
pH; = 5,8 antes da autoclavagem.
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As Figuras 4.5 e 4.6 mostram os resultados apés 10 e 25 dias de cultivo,
respectivamente. Aos 10 dias de cultivo, nenhum tratamento foi eficiente na exaustdo da
glicose, e aos 25 dias a maioria dos tratamentos ainda continha altos valores de glicose
residual. Entretanto, o ensaio 6 (MNM A/C 0,62N), tamponado e com baixa relagdo C/N,

apresentou o melhor desempenho em conversdo € uma produgéo de biomassa bastante
significativa (5 g.L™).

12,0 4 m biomassa @O glicose res. O pHf

10,0 - ]

8,0 -

6,0 -
40

2,0

Figura 4.5. Biomassa (g.L™"), glicose residual (g.L"') e pH ao final de 10 dias de cultivo de
P microcarpus, sob condi¢des estaticas a 25 °C, para as diversas modificagdes
de meio de cultura.

12,0 4 LI biomassa @O glicose res. O pHf
10,0 -

Figura 4.6. Biomassa (g.L™"), glicose residual (g.L") e pH ao final de 25 dias de cultivo de
P microcarpus, sob condi¢des estaticas a 25 °C, para as diversas modificagdes
de meio de cultura.

Por outro lado, a presenga de glicose residual e o tempo de cultivo de 25 dias ou mais,

mostraram-se insatisfatérios para o interesse do projeto, pois a glicose residual representa
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um risco de contamina¢do do inoculante, além de significar um segundo substrato limitante
no meio de cultura. Neste ponto, é que iniciaram-se os estudos também utilizando o meio
base de L&A/K, pois o meio MNM apresentou-se desbalanceado para o fungo.

A adigdo de solu¢do de micronutrientes (MNM+micro) ajudou a produzir mais
biomassa durante os primeiros 10 dias de cultivo, mas ndo melhorou o resultado final aos
25 dias. O EDTA, usado para estabilizar os ions metélicos, apresentou efeito inibidor.

Nos ensaios 5 e 7, diminuiu-se a relagdo C/N, diminuindo-se metade da fonte de
carbono, obtendo-se bons valores de conversdo. Isto ocorreu possivelmente porque menos
carbono para metabolisar significa menos catabolitos no meio, e também menor queda do
pH. Entretanto, estas composi¢des implicariam em baixos rendimentos para os
equipamentos, pois o tempo de cultivo necessario para consumir toda a glicose ndo
diminuiu em relagdo aos demais tratamentos.

A solu¢io A/C” utilizada para corrigir o pH inicial, melhorou a produgio de
biomassa (ensaios 4, 5, 6 e 8), comparando-se com o ensaio controle 11 e o ensaio 1. Ja a
adi¢do de extrato de levedura (EL) e a substituicdo do extrato de malte por EL (ensaios 2 e
3), pioraram os resultados de produgéo de biomassa. Diminuir a relagdo C/N, auméntando a
fonte de N (ensaio 10), mas sem tampdo A/C, ndo melhorou a produgdo de biomassa. Os
melhores resultados obtidos de produgdo de biomassa e conversdo final foram os ensaios
com relagdo C/N de 30/1 e 20/1.

E possivel perceber, confrontando-se as Figuras 4.5 e 4.6, que os tratamentos com
EL (ensaios 2 ¢ 3 da Tabela 4.1) apresentaram uma producdo de biomassa baixa nos
primeiros 10 dias de cultivo, mas ao longo de mais 15 dias houve uma boa recuperacgdo da
produgdo, sugerindo uma adaptacdo do fungo as condi¢cdes adversas do meio. Entretanto,
em termos de resultados, isso ndo ajuda muito, pois uma fase de adaptacio, além de
representar mais tempo de cultivo, também consome parte da energia disponivel para a
produgiio de biomassa, resultando em conversdes mais baixas (0,35 e 0,38 g.g”" comparado
com 0,43 g.g” da testemunha MNM). E interessante ressaltar que os meios nesses ensaios
apresentaram uma coloragdo mais intensa (Figura 4.7) devido, possivelmente, & maior
produgéo de metabolitos.

Os resultados obtidos de outras modificagdes dos meios MNM e L&A/K, sdo
apresentados na Tabela 4.2. Das novas formulagdes estudadas, a L&A/K e L&A/KM;

foram as que permitiram a exaustdo completa da glicose; e o pH atingiu valores finais

* Solugdio 0,1 M de acido citrico+acetato de sédio
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semelhantes ao das outras formulag¢des. Os ensaios duraram 12 dias, tempo suficiente para

consumir toda a fonte de carbono dos meios com base em L&A/K.

Figura 4.7. Extratos de ensaios de cultivo em frascos estéticos para estudo de meios.

Tabela 4.2: Biomassa de P. microcarpus, glicose residual, pH e conversdo (Yxs), ao final
de 12 dias de cultivo em cultura estatica, sob condi¢des controladas de
temperatura a 25 +1°C, em diversas modifica¢cdes dos meios MNM e L&A/K.

Ensaios  Variagdes de meios Relagdo Dissds  (ticam, pHi  pH: Y
testadas CN (gL (LM (2"
12 L&A/K 5/1 5,20 0,03 5,80 2,73 0,44
13 L&A/KM; 7/1 4,71 0,00 5,80 2,61 0,43
14 MNM (MARX,1969) 50/1 1,79 7,14 5,80 2,80 0,46
15 MNM-+vit 50/1 2,37 4,46 5,80 2,47 0,36
16 MNM-+micro 0,4N*  30/1 2,50 3,11 580 2,77 0,42
17 MNM-+1EL+micro  14/1 3.92 2,81 59 3,10 0,48
18 MNM+1EL 14/1 3,40 3,41 5,90 3,12 0,45
19 MNM 0,62N* 20/1 2,08 4,14 590 245 0,30

L&A/KM;: 2 g.L" peptona, 0,5 g.L”! de extrato de levedura, 0,8 g.L”" NH,NO; e demais condigdes
iguais ao meio L&A/K.
* xN = x g. ! da fonte de nitrogénio (NH,),HPO,, para modificar a relagdo C/N indicada.

Das novas modificagdes testadas, obtiveram-se as seguintes informagdes:

o  Nos ensaios 17 e 18, a adigiio de 1 g.L”! de extrato de levedura (EL) ao meio MNM
melhorou a producdo de biomassa em relagdo ao controle (ensaio 14). Nota-se que os
pH; foram os mais altos de todos os ensaios e, possivelmente, uma diminui¢do da

queda do pH provocado pela adi¢do de EL, seja o responsavel pela melhora;
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o A adi¢do de vitaminas e micronutrientes (ensaios 15 e 16) trouxe pequena contribuicio
na produgdo de biomassa, significando que ndo sdo estes os fatores de crescimento que

estdo faltando ao meio;

0 Quando compara-se o ensaio 19 (Tabela 4.2) com o 6 (Tabela 4.1), percebe-se que o
efeito na produgdo de biomassa ¢ devido a adicdo de tampédo A/C e ndo a redugdo da

relagio C/N pelo aumento de 0,37 g.L”! da fonte de nitrogénio (0,62N);

o Os resultados dos meios baseados no meio de L&A/K (ensaios 12 e 13; Figura 4.8)
superaram todos os resultados dos estudos com base no meio MNM. Os valores de
glicose residual desses tratamentos ja haviam atingido o valor zero no décimo dia de

cultivo, apesar de o experimento ter sido conduzido durante 12 dias.

o De forma geral, o pH tende a estabilizar-se quando atinge um minimo préximo a 2,5.
Verificou-se que adicionando-se progressivamente solugéo de 4cido oxéalico 0,1 M ao
meio MNM, apds o pH atingir 2,32, o meio resistiu a grandes volumes de acido sem
alterar o pH, significando que esta é uma caracteristica do meio e ndo de alguma

alterag@o provocada pelo cultivo.

8,0 - E biomassa @ glicres. 0O pHf

0,0 - , e
Qr xé\\ x o
N N
N N
Figura 4.8. Biomassa produzida (g.L™"), glicose residual (g.L"") e pH ao final de 12 dias de

cultivo de P microcarpus, sob condigdes estéticas e a 25 °C, para as diversas
modifica¢des de meio de cultura.

As vantagens relatadas por PRADELLA et al. (1991a,), relacionadas a introdugéo
de extrato de levedura (EL) no meio MNM, néo se confirmaram neste estudo. Embora o EL
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ajude a estabilizar o pH, ndo foi possivel comprovar seu papel como fator de crescimento
para o fungo sugerido por esses autores. Observando-se os resultados desses autores,
percebe-se que enquanto o pH mantém-se acima de 3 nos primeiros 20 dias, ndo existe
muita diferenga entre os tratamentos, e percebe-se uma grande dificuldade do fungo
crescer. Pela experiéncia adquirida neste trabalho em relagédo a forma do indculo, é possivel
inferir que se trata de uma inibicdo por falta de oxigénio, provocada pela utilizagdo de
inéculo na forma de suspensdo miceliana, que € inadequado em ensaios estéticos [ver item
4.1 (a)]. Como os tratamentos utilizando EL ajudam a estabilizar o pH, eles acabam se
sobressaindo em relagdo aos demais, mas isto poderia ser obtido simplesmente pela adi¢do
de um agente tamp#o, que € mais correto e barato. Ainda no mesmo estudo da influéncia
do EL, PRADELLA et al. (1991a) comentam que acima de 5 g.L"' de EL no meio MNM,
passam a ocorrer atenuacdes do crescimento. Poder-se-ia dizer que o efeito positivo no
controle do pH passa a ser superado pelo efeito deletério promovido por algum fator do
complexo EL. Esta discussdo fez-se necessaria porque muito esfor¢co foi dispendido em
testes com EL, sem resultados satisfatérios em relagdo ao crescimento do fungo.

Os diversos tratamentos estudados (Tabelas 4.1 e 4.2) provocaram diferengas na
produgdo de metabolitos, que podem ser percebidas pelas diferentes coloragdes do extrato
de cultura (Figura 4.7). As diferentes coloragdes do extrato de cultura ndo apresentaram
uma relagdo direta com a produgdo de biomassa, mas, em alguns casos, a pigmentacdo mais
intensa foi observada nos tratamentos com menor produgdo de biomassa, embora os
tratamentos com pigmentagdo mais clara ndo tenham sido aqueles com melhor produgéo de
biomassa. Isso sugere, que a maior pigmentagdo € indicativo de mudanga da via metabdlica
do fungo. Na Figura 4.2 nota-se que a maior produc¢do de pigmentos ocorreu apds a inibicdo
do crescimento.

Assim, 0 meio MNM apresentou-se desbalanceado para o isolado UFSC-Pt 116,
necessitando-se de novos estudos nutricionais, inclusive variando-se e/ou substituindo-se
outros componentes do meio. Por outro lado, o meio L&A/K mostrou-se eficiente para
producdo de biomassa do fungo fECM, devendo ser estudado no sentido de diminuir seu
custo, principalmente quanto a peptona bacteriologica, que tem prego bastante alto. Os
meios estudados necessitam de tamponamento e o tampdo A/C é uma boa opgdo.
Entretanto, o extrato de levedura, apesar de ajudar a tamponar o meio, apresentou efeitos

contrarios aos sugeridos pela literatura.
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4.3 - Simplificaciio do meio de cultura utilizando Planejamento Fatorial

Como mencionado no capitulo 3, o objetivo desses planejamentos fatoriais foi de
simplificar e reduzir os custos do meio de cultura que forneceu melhor resultado em
produtividade no estudo de composi¢do de meios (meio L&A/K). E devido as dificuldades
de se trabalhar com muitas variaveis, estudaram-se os componentes de maior custo na
formulago: peptona bacteriologica (US$ 126, o Kg), peptona soja (US$ 56, o Kg), extrato
de levedura (US$ 33, o Kg) e extrato de malte (US$ 30 o Kg). Aumentou-se em 40% o teor
de glicose, para verificar se o meio apresentava outro substrato limitante dentro dessa faixa
de concentragdo da fonte de carbono, e também para verificar a possibilidade de aumentar o
rendimento das bateladas de fermentagdo.

A Figura 4.9 apresenta as respostas obtidas nesses experimentos, que foram

submetidas ao calculo dos efeitos das variaveis estudadas.

0.55 | mExperim 1 mExperim 2 m Experim. 3

0,50 -
0,45
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -

Zx/s (gg-1)

1 2 3 4 5 6 7 8

ensaios

Figura 4.9. Respostas dos experimentos com planejamento fatorial.

Nas Tabelas 4.3, 4.4 e 4.6 apresentam-se a estimativa dos efeitos, os coeficientes de
ajuste para modelos, os valores do teste t e do nivel p dentro de um intervalo de confianga
de £95%.

Os valores em destaque (cor vermelha) correspondem aos efeitos significativos das
variaveis sobre a produgdo de biomassa segundo o nivel p. As cartas de Pareto (Figuras
4.10, 4.12 e 4.14) permitem visualisar melhor esta afirmagdo, onde os valores a direita da
linha vertical tracejada, s3o aqueles estatisticamente significativos. Na sequéncia, s@o
apresentados os efeitos das varidveis estudadas na produgdo de biomassa, nos trés

experimentos realizados.
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a) Experimento 1

Analisando-se os efeitos das variaveis estudadas sobre a producdo de biomassa
(Tabela 4.3), percebe-se que a varidvel concentragdo de glicose (G;) ndo influenciou
significativamente a conversdo, pois o aumento de 40% do teor de glicose, mantendo
constantes os demais componentes do meio, ndo ocorreu uma queda na conversdo. Embora
isso pudesse provocar desbalanceamento da formulagdo, gerar maior acimulo de
metabdlitos no meio ao longo do cultivo e aumentar a demanda de oxigénio. Os resultados
mostram, assim, que € possivel aumentar o rendimento de um cultivo, sem prejudicar a
conversdo, aumentando somente a fonte de carbono. Outro ponto que corrobora esta
questdo, € o fato importante de a forma de crescimento do fungo em pellets mais compactos
permitir um volume maior de biomassa dentro do biorretor, sem dificultar a circulagdo de
liquido. Para ilustrar, um ensaio no airliff com 10 g.L"' de glicose inicial, onde ocorreu
contaminacdo com Penicillium sp., mostrou que devido aos pellets serem menos
compactos, ocupando um volume especifico maior dentro do biorreator, ja apresentava uma

certa dificuldade de circulagdo de liquido por falta de espago interno.

Tabela 4.3: Estimativa dos efeitos principais e de interacdo de segunda ordem, valores dos
testes estatisticos e coeficientes de correlacdo para o Experimento 1, usando
uma simplificacio do meio L&A/K, em cultivo de P. microcarpus sob
condi¢des estaticas e a 25 °C.

Limite  Limite Coef.

Efeitos  Desvio t(1) p conf. conf. Coef. Desvio

Padrdo -95,% +95,% Padrio

Média/Inter.  0,42000 0,00050 840,000 0,00076 0,41365 0,42635  0,42000 0,00050
(HG, 0,00450 0,00100 4,5000 0,13921 -0,00821 0,01721  0,00225 0,00050
(2)P, 0,04500 0,00100 45,000 0,01415 0,03229 0,05771  0,02250 0,00050
(3)EL, -0,04450 0,00100 -44,500 0,01430 -0,05721 -0,03179 -0,02225 0,00050
1 por 2 0,00950 0,00100 9,500 0,06677 -0,00321 0,02221  0,00475 0,00050
1 por 3 0,01500 0,00100 15,000 0,04238 0,00229 0,02771  0,00750 0,00050
2 por 3 -0,02250 0,00100 -22,500 0,02828 -0,03521 -0,00979 -0,01125 0,00050

Resposta:Zyx;s; R*=0,999; Aj:0,998; Planejamento 2°

A Figura 4.11 representa tridimensionalmente a influéncia das varidveis EL; e P,

(codificadas) com efeitos significativos no grau de transformac@o de substrato em células
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Zxss, onde a regido avermelhada (de maior conversdo) aponta para maiores concentragdes

de peptona e menores de extrato de levedura.

Carta de Pareto dos efeites padronizades; Var: Zys. Sup.uﬁd.‘ de resposta; Varidvel: Zg
Projeto 2*(30) ; MG Residual=,0000036 Projeto 2% MQ Residual=,0000035

B 0,302
[ 0.402
B 0412
B 0.422
o431
CJo4at
30451
I 0981
Eoa

40 o048

B 2bove

Figura 4.10. Carta de Pareto para os efeitos das  Figura 4.11. Superficie de resposta mostrando a
varidveis na conversdo de substrato em biomassa, influéncia das varidveis na conversdo de substrato
de P. microcarpus — Experimento 1. em biomassa de P. microcarpus—Experimento 1.

A variavel peptona (P;) mostrou ser o fator estudado mais importante, apresentando
os maiores efeitos na producdo de biomassa (Figura 4.10). Os resultados do planejamento
revelaram que niveis mais elevados de peptona tenderam a aumentar a conversdo de
substrato em biomassa, e a questdo de simplificacdo do meio de cultura ficou complicada,

pois a peptona era o componente de maior prego.

A variavel extrato de levedura (EL;), dentro dos niveis estudados, apresentou efeitos
negativos sobre a produ¢do de biomassa, isoladamente e com interagdo com a variavel P;.
A influéncia negativa desse componente também se observou nos estudos em meio MNM,
em discordancia com resultados obtidos por PRADELLA et al. (1991a) com isolados de P.
tinctorius. Isto vem reforgar a impossibilidade de se generalizarem resultados de estudos
nutricionais obtidos por outros autores, considerando-se as grandes variagdes genéticas
inter e intra-especificas de espécies/isolados de Pisolithus (ANDERSON et al., 1998, 1999;
GOMES et al., 2000).

b) Experimento 2

No segundo planejamento aumentou-se em 100% o limite da variavel extrato de
levedura, responsavel por resultados contrérios aos relatados na literatura (PRADELLA et

al., 1991a), sendo porém, significativamente mais barato que a peptona bacteriologica.
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Este segundo estudo confirmou os resultados do estudo anterior, com relagdo ao

efeito negativo do EL sobre crescimento do isolado UFSC-Pt 116 (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Estimativa dos efeitos principais e de interagdo de segunda ordem, valores dos
testes estatisticos e coeficientes de correlagdo, para o Experimento 2, usando
uma simplificagio do meio L&A/K; em cultivo de P. microcarpus sob
condi¢des estaticas a 25 °C.

Limite  Limite Coef.

Efeitos  Desvio t(1) P conf. conf. Coef.  Desvio

Padrdo -95,%  +95,% Padrio

Média/Inter. 0,43637 0,00087 498,714 0,00128 0,42526 0,44749 0,43637 0,00087
()G, -0,01975 0,00175 -11,285 0,05626 -0,04199 0,00249 -0,00987 0,00087
(2)P, 0,02825 0,00175 16,143 0,03939 0,00601 0,05049 0,01412 0,00087
(3)EL, -0,03175 0,00175 -18,1423 0,03505 -0,05399 -0,00951 -0,01587 0,00087
1 por 2 -0,00825 0,00175  -4,714 0,13307 -0,03049 0,01399 -0,00412 0,00087
1 por 3 0,01575 0,00175 9,000 0,07045 -0,00649 0,03799 0,00787 0,00087
2 por 3 -0,01925 0,00175 -11,000 0,05772 -0,04149 0,00299 -0,00962 0,00087

Resposta: Zoyxss; R?=0,998, Aj:0,992; Planejamento 23,

Pode-se notar que o efeito negativo do EL superou o efeito positivo da peptona
(Figura 4.12). A superficie de resposta (Figura 4.13) é semelhante a superficie de resposta
do primeiro experimento (Figura 4.11). O EL, mesmo em concentragdes baixas (0,67 gL™h),
como a utilizada no meio L&A/K, influenciou negativamente a produgdo de biomassa.
Provavelmente, quando o EL parece melhorar o rendimento de algum cultivo, ele esteja
apenas contribuindo através da estabilizacdo do pH, como foi discutido em relagdo aos
resultados de PRADELLA et al. (1991a).

g ! cmurmmu-unpnummr,vn,m AN Superficie de resposta; Var.: Zyg
| Pojeto2” MQResidual=00000S3 Projeto 2% MQ Residual=,0000081

o474
B 0.483
I 0,992
B 0,501

| Efetos EstimadosValores Absalstos)  Eaboe

Figura 4.12. Carta de Pareto para os efeitos das  Figura 4.13. Superficie de resposta mostrando a
vari4veis na conversdo de substrato em biomassa influéncia das variaveis na conversdo de substrato
de P. microcarpus — Experimento 2. em biomassa de P. microcarpus—Experimento 2.
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Para diminuir, entdo, o custo da formulagdo, estudou-se no Experimento 3 a

substitui¢do do EL por extrato de malte, e a peptona de carne por peptona de soja.

c¢) Experimento 3

No terceiro planejamento, o efeito de todas as varidveis e da maioria das interagdes
foi significativa (Tabela 4.5), podendo ser melhor visualisado através da Figura 4.14 da
carta de Pareto para o nivel p de significancia estatistica. Valores a direita da linha vertical

tracejada foram estatisticamente significativos.

Tabela 4.5: Estimativa dos efeitos principais e de interagdo de segunda ordem, valores dos
testes estatisticos e coeficientes de correlagdo, para o Experimento 3, usando
uma simplificagdo do meio L&A/K; em cultivo de P. microcarpus sob
condigdes estéticas e a 25 °C.

Limite Limite Coef.

Efeitos Desvio t(1) p conf. conf. Coef. Desvio

Padrio -95,% +95,% Padrio

Média/Inter. 0,43253 0,00045 961,309 0,00066 0,42682 0,43825 0,43254 0,00045
(1)G3 0,02761 0,00090 30,685 0,02074 0,01618 0,03905 0,01381 0,00045
(2)PS 0,08203 0,00090 91,165 0,00698 0,07060 0,09347 0,04102 0,00045
(3)EM 0,03856 0,00090 42,855 0,01485 0,02713 0,04999 0,01928 0,00045
1 por 2 0,01837 0,00090 20,415 0,03116 0,00694 0,02981 0,00919 0,00045
1 por 3 0,01334 0,00090 14,826 0,042838 0,00191 0,02478 0,00667 0,00045
2 por 3 0,00853 0,00090 9,481 0,06689 -0,00290 0,01997 0,00427 0,00045

Resposta: Yxss; R?*=0,999; Aj:0,999; Planejamento 2

Os resultados revelam novamente que a peptona (neste caso peptona de soja -PS) foi
a variavel estudada mais importante para a produgéo de biomassa do isolado UFSC-Pt 116.
O efeito positivo na conversdo de substrato em biomassa (Yxss) dessa variavel foi 100%
superior ao efeito, também positivo, da variavel extrato de malte (EM).

A variavel glicose (G3), também apresentou efeitos positivos, reforcando o que ja
foi discutido no Experimento 1, de que o meio proposto comporta aumento de até 40% da
fonte de carbono.

Efeitos de interagdo entre as varidveis PS e Gj, proporcionando aumento da

conversdo, foram também significativos, dentro do intervalo de confianga de 95%.
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A Figura 4.15 apresenta a representagdo tridimensional da influéncia das varidveis
EM e PS (codificadas) com efeitos significativos na conversdo de substrato em biomassa
Yxs. Em sintese, a composi¢do do meio do ensaio 7 (Tabela 3.4 e Figura 4.8) apresentou
uma redugdo de 14% no custo, em comparagdo ao meio L&A/K (ensaio 3 do Exp. 1, Figura
4.8), com relagdo aos resultados de producdo de biomassa e conversdo de substrato em

biomassa.

Carta de Pareto dos efeitos padronizados; Var.: Yyeg Superficie de resposta; Var.: Yyg
Projeto 2°; MQ Residual=,000002 Projeto 2*, MQ Residual=,000002

B 0,379
B 0,393
B 0,408
B3 0419
0432
[J0.445
[ 0,468
[ 0,471
[ 0.485
€0 [ 0,408

Efeitos Estimados (Valores Absolutos) [ sbove

Figura 4.14. Carta de Pareto para os efeitos das  Figura 4.15. Superficie de resposta mostrando a
varidveis na conversio de substrato em biomassa  influéncia das variaveis na conversdo de substrato
de P. microcarpus — Experimento 3. em biomassa de P. microcarpus—Experimento 3.

4.4 — Determinacio de parimetros cinéticos para crescimento de P. microcarpus em

cultura estatica em frascos

As culturas foram caracterizadas através da medida da glicose residual, conversédo
de substrato em biomassa e variagdo de pH. A curva de acumulagdo de biomassa foi
reciproca ao consumo de glicose. O pH caiu continuamente até o final do cultivo (Figura
4.16). O fungo cresceu na superficie na forma de tapetes micelianos, e a coloragdo do meio
foi ficando mais escura com o progresso da cultura, até atingir pH 3,5, aproximadamente
(Figura 4.17). Neste ponto, a coloragdo escura diminuiu de intensidade devido a
precipitagdo dos pigmentos.

O meio L&A/K mostrou-se adequado para culturas de P. microcarpus em frascos, e
o fungo demonstrou habilidade de crescer numa ampla faixa de pH. A composi¢do testada
continha baixa concentracdo de fosfatos (1/9 da concentragdo existente no meio original

L&A), e isto foi um resultado importante para a eficacia da posterior imobilizagdo do
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micélio em alginato de calcio, onde a presenga de alta concentragdo residual de fosfatos
poderia desestabilizar o gel (KUEK, 1996).
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Figura 4.16. Consumo de glicose, produgdo de biomassa e variagdo do pH em cultivo de P.
microcarpus em cultura estatica com meio L&A/K liquido, sob condi¢des
controladas de temperatura a 25 °C.
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Figura 4.17. Variagdo do pH e pigmentacdo do meio em cultura estatica de P. microcarpus
em meio L&A/K liquido, sob condigdes controladas de temperatura a 25 °C.

A velocidade especifica maxima de crescimento (ux) foi de 0,391 dia’, e a
conversdo de 0,42 g.g” (Figura 4.18). Esses parametros nfo tém comparagdo direta, pois

ndo foram encontrados na literatura resultados concernentes a P. microcarpus. Entretanto,
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existe muita semelhanga com os obtidos com a espécie P. tinctorius. Alguns desses
isolados, supostamente desta tltima espécie, foram recentemente reclassificados como
sendo da espécie P. microcarpus, com base em resultados de estudos de similaridade
genética (F. MARTIN e V.L. OLIVEIRA, resultados ndo publicados), como por exemplo
os isolados ITA-06 e AC-03, estudados por PRADELLA ef al. (1991a,b).

Comparando-se, entdo, com resultados obtidos em cultura liquida estatica com os
isolados ITA-06 ¢ AC-03 em meio base MNM (PRADELLA et al., 1991a) (Tabela 4.6),
encontraram-se conversdes semelhantes, mas velocidades de crescimento muito superiores
as obtidas por esses autores, que foram 0,035 e 0,101 dia”. Neste ponto, deve-se retornar ao
discutido no item 4.2, a respeito da questdo de inibi¢do por falta de oxigénio e do fato de o
extrato de levedura (EL) ser, ou ndo, indutor de crescimento. Na Tabela 4.6 observa-se que
a biomassa nos ensaios realizados por esses autores, com meio suplementado com EL, a
produg@o de biomassa foi muito superior @ dos demais meios, mas as conversdes foram
semelhantes, e as velocidades especificas de crescimento também o foram, com excecdo de
um tratamento sem EL, que inclusive teve a maior velocidade (0,101 dia™), em 50 dias de
cultivo. Neste tratamento, uma parte de micélio possivelmente conseguiu flutuar e crescer

mais, obtendo oxigénio diretamente do ar.
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Figura 4.18. Velocidade especifica de crescimento (a) e conversdo de substrato em
biomassa (b) para cultura estatica de P. microcarpus em meio L&A/K
liquido, sob condi¢des controladas de temperatura a 25 °C.

CAO e CRAWFORD (1993), estudando o crescimento de P. tinctorius em meio

sintético em frascos agitados, atingiram uma conversdo de 0,41 g.g" e pux = 0,251 dia™” em
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8 dias de cultivo. LITCHFIELD ¢ ARTHUR (1993) obtiveram, também para P. tinctorius
cultivado em meio MPG sob condi¢des de agitagio, conversio (Yxss) de 0,45 g.g” em 45
dias de cultivo. Para T. terrestris nas mesmas condigdes a conversdo foi 0,16 g.g”'. SOUZA
(1996), utilizando fermentagdo no estado sélido (meio de cultura embebido em vermiculita)
com um isolado de Pisolithus sp. (UFSC-Pt 24) com o mesmo meio utilizado por
PRADELLA et al. (1991a), obteve Yxs = 0,27 g.g" e px = 0,13 dia”', em tempo muito
longo de cultivo (90 dias).

Pode-se estabelecer como um critério, que em cultivos em meio liquido ou sélido,
quando o tempo € muito longo (p. ex., acima de 20 dias), deve-se rever os procedimentos
de preparo do indculo associados a forma de aerag@o. Por exemplo, se o micélio ficar
submerso, deve haver injecdo de ar no meio liquido, caso contrario, havera fatalmente
inibicdo por falta de oxigénio, e isso pode levar a interpretacdes erradas sobre a eficiéncia
do meio de cultura e também do microrganismo. Neste contexto, os biorreatores tipo airlift
sdo ferramentas com Otimas caracteristicas de transferéncia de massa (oxigénio e
nutrientes) e com baixo grau de cisalhamento do micélio, necessitando ser estudados para
utilizacéo na produgdo de fECM.

Uma das grandes vantagens da fermentagdo submersa em relagdo a fermentagdo no
estado solido € que nesta ultima, o menor contato do fungo com os substratos a medida que
estes vio se esgotando, tende a prolongar significativamente o tempo para que possa haver
exaustdo dos agucares. J4 em cultivos submersos, o contato entre microrganismos e
substrato € otimizado pelo processo de mistura, que minimiza os gradientes de
concentragé@o de nutrientes.

A produtividade ¢ um pardmetro que depende muito das condi¢des do indculo
(idade, conservagdo, fragmentacdo) e também de sua quantidade. E devido a dificuldade de
se padronizar X, e deste raramente constar nos trabalhos da literatura, o pardmetro néo se
mostrou util nas analises dos diversos processos. Pode-se ter um tempo de fermentagéo
mais longo, devido a viabilidade reduzida do in6culo, mas uma velocidade de crescimento
elevada. Poder-se-ia definir uma produtividade especifica e analisd-la na fase exponencial,
mas isto também ndo seria 1til para comparag¢des entre processos. Entretanto, quando um
processo ja esta estabelecido e se dispde dos dados de biomassa inicial, a produtividade ¢

um pardmetro muito importante, principalmente nos processos em escala industrial.
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Para ilustrar este ponto, a Figura 4.19 apresenta a evolugdio da biomassa durante o
estudo cinético de crescimento de P. microcarpus em cultura estatica em erlenmeyers ao longo
de 11 dias de cultivo. Partindo-se de 5 discos de micélio-agar (X, equivalente a 0,08 g.L™),
observa-se a fusdo dos discos pelo crescimento do micélio, e a formagdo do tapete miceliano.
Se, por exemplo, a biomassa inicial inoculada, Xy, tivesse sido igual a 0,20 g.L"' (equivalente a
12 discos de micélio), o cultivo teria terminado no oitavo dia (posi¢do da seta entre amostras
do sétimo e nono dia), considerando a velocidade de crescimento de 0,391 dia™ e tawp da
biomassa na fase exponencial de 1,79 dias (Tabela 4,6). Isso demonstra, entdo, que devido a
falta de padronizagdo do indculo, ndo € correto comparar valores de produtividade entre

processos.
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Figura 4.19. Evolugdo da biomassa de P. microcarpus em cultura estitica em meio L&A/K liquido.

4.5 — Ensaios em biorreator airlift e cinética da producio do inoculante de P. microcarpus

Os valores de glicose residual ¢ do pH cairam continuamente até o final do cultivo
(Figura 4.20). O fungo cresceu na forma de pellets esféricos e densos, com didmetro variando
entre 1 e 6 mm, e a coloragdo do meio foi ficando mais escura com o progresso da cultura. Os
dados de biomassa foram estimados utilizando a conversdo global obtida de 0,418 g.g™.

A analise dos resultados (Figura 4.21) indica que existiram pelo menos duas fases de
crescimento, sendo a primeira a fase exponencial, apresentando velocidades especificas
distintas, separadas por uma inflexdo na curva de crescimento, sugerindo alguma forma de
inibicdo. A velocidade especifica nos primeiros 4 dias, na fase de crescimento exponencial, foi
de 0,576 dia™, caindo para a metade deste valor nos 5 dias seguintes de fermentagdo.
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Figura 4.20. Produgdo de biomassa, consumo de glicose e variagdo do pH em cultivo de P.
microcarpus (UFSC-Pt 116), em biorreator airlift (2,3 L) em meio L&A/K
tamponado com A/C' sob condigdes controladas de temperatura a 25,5 °C.
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Figura 4.21. Velocidade especifica de crescimento para cultivo de P. microcarpus em
biorreator airlift (2,3 L), vazéo de ar de 0,8 NL.min" + 0,2, em meio L&A/K, sob
condigdes controladas de temperatura (25,5 °C,), tamponado com A/C (pH 5.4).

* Solugdio 0,1 M de 4cido citrico+acetato de sodio
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A Figura 4.22, mostra a morfologia dos pellets, demonstrando a existéncia de trés
regides distintas de compactagéo das hifas.

Figura 4.22. Pellets de biomassa de P. microcarpus cultivado em airlift a 25,5 °C, em meio L&A/K.
(a) vista geral dos pellets em biorreator; (b) vista dos pellets ao microscopio revelando
trés camadas distintas de compactagédo das hifas, e (c) aspecto das hifas na superficie dos
pellets, em destaque a presenca de fibulas caracteristicas do micélio dos basiodiomicetos.

No airlift, o movimento turbilhonar, provocado pela inje¢do de ar e circulagdo do
liquido, promovia choques entre os pellets. Com o aumento progressivo da quantidade destes, e
a consequente diminuicdo do volume util para sua movimentagéo, os choques entre pellets
aumentaram durante o cultivo. Isto pode ser responsével pela formagdo de diferentes camadas
de compactagdo de hifas nos pellets. Como resultado, possivelmente houve uma maior
dificuldade de transferéncia de oxigénio para as hifas no interior dos pellets, e diminui¢do da
velocidade especifica de crescimento a partir do sexto dia de fermentaggo (Figura 4.20).

KUEK (1996), estudando o fungo L. laccatta, observou que a reduggo da concentragéo
dos compostos fosfatados a 1/9 no meio L&A, promoveu resultados de produgéo de biomassa
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semelhantes aos do meio original. Entretanto, quando a concentragdo dos compostos ndo
fosfatados também era reduzida a 1/3, a conversdo (Yxss) reduziu-se 15% (cf. meios L&A/K-
1/9F e L&A/K-1/9F-1/3NF na Tabela 4.6).

Foi concluido que o fungo preferia baixas concentragdes de nutrientes nas fases iniciais
de cultivo, em virtude dessas modificagdes terem diminuido o tempo da fase lag*, chegando a
sugerir o cultivo fed-batch como alternativa. Entretanto, as curvas desse autor ndo mostram tal
fase lag. Analisando seus dados por meio da velocidade especifica de crescimento (ausente em
sua discussdo), percebem-se duas fases distintas relacionadas com a diminui¢do dos compostos
organicos complexos (peptona bacteriologica e extrato de levedura).

Observando-se os dados da Tabela 4.6, pode-se notar que as velocidades sdo
semelhantes numa primeira etapa da fase de crescimento (3 dias), tanto para os tratamentos
onde se mantém o nivel original desses componentes, como também para aqueles em que
foram reduzidos a 1/3 e 1/6 (L&A/K-1/9F-1/3NF e L&A/K-1/9F-1/6NF). Na segunda metade
da fase de crescimento (4 e 5 dias, respectivamente), as velocidades cairam em média para 1/3,
1/18 do valor dos primeiros 3 dias. Isso sugere que o fungo L. laccata néo teve preferéncia por
concentragdes baixas de nutrientes nas fases iniciais. Mais provavelmente, a caréncia de um
fator de crescimento, provocada pela diminui¢do no teor de peptona, a partir de certo ponto do
cultivo (terceiro dia), diminuiu a velocidade de crescimento, interrompendo a fase exponencial.
Ou ainda, a presenga de fator inibidor de crescimento no extrato de levedura (como ja
constatado neste estudo com o planejamento fatorial), sobressaiu-se a partir do ponto de
inflexdo observado. Maior tempo de cultivo e dificuldades no metabolismo podem provocar
um aumento na taxa de respiragdo da fonte de carbono, e também a oxidagdo direta pelo
oxigénio do ar, provocando a diminui¢do na conversdo final. Prova disso € que os valores de
conversdo caem de 60% para aproximadamente 52%, quando sdo diminuidos os compostos
organicos (Tabela 4.6).

Esta explicagdo também é valida para os resultados deste trabalho, com relagdo a
existéncia e pelo menos duas fases de velocidade especifica de crescimento de P. microcarpus,
uma na etapa de crescimento exponencial e pelo menos outra numa etapa de redugdo de

velocidade. A observagdo dos perfis de pH, tanto nos estudos de KUEK (1996) (nunca esteve

* Fase de cultivo na qual a concentrago de microrganismos permanece constante (X,), entendendo-se que o
microrganismo est4 adaptando seu sistema enzimatico, a fim de iniciar a metabolizag@o do substrato.
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abaixo de 3 em todos os tratamentos), quanto no presente estudo (inflexdo ocorreu em pH

.....

Em outro cultivo no airlift utilizando o meio base L&A/K, onde substituiu-se a peptona
e o extrato de levedura (EL) por 3 g.L” de extrato de malte, o fungo cresceu, também, na
forma de pellets densos e esféricos, com a coloragdo do meio aumentando progressivamente.
Os dados de biomassa foram estimados considerando a conversdo global obtida de 0,404 g.g™".
A Figura 4.23 apresenta as curvas de crescimento, podendo-se constatar a presenca de uma
fase lag de aproximadamente 6 dias. Apés esta fase a curva de glicose caiu continuamente.
Também o pH decresceu com uma clara tendéncia a estabilizar proximo a 2,1 sem que
aparentemente tenha afetado a produgdo de biomassa. No estudo da composi¢cdo do meio de

cultura (item 4.2) ja havia sido constatada tendéncia similar.
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Figura 4.23. Produgdo de biomassa, consumo de glicose e variagdo do pH em cultivo de P.
microcarpus (UFSC-Pt 116), em biorreator airlift (2,3 L) com vazdo de ar de 0,8
NL.min" + 0,2, em meio L&A/K (pH; 5,8), sob condi¢des controladas de
temperatura (25,5 °C).

Como no caso anterior, a andlise dos resultados (Figura 4.24) indica que existiu uma

fase de crescimento exponencial e outra fase com diminui¢do da velocidade especifica de
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crescimento, sugerindo um segundo substrato limitante. A velocidade especifica nos primeiros
4 dias da fase de crescimento exponencial foi de 0,357 dia!, caindo 36% nos outros 6 dias de
fermentagdo [Figura 4.24 (a)]. Na Figura 4.23 foi adicionado um novo eixo [In (X)], para uma
melhor visualisagdo do ponto de mudanga de velocidade e para confrontar com as outras
curvas. A fase lag pode ser justificada pelo fato de o indculo ter sido cultivado em meio
contendo peptona e extrato de levedura e depois ter sido transferido para outras condi¢des de
cultivo em presenga de extrato de malte. O fato deste ensaio ndo conter EL e, mesmo assim,
apresentar pelo menos duas fases de crescimento com distintas velocidades especificas, reforga
a hipétese da inibi¢do por falta de oxigénio, ja discutida anteriormente.

Neste ponto, é necessario esclarecer que a solugdo para o problema da inibi¢éo por falta
de oxigénio ndo seria possivel apenas aumentando a vazdo de ar de entrada. Ao contrério,
verificou-se que o aumento da vazdo agravava o problema da oxigenagdo, pois uma quantidade
maior de bolhas de ar dispersas, diminuia ainda mais a densidade do liquido, fazendo com que
a densidade relativa dos pellets aumentasse, provocando uma maior concentra¢do de biomassa
na parte inferior do riser, agravando ainda mais o problema da compactagdo dos pellets e

dificultando a circulagg@o do liquido dentro do biorreator.
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Figura 4.24. Velocidade especifica de crescimento para cultivo de P. microcarpus em
biorreator airlift (2,3 L), em meio base L&A/K, pH inicial 5,8, em condigdes
controladas de temperatura (25,5 °C).

As linhas tragejadas na Figura 4.20 e 4.23 marcam os pontos de inflexdo e mudanca de

velocidade especifica de crescimento. E interessante observar que o ponto de inflexdo ndo
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ocorreu em concentragdes similares de biomassa, mas sim em tempos iguais durante a fase de
crescimento. Esta aparente independéncia em relag@o as diferentes concentragdes de biomassa
entre os ensaios € a compactagdo dos pellets encontra explicagdo no paragrafo anterior, com
relagdo ao aciimulo da biomassa na parte inferior do riser. O fato de as concentracdes de
biomassa ndio serem iguais tem relagdo com as diferentes velocidades de crescimento e, estas,
com as diferen¢as na composi¢do do meio. Ja o tempo tem influéncia direta na compactagéo
dos pellets. Durante a fase lag, como ainda ndo havia pellets, apenas fragmentos de micélio,
pOde-se observar em lupa que a organizacdo das hifas era bastante frouxa, ndo dificultando a
tranferéncia de massa. Com o inicio do crescimento, inicia-se o processo de compactagdo
provocado pelo choques e também pelo proprio cresciemento miceliano interno nos pellets,
pois as hifas internas nfo se quebram para gerar novos nucleos de crescimento.

Outra informagdo que corrobora a discussdo sobre o papel do oxigénio como substrato
limitante € a cinética de crescimento do cultivo contaminado com Penicillium sp. Nesse
cultivo, o fungo contaminante cresceu na forma de pellets frouxos e de cor amarelo claro, e
durante todo o cultivo existiu apenas uma velocidade especifica de crescimento, demonstrando
que a morfologia mais frouxa dos pellets ndo provocou resisténcia a transferéncia de massa a
ponto de provocar inibicdo. Como a velocidade de crescimento de Penicillium sp. foi superior
a de P. microcarpus, o tempo de cultivo foi inferior e permitiu menor compactagé@o dos pellets
do fungo contaminante. Além disso, as hifas quebravam-se mais facilmente, gerando um

nimero muito superior de nucleos de crescimento que o P. microcarpus.

4.6 — Estudo da viabilidade do inoculante produzido em biorreator em plantas

O micélio foi testado na forma de suspensdo miceliana em 4gua, e encapsulado em gel
de alginato de sédio (Figura 4.25). Apés trés meses ndo observou-se a completa formagédo de
micorrizas, podendo-se perceber que ndo houve diferengas entre as partes aéreas das plantas
inoculadas e plantas testemunhas (Figura 4.26). Entretanto, o indéculo mostrou-se viavel tanto
na forma de suspensdo miceliana, quanto na forma encapsulada, observando-se intensa
acumulagdo de hifas na superficie das raizes inoculadas sugerindo que o fungo estava na fase

de infecgdo das raizes (Figura 4.27).
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(®)
Figura 4.26. (a) Plantas inoculadas com 1 ml (F1) e 3 ml (F3) de suspensdo miceliana de P.
microcarpus. (b) Plantas inoculadas com 1 (B1) e 5 (B5) pellets de micélio de P.
microcarpus em gel de alginato de sddio. (T) s&o as plantas testemunhas.

Figura 4.27. Raizes (R) das plantas inoculadas com P. microcarpus apresentando intensa
acumulagdo de hifas (h) na superficie. (a) Raizes inoculadas com suspensdo
micelinana e (b) raizes inoculadas com pellets.
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5. CONCLUSOES

O meio L&A/K foi eficiente para produgio de inoculante de P. microcarpus,
permitindo a exaustdo completa da glicose, tanto em cultivo estatico em frascos quanto em
biorreator, em um tempo de apenas 1/3 daquele gasto em meio MNM. O meio de cultivo
MNM mostrou-se desbalanceado para cultivo de P. microcarpus, ndo permitindo a exaustfio da
fonte de carbono, resultando em baixo rendimento. Entretanto, o tamponamento com acido
citrico e citrato de sodio, ¢ a modificagdo da relagio C/N de 50/1 para 20/1 melhorou a
produgdo de biomassa nesse meio.

O aumento progressivo da pigmentacdo do meio de cultura pode ser uma ferramenta
util na determinagio de curvas de biomassa para cultivo de fungos Pisolithus spp., desde que se
mantenha o pH em torno de 4, para que ndo ocorra a precipitagdo dos pigmentos. Por outro
lado, a condutividade elétrica para ser utilizada em correlagdo com a biomassa, necessita de
mais estudos, também com controle do pH. Ja a propria variagdo do pH podera, também, ser
correlacionada com a produgdo de biomassa em estudos futuros utilizando-se este género de
fungos.

O processo de fragmentagdo do micélio reduz significativamente a viabilidade do
inéculo, e a utilizagdo de indculo na forma de suspensdo miceliana somente deve ser feita em

processos aerados.

O componente extrato de levedura apresentou efeito negativo sobre a produgdo de
biomassa, sendo este resultado contraditorio em relagdio aos de outros autores. J4 o componente
peptona do meio L&A/K contém fatores importantes para o crescimento do fungo. Como
alternativa para redugdo de custos do meio de cultura, a peptona de carne pode ser substituida

pela peptona de soja, sem prejuizos para o rendimento do processo.

O fungo P. microcarpus apresentou habilidade de crescer em condigdes de pH muito

baixas, o que favorece sua aplicabilidade nos solos acidos predominantes nas areas de plantio.

A cinética de crescimento em biorreator airlift apresentou duas velocidades especificas

de crescimento, sendo uma na fase exponencial, e outra relacionada com uma fase de
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crescimento com inibigdo, provavelmente devido & caréncia de oxigénio provocada pela

dificuldade de tranferéncia de massa em fungfo da estrutura dos pellets.

O resultado de produgdo de inoculante de Pisolithus microcarpus em biorreator airlift
foi superior aos resultados disponiveis na literatura, tanto em cultivo em biorreatores
convencionais, quanto em fermentagdo no estado sélido. O tempo necessario para consumo
total da fonte de carbono no airlift foi oito vezes inferior ao tempo necessario em processo no

estado sélido.
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Anexos

ANEXOS
Dados que geraram as figuras 4.1 € 4.2:
Tempo Glicose res. Biomassa PS H Condutividade Dens.6tica
(dias) @L") @L") p (mS) (540 nm)
0 10,03 0,02 5,55 1,082 0,020
7 8,89 0,34 3,25 1,175 0,031
14 6,34 0,93 2,48 1,340 0,037
21 4,40 1,73 2,45 1,357 0,049
24 3,57 1,98 2,52 1,350 0,062
30 3,52 2,01 2,44 1,387 0,111
34 3,57 2,04 2,38 1,398 0,150
37 3,55 2,00 2,43 1,389 0,178

Dados que geraram as tabelas 4.3, 4.4 € 4.5:

Niveis codificados das Respostas dos experimentos 1, 2 e 3
variaveis (g.g™")

ensaio Glicose Peptona Extratos Zayxss Zoyxs Yxss
Ly 0419 0443 0379
S -1 0,398 0,414 0374
3 -1 + -1 0,476 . 0,497 0,433
4 +1 +1 -1 0476 0,455 - 0,467
5 a1 -1 +1 038 0413 0395
6 +1 -1 +1 . 0,392 0,419 0,418

7 -1 +1 +1 0,395 0,432 0,468

8 +1 +1 +1 0,423 0,418 0,526

Dados que geraram as figuras 4.16, 4.17 ¢ 4.18:

Tempo Glicose res. ~  Biomassa PS pH Dens. ética
(dias) eL™h (eL™h (480 nm)
0 12,25 0,08 5,65 0,061
3 11,85 0,28 5,24 0,204
5 10,60 0,78 4,62 0,430
7 9,00 1,49 4,28 0,566
9 5,87 3,31 3,37 0,678
10 2,09 4,54 2,63 0,350
11 0,01 5,02 2,56 0,275
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Dados que geraram as figuras 4.20 e 4.22:

Tempo Glicose res. Biomassa estimada

pH

'(dia ¢ hora) (g.L'h gLh
07/09 19:00 11,41 0,09 5,40
09/09 14:40 11,24 0,17 : 5,35
11/09 17:50 10,54 0,46 5,05
12/09 16:15 9,47 0,91 4,93
13/09 18:00 7,38 1,78 4,61
14/09 14:40 5,92 2,39 4,33
15/09 18:00 3,37 3,46 3,82
16/09 19:00 : 1,68 4,17 3,50
17/09 10:15 0,08 _ 4,83 3,45
18/09 14:25 0,00 4,87 3,49

Dados das figuras 4.23 ¢ 4.24:
Tempo Glicose res. Biomassa estimada pH
(dia e hora) (e.Lh) (e.L)
07/12/00 13:22 10,57 0,26 5,54
08/12/00 17:30 10,56 0,26 5,63
10/12/00 11:45 10,46 0,28 5,54
13/12/00 15:10 10,55 0,27 5,33
15/12/00 19:20 10,30 _ 0,37 4,56
16/12/00 22:00 9,98 0,50 3,68
17/12/00 20:00 9,40 0,73 3,18
18/12/00 16:15 8,71 1,01 2,82
19/12/00 17:40 8,10 1,26 2,52
20/12/00 18:20 7,17 1,63 2,33
21/12/00 17:00 6,30 : 1,98 2,22
22/12/00 19:00 4,74 2,62 2,15
23/12/00 14:20 . 3,73 3,02 2,08
24/12/00 10:00 3,32 3,19 2,06
Dados de cultivo contaminado por Penicillium sp.: Yx/50,594
Data amostragem Glicose Biomassa estimada pH
(gL (gL

11/ago 11,54 - 0,20 5,45
12/ago 11,65 0,13 5,44
13/ago 11,29 0,35 5,41
14/ago 10,73 0,68 5,42
16/ago 8,31 2,12 : 4,62
16/ago 6,70 3,07 4,48
17/ago 5,32 ‘ 3,89 3,40
17/ago 3,96 4,70 3,62

18/ago 00 | 7,05 3,70
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Aspecto dos pellets de
Penicillium sp.

A tabela abaixo apresenta uma composicdo para do de cultura, para cultivo de P.
microcarpus que pode fornecer conversdes de substrato em biomassa da ordem de 50%,

com custo aproximadamente 14% inferior ao meio L&A/K:

y L&A/KM

Ingredientes (@L™)
Glicose 14,0
Peptona de soja 5,0
Extrato de malte 3,0
NH;NO; 1,0
KH,PO, 0,264
K,;HPO, 0,628
MgS0,.7H,0 0,330
CuS04.5H,0 0,0021
MnC12.4H20 H4NO3 0,0004
ZnS0,4.7H0 0,0006
FeS0,.7H,0 0,0005
Relag¢do C/N 91

Protocolo para produciio de inoculante de P. microcarpus:

1. Cortar aproximadamente 60 discos de micélio de 8 mm de didmetro, de culturas em
placas com aproximadamente 30 dias de idade. Deixar os discos em meio sélido em
placas durante dois dias para confirmar a viabilidade;
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2. Preparar 300 mL de meiov L&A/KM (composigdo da tabela anterior), corrigir o pH

com tampdo A/C até pH 5.4, e distribuir 25 mL em 10 erlenmayers de 250 mL de
- capacidade. Vedar os frascos com 3 camadas de papel aluminio e duas camadas de
papel craft;

3. Esterilizar os frascos durante 20 minutos a 121 °C;

4. Tnocular 5 discos de micélio por frasco, tampar com o papel aluminio, lacrar com
plastico PVC (para evitar entrada de acaros) e depois com o papel craft;

5. Incubar durante 12 dias, estaticamente no escuro, a 25 °C;

6. Fragmentar em duas etapas os tapetes micelianos (crescidos nos frascos) em 250
mL de meio fresco esterilizado, utilizando liquidificador durante 6 a 7 segundos.
Vedar os frascos com papel aluminio, PVC e papel e incubar até¢ confirmar a
viabilidade. Para cada suspensio miceliana,, fazer duas placas de controle, e incubar
durante 3 dias para confirmar a viabilidade do in6culo;

7. Preparar 2,5 L de meio L&A/KM, corrigir o pH com tampdo A/C até 54, e
esterilizar durante 40 min. a 121 °C;

8. Inocular a suspensdo miceliana do conteudo de um frasco nos 2,5 L de meio, €
transferir 2,3 L para airlift, deixando 200 mL para controle;

9. Cultivar no escuro, a temperatura de 25,5 °C, com vazio de ar de 0,8 +/-0,2 L.min”’,
até exaustdo completa da glicose. Retirar amostra diariamente para verificar a

concentragdo de glicose residual e pH.



