Avancos Cientificos e
Tecnolégicos em Bioprocessos

Alberdan Silva Santos
(Organizador)

[Atena

Ano 2018



Alberdan Silva Santos
(Organizador)

Avancos Cientificos e Tecnologicos em
Bioprocessos

Atena Editora
2018



2018 by Atena Editora
Copyright © da Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramagao e Edigao de Arte: Geraldo Alves e Natalia Sandrini
Revisdo: Os autores

Conselho Editorial
Prof. Dr. Alan Mario Zuffo - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana
Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia
Prof® Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa
Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior — Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana
Prof® Dr? Deusilene Souza Vieira Dall’Acqua - Universidade Federal de Rondonia
Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense
Prof. Dr. Jorge Gonzalez Aguilera - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins
Prof? Dr? Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr® Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista
Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior — Universidade Federal de Alfenas
Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)
A946  Avancos cientificos e tecnolégicos em bioprocessos [recurso

eletrénico] / Organizador Alberdan Silva Santos. — Ponta Grossa
(PR): Atena Editora, 2018.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-85107-47-5

DOI 10.22533/at.ed.475180110

1. Bioprocessos. 2. Bioquimica. 3. Biotecnologia. |. Santos,
Alberdan Silva.

CDD 553.7
Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422

0 conteudo do livro e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade
exclusiva dos autores.

2018
Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.
www.atenaeditora.com.br




APRESENTACAO

Avancos Cientificos e Tecnoldgicos em Bioprocessos € uma obra que reune
vinte e trés capitulos com temas em pesquisas cientificas realizadas no campo da
biotecnologia, e que envolve agentes bioldgicos e bioquimicos na geracéo de produtos
ou processos. Nesta obra se concentram diversos avangos descritos nas metodologias
e nos resultados, distribuidos em quatro tdpicos principais, envolvendo: processos
quimicos e biotecnolégicos no aproveitamento de residuos; producédo de metabdlitos
e enzimas; métodos analiticos e de simulacéo; e biotratamentos envolvidos na
geracao de energias. Esta obra foi escrita por jovens pesquisadores brasileiros que
estdo desenvolvendo suas teses e/ou dissertacdes em instituicdes nacionais. Por este
motivo, os aspectos inovadores e o alcance dos resultados apresentados podem ser
um grande estimulo para aqueles que visam conhecer com maior amplitude alguns
dos aspectos biotecnologicos estudados em algumas das instituicdes de nosso pais.

Alberdan Silva Santos
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CAPITULO 15

PRODUCAO DE ESPOROS DE Metarhizium anisopliae
POR CULTIVO SOLIDO EM BIORREATOR DE
TAMBOR ROTATIVO COM ROTACAO INTERMITENTE:
APLICACAO DE MODELOS MATEMATICOS PARA
PREDICAO DE PERFIS DE TEMPERATURA

Erika Fernanda Rezendes Tada
Departamento de Engenharia e Tecnologia de
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Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

— IBILCE
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP
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RESUMO: Este capitulo apresenta um
estudo preliminar sobre o cultivo solido do
fungo Metarhizium anisopliae em arroz pré-
gelatinizados em um biorreator de tambor
rotativo e as possiveis implicacbes das
rotacbes sobre a produgcdo de esporos.
Primeiramente, sao discutidos aspectos
da operacao deste tipo de biorreator e das
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condi¢des de cultivo do fungo; o mecanismo de
mistura e movimentacao das particulas durante
a fermentacéo € discutido como um mecanismo
auxiliar para controle da temperatura durante o
processo, a ser aplicado antes ou durante os
periodos de sobreaquecimento. Os resultados
de producao de esporos em tambor rotativo
com rotagao intermitente s&o apresentados
em comparagdo com aqueles obtidos em
biorreatores de operagdo estatica, e um
modelo matematico foi utilizado para predicao
de elevacbes de temperatura. A principio, as
rotacdes nao implicaram negativamente sobre
a producéo de esporos, sendo em biorreator de
tambor rotativo com rotagcado a cada 24 horas
a condicdo com mais elevada produgao e a
predicdo da temperatura pelo modelo proposto
foi satisfatéria em comparacdo com perfis
experimentais.

PALAVRAS-CHAVE: Metarhizium anisopliae,
fermentacdo em estado solido, biorreator de
tambor rotativo, temperatura, modelagem e
simulagéo.

11 INTRODUCAO

A fermentacédo em estado solido (FES) é
definida como o crescimento de microrganismos
sobre uma matriz sélida porosa, que dispoe de
agua apenas em quantidades suficientes para
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suprir as necessidades metabdlicas do microrganismo. Através desta tecnologia, é
possivel se obter produtos de alto valor agregado, tais como aromas, pigmentos,
enzimas, acidos organicos e agentes biocontroladores (BHARGAV et al., 2008).
Dentre estes, destaca-se a aplicagcao de esporos do fungo Metarhizium anisopliae
como alternativa ao uso de inseticidas de origem quimica para o controle de diversas
pragas (DEL BIANCHI et al., 2001).

M. anisopliae € um fungo entomopatogénico classificado como acaricida e que se
desenvolve com hifas, nas quais estdo micélios e conidios, que s&o os propagulos ou
orgéos de disseminacdo da espécie em hospedeiros ou em meio de cultura. Quando
0s propagulos se fixam na cuticula dos hospedeiros, ocorrem diversos fenébmenos
mecanicos e bioquimicos que consistem na deposicao do esporo do fungo na superficie
do hospedeiro (cuticula), germinagao, penetracao, colonizacéo e crescimento do fungo
na parte externa do inseto (mumificacao do inseto), seguida de esporulacéo (PEDRINI,
2017; SHIN; BAE; WOO, 2016; ST. LEGER; COOPER; CHARNLEY, 1991)MW 33
kDa. Dentre as principais pragas sobre as quais o fungo atua estdo o carrapato de
gado Rhipicephalus microplu, a mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans), o inseto
Alphitobius diaperinus — uma das principais pragas da avicultura —, os piolhos de aves
(Mallophaga sp.) e a cigarrinha da folha da cana de agucar (Mahanarva posticata). No
Brasil, a principal aplicacao do fungo se da no controle desta ultima praga em virtude da
proibicdo da queima da palha da cana de agucar (ALONSO-DIAZ et al., 2007; ALVES
et al., 2004; ARRUDA, 2005; BENELLI et al., 2018; GALINDO-VELASCO et al., 2015;
PAULA et al., 2000; POLAR et al., 2005; WASSERMANN et al., 2016; WEBSTER et
al., 2017). Segundo pesquisas, o fungo M. anisopliae é o fungo mais utilizado para o
controle microbiol6gico na América Latina, seguido pelo emprego do fungo Beauveria
bassiana (NISHI; SATO, 2017). Porém, a producao industrial dos esporos do fungo M.
anisopliae ainda é desprovida de tecnologia e processos sofisticados que permitam
uma repeticdo do processo e um controle efetivo durante o cultivo do fungo (CUNHA,
2016).

Como alternativa para melhoria do processo existem diversos estudos que visam
a utilizacdo de biorreatores para cultivo so6lido. No entanto, o aumento de escala de
biorreatores para FES ainda ndo esta totalmente disponivel em escala industrial
principalmente devido a dificuldades no controle e manutencdo de importantes
paréametros de processo, tais como a temperatura e a umidade do substrato. Durante
a fermentacéo, o microrganismo tende a gerar calor proveniente de suas atividades
metabdlicas. De um modo geral, os substratos utilizados em FES sdo meios orgénicos
com propriedades térmicas relativamente pobres (CASCIATORI et al., 2013), o que
dificulta a dissipacao do calor gerado, que entao permanece acumulado e tende a se
manifestar na forma de aumentos de temperatura. Estas elevagdes na temperatura
podem desencadear transportes de massa também indesejaveis, além de efeitos
negativos sobre a producéo dos compostos de interesse. Neste contexto, os biorreatores
devem dispor de mecanismos que auxiliem no controle e manutencéo do processo,
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tais como introducéo de ar, aspersao de agua e/ou dispositivos que promovam mistura
e movimentacdo das particulas. Este € um mecanismo muito interessante a ser
empregado antes ou durante os periodos de sobreaquecimento do leito, pois promove
maiores taxas de transferéncias de calor e massa, 0 que minimizaria a ocorréncia de
gradientes de temperatura.

Este capitulo tem como objetivo apresentar um estudo preliminar sobre a
producédo de esporos do fungo M. anisopliae em biorreator de tambor rotativo em
regime de rotacao intermitente, utilizada na tentativa de minimizar possiveis gradientes
de temperatura e promover maior homogeneidade térmica do leito durante o processo.
A seguir, serdo apresentados detalhes sobre as configuragdes tipicas deste tipo de
biorreator e sobre as condigdes de cultivo do fungo, bem como a aplicacdo de um
modelo matematico para predicdo de periodos de sobre aquecimento do leito de
particulas.

2 | BIORREATORES DE TAMBOR ROTATIVO: CONFIGURAGCAO E OPERACAO

Os processos fermentativos ocorrem em reatores bioldgicos, também conhecidos
como biorreatores, que atuam como barreira contra vias de contaminagao e possibilitam
a manutencdo de condigbes Otimas para o desenvolvimento do microrganismo
(THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). Particularidades na configuracao destes
equipamentos permitem a classificagcdo dos biorreatores em dois grandes grupos
gerais: de leito fixo e de leito movel. Brevemente e como o proprio nome sugere, as
particulas permanecem estaticas durante todo o processo em biorreatores de leito
fixo. Dentre os mais utilizados, destacam-se os biorreatores de bandeja e os de coluna
empacotada. Como mecanismo de manutencado da temperatura durante o processo,
destacam-se a introducao de ar em condi¢cdes controladas e a preservacdao das
fronteiras espaciais em temperatura controlada. Dorta e Arcas (1998) e Van Breukelen
et al.,, (2011), que realizaram a producdo dos esporos em biorreator de coluna
empacotada e demonstraram em seus trabalhos dificuldades com empacotamento do
substrato e compactacao, e observaram gradientes de temperatura axial e radial. Em
biorreatores de bandeja, isso é obtido, em geral, pela acomodacgao das bandejas em
camara com temperatura constante, enquanto que camisas externas de refrigeracao
sdo comumente utilizadas em biorreatores de coluna empacotada. Méndez-Gonzalez
et al., (2018) demonstraram sucesso na producao de esporos utilizando biorreator de
bandeja, porém os biorreatores utilizados n&o ultrapassavam capacidade de 500g de
substrato, ou seja, realizaram testes em escala laboratorial.

Dentre os biorreatores de leito movel, os tambores rotativos tém chamado atencao
por apresentar facilidades de operacao durante o processo. Dentre elas, destaca-se
a possibilidade de que todas as etapas sejam desencadeadas dentro do biorreator,
desde a inoculacdo do substrato até a extracdo da solucdo bruta de compostos de
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interesse, 0 que minimizaria a demanda por trabalho manual e o contato com possiveis
fontes de contaminacao externa. Estes biorreatores consistem em cilindros horizontais
encamisados que dispdem de mecanismos auxiliares para mistura e movimentacao
das particulas. Para que a dindmica de mistura e movimentag¢ao néo seja prejudicada,
estes equipamentos ndo operam com todo o volume interno preenchido. Na literatura
classica, a razao entre o volume interno total do tambor e o volume preenchido por
particulas é denominada grau de enchimento, que pode ser representada em escala
unitaria ou em porcentagem. Estudos tém apresentado a utilizagdo de tambores
rotativos em investigacées em FES com até 60% de seu volume interno preenchido
por particulas (WANG et al., 2010; GRAJALES et al., 2012; TADA et al., 2017a; TADA
et al., 2017Db).

Além da camisa externa para refrigeracdo, os biorreatores de tambor rotativo
apresentam a possibilidade de introdugcé@o de ar em condi¢des controladas, que atua
como mecanismo de remog¢ao de calor por conveccgao e no suprimento da demanda de
oxigénio pelo microrganismo, além da possibilidade de reposicéo da umidade perdida
durante o processo através da aspersao de agua e da mistura e movimentacao de
particulas. Quanto ao ar de entrada, recomenda-se o emprego de ar saturado de vapor
d’agua na temperatura 6tima de crescimento do microrganismo, pois isto evitaria que
o ar capturasse umidade proveniente do leito umido e, consequentemente, que o leito
sofresse ressecamento ao longo do processo. No entanto, tratando-se da producéo
de estruturas de resisténcia, tais como sdo os esporos, estudos ainda estdo sendo
desenvolvidos para avaliar a influéncia da umidade relativa do ar sobre a producao
dos esporos.

Duas configuragbes principais tém sido reportadas na introducéo de ar em
biorreatores de tambor rotativo, quais sejam, através do espac¢o vazio acima da
superficie do leito de particulas, também chamado de headspace, ou através de um tubo
localizado em meio ao leito de particulas e perfurado ao longo de seu comprimento. Na
Figura 1 estao ilustradas estas duas configuracées. Note que, na primeira (Figura 1.a),
0 escoamento de ar se da preferencialmente ao longo do comprimento do tambor, uma
vez que o ar adentra o sistema por uma extremidade axial e é recolhido na extremidade
oposta; enquanto que na Figura 1.b, o escoamento é preferencialmente radial.

Saida

Entrada de ar

de ar

Entrada
de ar

(a) (b)

Figura 1 — Configuragdes para introdugéo de ar em biorreator de tambor rotativo.
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Em processos de origem bioloégica em que ocorre a elevagcédo da temperatura
e, consequentemente, a perda das condicbes Otimas, a movimentacdo e mistura
das particulas apresenta-se como um mecanismo de grande importéncia para o
resfriamento e posterior homogeneizacao térmica do leito. Durante a rotagao do tambor,
maiores taxas de transferéncia de calor e massa entre as fases sélida e gasosa séo
observadas. A literatura classica reporta que a conveccgéao € o principal mecanismo de
remocéao de calor em leitos de particulas umidas (GRAJEK, 1988).

O movimento das particulas pode ocorrer devido a rotacéo da parede interna do
tambor, ou pelo movimento de dispositivos auxiliares, tais como a presenca de pas
gue descrevem movimento rotacional em torno de seu proprio eixo e, geralmente, sao
instaladas no centro radial do tambor. Defletores podem ser instalados junto a parede
interna do tambor, promovendo a elevagdo das camadas do leito mais préximas a
parede e favorecendo a movimentag¢do e a mistura das particulas. Na Figura 2 estao
apresentadas as duas configuracdes citadas.

Pas

Defletores

{[\\I_II_II_I

L
Rotagﬁok’/ N--.

@ (b)

Substrato

Figura 2 — Configuracdes de dispositivos auxiliares a mistura de particulas em biorreator de
tambor rotativo.

FONTE: Adaptado de Arora, Rani e Ghosh (2018).

Oregime de rotacdo empregado em FES pode variar entre continuo e intermitente.
No primeiro, as rotacdes sdo conduzidas durante todo o tempo do processo, enquanto
que no segundo, as perturbacdes s&do empregadas somente como medida preventiva
de controle da temperatura do leito, ou seja, quando elevagdes de temperatura sao
esperadas. Assim, o leito € mantido estético e € esporadicamente rotacionado. Em geral,
devido a ampla gama de substratos utilizados para FES, cada processo requer o estudo
particular do efeito das rotagdes sobre o rendimento e produtividade dos compostos
de interesse, uma vez que, em determinados casos, o cisalhamento excessivo pode
promover o rompimento de estruturas de crescimento do microrganismo. Nestes casos,
recomenda-se o emprego de rotacdes em regime intermitente. Nas secbes a seguir,
seréao apresentados um estudo preliminar sobre a influéncia do cisalhamento sobre a
producéo de esporos do fungo M. anisopliae, seguido de modelagem matematica para
predicdo dos periodos de sobreaquecimento do leito.
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31 CULTIVO SOLIDO EM BIORREATOR DE TAMBOR ROTATIVO

O cultivo solido do fungo M. anisopliae se da sobre a superficie de particulas de
arroz tipo 1, que passam por pré-gelatinizacdo durante processo de autoclavagem a
121 °C, 1,1 atm e 20 minutos. As condi¢cdes 6timas correspondem a 28 °C, aplicacao
de ar saturado de vapor d’agua também nesta temperatura e vazao de 1 L/min e
umidade do substrato na faixa de 56 — 58 %, em base Umida. A vazao de ar refere-se
aquela utilizada nos ensaios fermentativos cujos resultados serao mostrados a seguir.
No entanto, é evidente que sistemas maiores requereriam maiores vazdes de ar.

O fungo é depositado sobre o arroz autoclavado na forma de uma suspensao de
esporos em solucao de Tween 80 0,1% com concentracéo de 107 esporos/g-sélido seco.
O cultivo tem duracao de 10 dias e, apds isso, 0s esporos sao extraidos pela adicao
de solucéo de Tween 80 0,1% ao meio cultivado, seguida de constante movimentagcéo
para desprendimento dos esporos. A estimativa da producéo de esporos € feita através
da contagem de uma aliquota da solucdo em camara de Neubauer.

A parede interna do tambor pode ser mantida a 28 °C pela circulacdo de agua
nesta temperatura, proveniente de um banho com temperatura controlada; e o ar
pode ser saturado e mantido nesta temperatura ao escoar através de uma coluna de
umidificacdo mantida também nesta temperatura. Para o uso desta coluna, recomenda-
se o0 preenchimento de seu interior com agua e particulas de material inerte, tal como
esferas de vidro, pois a presenca das particulas auxilia no tempo de retencéo do ar
em contato com a agua e evita que agua seja arrastada para dentro do biorreator.
Para cultivo do fungo M. anisopliae em arroz para producéo de esporos, a literatura
tem reportado vazdes de ar de 1 a 5 L/min (DORTA; ARCAS, 1998; CUNHA, 2016). A
utilizacdo do mecanismo de reposicao de umidade € empregada unicamente quando
gradientes de concentracdo de agua sédo instalados no leito de particulas para que
sejam evitadas as variacées no teor de umidade ao final do processo em relagao a
umidade inicial.

Quanto a dindmica de particulas de arroz em tambor rotativo, Grajales et al.
(2012) apresentou um estudo sobre mistura e movimentacao de arroz pré-gelatinizado
em graus de enchimento 23, 43 e 60 %. Os autores constataram que a velocidade
de rotacao nao teve influéncia sobre o numero de rotacbes para se atingir a mistura
radial de particulas no tambor, e recomendam a utilizagdo de 5, 9 e 11 revolucdes para
cada grau de enchimento, respectivamente. Este € um estudo preliminar de dindmica
de movimentacdo e mistura de particulas, e sua transposicao para a real situacao
de FES deve ser investigada e observada com cautela, uma vez que a presenca do
microrganismo pode promover altera¢cées nas caracteristicas estruturais e reoldgicas
do leito de particulas ao longo do tempo.

Na Figura 3 estdo apresentadas fotografias capturadas antes e ap6s 10 dias de
cultivo solido de arroz pelo fungo M. anisopliae. O fungo possui aspecto esverdeado
que, ao longo do cultivo, coloniza boa parte da superficie exposta das particulas.
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A imagem do meio fermentado foi capturada ap6s 10 dias de fermentacdo em um
biorreator de bandeja, ou seja, o leito permaneceu totalmente estatico.

Arroz inoculado com a suspensao de Ap6s 10 dias de cultivo
€esporos

Figura 3 — Aspectos do meio antes e ap6s 10 dias de cultivo sélido de M. anisopliae em arroz
tipo 1 pré-gelatinizado.

FONTE: CUNHA, 2016.

AplOs a inoculacdo com a suspensdao de esporos, 0 arroz pré-gelatinizado
mantém a caracteristica de um sistema particulado sem a formac&o de blocos ou
aglomerados. Ap6s os 10 dias de cultivo, nota-se a formacgao de blocos e aglomerados
e a colonizacao da superficie do meio. O crescimento do microrganismo é indicado
por regides de coloracédo predominantemente verde. As regides amareladas e brancas
indicam onde nao houve colonizac&o. Estas, em geral, surgem quando existe algum
fator limitante ao crescimento, tais como o suprimento de oxigénio, temperatura
e umidade do leito, ou quando a superficie do grao ndo se encontra exposta para
colonizagao, estando em contato com as paredes do biorreator ou com outros graos.
Uma vez que o cultivo deste microrganismo se da na superficie das particulas, a
formacéo de blocos e aglomerados diminui a area superficial disponivel, limitando o
crescimento do microrganismo, o0 que pode resultar em queda na produtividade.

Neste contexto, a mistura e movimentacdo de particulas em tambor rotativo
pode contribuir para o ndo-surgimento de blocos e aglomerados, além de atuar como
mecanismo auxiliar de resfriamento do leito em periodos de sobre aquecimento.
No entanto, é necessario se verificar a implicagdo do emprego de rotacdes sobre a
producao de esporos, como sera mostrado a seguir.

41 INFLUENCIA DO CISALHAMENTO SOBRE A PRODUCAO DE ESPOROS

Na Tabela 1 estdo apresentadas as concentragdes de esporos obtidas apds os
10 dias de cultivo e a massa inicial de substrato seco (M) utilizado em fermentagGes
conduzidas em embalagens plasticas, em biorreator de coluna empacotada e em
biorreator de tambor rotativo, este ultimo em auséncia e em presenca de rotacées. A

Avancos Cientificos e Tecnolégicos em Bioprocessos Capitulo 15



concentracéao inicial de esporos foi de 107 esporos/g-soélido seco em todos os testes, e
o grau de enchimento em biorreatores de tambor rotativo foi de 0,5.

. ~ Concentracao de
Dimensoes

Biorreator M, (9) esporos
(cm) )

(esporos/g-ss)
Embalagens plasticas 10 x 20 20 8,83 x 108
Coluna empacotada 9,5* x 12,5** 50 4,56 x 108
Tambor rotativo  Estéatico 10 x 20 500 7,44 x 108

X

Rotacbes a cada 24 h 500 9,40 x 108

Tabela 1 — Concentracao de esporos ao final de 10 dias de cultivo de M. anisopliae em arroz
pré-gelatinizado em diferentes biorreatores.

* didmetro interno; ** comprimento.

Dentre os leitos estaticos, maiores concentragbes foram verificadas em testes
em biorreator de tambor estatico, provavelmente devido a oferta de mecanismos
de manutencao de temperatura mais efetivos. Bertucci et al. (2017) observou que a
estabilidade térmica de um leito de particulas secas de bagaco de cana e de alumina
se da pela predominancia da transferéncia de calor da parede para o interior do leito;
entdo a parede do tambor apresenta grande influéncia sobre a temperatura do sistema,
em comparag¢ao com a massa e o volume de particulas envolvidos.

Os testes com rotacdo a cada 24 horas apresentaram maior concentracéo
de esporos do que o teste controle em embalagens plasticas, o que indica que,
aparentemente, o cisalhamento ndo promoveu danos as estruturas de crescimento
do microrganismo. Além disso, estima-se que a periddica movimentagcédo e mistura de
particulas tenha evitado a formag¢do de blocos e aglomerados, tornando disponivel
uma maior area superficial para a colonizagcao do microrganismo.

As fermentacdes conduzidas em embalagens plasticas sao utilizadas para fins
de comparacao quando os processos ocorrem em biorreatores propriamente ditos.
Durante o cultivo, as embalagens plasticas sdao acondicionadas em camaras com
suprimento e renovacao de oxigénio e temperatura controlada. Em geral, considera-
se este um resultado-controle devido a pouca quantidade de particulas utilizada e,
consequentemente, a baixa quantidade de calor gerado durante o processo. Assim,
as condicdes ideais de cultivo sdo mais facilmente mantidas, enquanto que a eventual
gueda na producao de esporos quando do processo em biorreatores € atribuida ao
funcionamento, operacdo e atuacao do biorreator e seus mecanismos de controle
e manutencao das condigbes 6timas. Evidentemente, existe a possibilidade de se
operar com maiores massas de particulas em cultivo em embalagens plasticas, tal
como usualmente é feito em uma industria especializada na producéao de esporos em
Sao José do Rio Preto — SP, que utiliza a média 400 g de arroz seco por embalagem.
Quando maiores quantidades de substrato sdo utilizadas, mesmo em embalagens
plasticas, aumentos de temperatura podem ser verificados. Na Figura 4 estédo
apresentados perfis de temperatura obtidos durante o cultivo sélido em embalagens
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plasticas com 400 g de substrato seco e em tambor rotativo com rotacdes a cada 24
horas. A quantidade de particulas secas nos ensaios em tambor rotativo também foi
de 400 g.

294

274
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Figura 4 — Perfis de temperatura no centro do leito durante cultivo sélido de M. anisopliae em
(a) embalagens plasticas e (b) tambor rotativo com rota¢des a cada 24 horas.

Ao longo das 240 horas de fermentacdo, nota-se que maiores elevacdes de
temperatura foram verificadas em ensaios em embalagens plasticas em comparagao
com aqueles em tambor rotativo com rotagdo intermitente. As temperaturas médias
foram de 29,4 °C (Figura 4.a) e 28,3 °C (Figura 4.b), respectivamente. Em relacao
a producéao de esporos, o resultado em embalagens plasticas foi inferior em relagéao
ao obtido em ensaios em tambor rotativo com rotacdo a cada 24 horas. No entanto,
isto pode nao estar relacionado somente ao controle da temperatura, mas também a
disponibilidade de area superficial para colonizagado do microrganismo, que é facilitada
devido a ndo formacédo de blocos e aglomerados em ensaios em tambor rotativo.
Superficialmente, pode-se dizer que o aumento de temperatura em 1,4 °C em ensaios
em embalagens plasticas ndo implicou negativamente sobre a producao de esporos,
visto que o resultado obtido esta entre os mais altos apresentados neste capitulo.

O processo em tambor rotativo apresentou controle da temperatura eficiente, uma
vez que a maxima temperatura observada foi de 28,5 °C. Desse modo, entende-se que
0 emprego de rotacdes a cada 24 horas foi um mecanismo eficiente para se controlar
a temperatura neste sistema. Provavelmente, esta eficiéncia esta relacionada a escala
do biorreator em que foi conduzido o experimento (10 cm de didmetro interno e 20
cm de comprimento). Em escalas maiores, a quantidade de particulas seria também
maior, bem como a quantidade de calor gerado. Além disso, o efeito da parede sobre
a transferéncia de calor da parede para o leito de particulas seria minimizado, como
reportado por Tada et al. (2017a), ou seja, a parede deixaria de ser um mecanismo tao
eficiente no controle da temperatura como é em pequenas escalas (BERTUCCI et al.,
2017). Assim, o processo deve ser observado e dimensionado através de estudos de
aumento de escala para que 0s mecanismos adicionais presentes nos biorreatores, tal
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como a intermiténcia de rotagdes, possam ser utilizados a fim de se conseguir maior
estabilidade e homogeneidade térmica ao longo do processo. Modelos matematicos
tém sido aplicados em estudos de aumento de escala de biorreatores para FES, uma
vez que a modelagem e simulacado destes processos sao relativamente mais rapidas
e demandam custos inferiores em relacéo a testes experimentais propriamente ditos.

Especialmente em processos de rotacdo intermitente, os modelos matematicos
poderiam ser utilizados para predizer periodos de sobreaquecimento do leito. Assim,
momentos antes ou no momento do sobreaquecimento, rotacdes poderiam ser
empregadas para promover maior contato entre as fases sélida e gasosa no sobre
espaco. Modelos classicos a uma fase tém sido reportados pela literatura para predicao
de perfis de temperatura (SAUCEDO-CASTANEDA et al., 1990; SANGSURASAK;
MITCHELL, 1998; FANAEI; VAZIRI, 2009). Na secdo a seguir sera brevemente
apresentada a modelagem das fases estaticas durante o cultivo s6lido de M. anisopliae
em leito de arroz em biorreatores de tambor rotativo com diferentes escalas: 10 e 30
cm de didametro interno. Maiores detalhes podem ser consultados em Cunha (2016),
Tada et al. (2017b) e na literatura anteriormente mencionada.

51 MODELAGEM E SIMULACAO EM TAMBOR HORIZONTAL PARCIALMENTE
PREENCHIDO COM AERACAO PARALELA A SUPERFICIE DO LEITO

Os perfis de temperatura durante as fases estaticas em um biorreator de tambor
rotativo com rotacdes intermitentes podem ser previstos através da solugcdo de um
balanco de energia escrito para a geometria de um cilindro parcialmente preenchido.
Considerando-se que o ar é introduzido totalmente saturado por vapor d’agua na
temperatura do processo e que as eventuais transferéncias de massa entre o ar e
o leito séo despreziveis, variagdes no teor de umidade no leito ao longo do tempo
podem ser também desprezadas. Assim, considera-se que o teor de umidade do leito
permanece uniformemente distribuida e ndo promove influéncias sobre a temperatura
do leito.

O balancgo de energia esta apresentado na Eq. (1). Esta € uma equacéo diferencial
parcial, em que o primeiro termo a esquerda representa a variacao de entalpia no leito
ao longo do tempo, 0 segundo termo a direita representa a condugao de calor na direcéo
radial e o ultimo termo representa a geracao de calor metabdlico pelo microrganismo.

oT 10T 0'T | | .
Plela:Ko ;EJr? g 1)

em que p, e Cp, séo a densidade e o calor especifico do leito, K, é a condutividade
térmica do leito na estagnacdo, T é a temperatura, r € a coordenada radial, t € o
tempo e é o termo que representa a geracao de calor. Note que este modelo utiliza
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de propriedades diretas do leito de particulas. Considerando que o leito poroso
€ composto pelas fases sélida umida e gasosa, estas propriedades incluem as
contribuices das referidas fases. Este tipo de modelo € chamado de modelo a uma
fase ou pseudo-homogéneo, pois considera que o meio poroso pode ser entendido
como um corpo solido pseudo-homogéneo. As propriedades do leito p, Cp, e K, podem
ser determinadas experimentalmente (Casciatori et al., 2013; Casciatori et al., 2014;
Prieto, 2003) ou estimadas através das equacgdes a seguir (Fanaei e Vaziri, 2009; Tada

et al., 2017a).
pi=¢ep, T (1 - &)p; @)
Cp,=&Cp,+ (1 - €)Cp, ©)
KOZ SKa+ (1 - S)KS (4)

Ageracéao de calor g. relaciona-se com a cinética de crescimento do microrganismo
e com o calor liberado durante o crescimento. Na Eq. (5) esta apresentado modelo
logistico, amplamente utilizado pela literatura em modelagem e simulag¢ao de processos
de FES (SANGSURASAK; MITCHELL, 1998; FANAEI; VAZIRI, 2009).

o0X X
a:“gx(l' X j ©

m

em que X é a concentragado de biomassa, X_ € a maxima concentracdo de biomassa
ey, € a taxa especifica de crescimento. A dependéncia de y, com a temperatura esta
apresentada nas Eqgs. (6) a (8), conforme proposto por Sangsurasak e Mitchell (1998).

ParaT<T, My = My stima (6)

otima’

Para Tétima <T< Tméx’ u, = b + (Tmax - T(’)tima ) ug,étima (Tmax - T(')tima ) (7)
: (T~ T b+ (T, T)

méx ~ “6tima )
ParaT=T__, u, =0 (8)

X

emque T,

otima

ainda se verifica atividade do microrganismo, y € a taxa de crescimento 6tima e

g,6tima

é a temperatura do processo, T_, é a temperatura méaxima em que

b é a sensibilidade do crescimento aos aumentos de temperatura.
A Eq. (1) pode ser escrita da seguinte forma, em atencéo ao termo de geracéo
de calor :

p,Cp,

il + -
ot ror o | Py

2
oT :KOF@_T 0 T} Lo X
em que Rq € a energia liberada por massa de biomassa produzida.
As condi¢des inicial e de contorno para solugdo da Eq. (9) estdo apresentadas
a seguir. Esta consiste na solugdo mais simples para a simulagao de transferéncia de

calor em um tambor horizontal parcialmente preenchido por particulas com aeragéao
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paralela a superficie do leito.

t=0, T=T, (10)
oT

I'=Tig) KOE :h(T-Ta) (11)

r=R, T=T, (12)

em que as posigoes r,,

respectivamente, h € um coeficiente de transferéncia de calor por convecgao entre a

e R representam a superficie do leito e a parede do tambor,

superficie do leito e 0 ar no sobre espago e T, e T, sdo as temperaturas inicial e da
parede, respectivamente.

Na Tabela 2 estdao apresentados os parametros requeridos pelo modelo. Os
parametros de crescimento do fungo M. anisopliae nao serao explicitamente divulgados
neste capitulo.

Simbolo Valor Fonte
Parametros termo fisicos
Cp, 2174 J kg' K Calculado por Choi e Okos (1986)
K, 0,31 Wm™ K"
[ 1684,3 kg m*®
Cp, 1005 J kg K
K, 0,21 W m- K- Pe(rzrgoeg)a'-
P, 1,14 kg m?
Parémetros operacionais
T, 28°C
T, 28°C
T, 28 °C
v, 1 L min™
UR 100%
X 56 — 58 %

Tabela 2 — Parametros termo fisicos requeridos pelo modelo e condi¢cdes de operacgao.

Nota: v, &€ a vazéo de ar e X & a umidade das particulas do leito apés inoculagdo da suspenséo de
esporos, em base Umida.

O parametro h pode ser estimado através de correlacdes classicas para
escoamento de fluido paralelo a superficie de uma placa plana, tal como apresentado
na Eq. (14).

1 1
Nu = ;—L =0,664Re?Pr? (14)

a

em que Nu, Re e Prsdo os numeros de Nusselt, Reynolds e Prandtl e L é o comprimento
da placa.

A solugcéo numérica do modelo proposto [Eq.(9)] deu-se com a discretizacdo das
variaveis espaciais utilizando-se o método das diferencas finitas, de modo que cada
elemento de volume ainda apresentasse caracteristicas gerais do leito de particulas.
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As equacdes diferenciais ordinarias resultantes foram escritas em linguagem MatLab®
(MathWorks, Natick, USA) e solucionadas utilizando-se o solver ode15s disponivel
no software. Maiores detalhes sobre a solugcdo para a geometria de um cilindro
parcialmente preenchido podem ser encontrados em Tada et al. (2017a).

Na Figura 5 esté apresentada a verificacdo do modelo proposto em comparagao
com dados experimentais coletados durante fermentacdo em biorreator de 10 cm.
Note que os perfis apresentam proximidade e tendéncias similares, o que indica que o
modelo é capaz de predizer os perfis de temperatura ao longo da fermentacgéo.

)
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Figura 5 — Comparacgéao entres os perfis de temperatura experimental e predito pelo modelo
durante cultivo solido de M. anisopliae em particulas de arroz pré-gelatinizado em biorreator de
tambor rotativo mantido totalmente estatico e preenchido com grau de enchimento 0,5.

Na Figura 6 estdo apresentados os perfis temporais de temperatura obtidos por
simulacéo para o cultivo sélido de M. anisopliae em biorreatores de tambor rotativo
totalmente estatico com 10 e 30 cm de didmetro interno para o grau de enchimento
0,5. Note que estas simulacdes foram conduzidas considerando-se o leito totalmente
estatico, portanto rotacdes nédo foram empregadas.
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Figura 6 — Perfil temporal de temperatura simulado para cultivo sélido de M. anisopliae em
leito de arroz pré-gelatinizado colocado em biorreator de tambor rotativo mantido totalmente
estatico com 10 cm de diametro interno, em uma posicao central do leito de particulas e grau de
enchimento de 0,5.

Em um tambor com 10 cm de didmetro, a elevacdo maxima de temperatura
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verificada ao longo do tempo foi de 0,5 °C e o perfil de temperatura apresentou uma
tendéncia parabdlica com concavidade para baixo, bem como para o tambor com
diametro de 30 cm. O decréscimo de temperatura a partir de 170 horas indica que
0s mecanismos de dissipacédo de calor sdo mais influentes do que o calor gerado
pelo microrganismo. Ao final das 240 horas, a temperatura no biorreator menor foi
praticamente reestabelecida aos 28 °C, enquanto que o mesmo nao foi verificado
para o biorreator maior, que permaneceu todo o tempo a partir das 60 horas iniciais
em temperatura superior a 29 °C. Pode se dizer que as elevag¢des de temperatura
no biorreator menor foram toleraveis e podem ser consideradas despreziveis. Desse
modo, diz-se que 0s mecanismos de controle neste sistema foram eficientes e que néao
seria necessaria a aplicacao de rotagcdes como mecanismo para potencializar as taxas
de transferéncia de calor, mas talvez o emprego das rotagdes poderia ser utilizado
para evitar a formacédo de aglomerados e aumentar a area superficial disponivel para
o microrganismo. Na Figura 7 estdo apresentados perfis espaciais de temperatura nos
leitos durante o cultivo so6lido em biorreatores de 10 e de 30 cm de didametro interno
preenchidos em grau de enchimento 0,5.

Ja no biorreator de 30 cm de didmetro, as rotacées poderiam ser utilizadas na
tentativa de promover o resfriamento do leito, visto que esta ferramenta ndo promove
impactos negativos sobre a producéo de esporos. A quantidade de calor transferida das
particulas para a fase gasosa durante a movimentacéo € de dificil estimativa em tipos de
modelos tal como o apresentado neste capitulo, pois a simulagédo da movimentagao de
particulas requer outros métodos numéricos, como 0 método dos elementos discretos
(DEM) (SANTOS et al., 2016). Ademais, 0 modelo apresentado neste capitulo pode
ser utilizado sem maiores problemas na simulagcéo das fases estaticas da fermentacéo
solida em um biorreator de tambor rotativo com rotacao intermitente, e entdo, a resposta
gerada poderia ser empregada em simulac¢oes utilizando-se DEM para predicdo dos
perfis de temperatura em regime intermitente de rotagao.
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Figura 6 — Perfis espaciais de temperatura em biorreatores de tambor rotativo totalmente
estaticos durante cultivo solido de M. anisopliae em arroz pré-gelatinizado em grau de
enchimento 0,5.
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