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RESUMO - O suprimento e a demanda de oxigénio, necessarios para o controle do
processo de transferéncia de massa gas-liquido, sdo grandezas de transformacéo
fundamentais a serem analisadas em cultivos fungicos, em razdo do metabolismo
unicamente aerdbio destes microrganismos. Neste trabalho foram avaliadas distintas
configuracbes de impelidores (Rushton e pitched blade) e aeradores (pedra de vidro
sinterizado e ferradura) no crescimento de Aspergillus oryzae, em biorreatores de
agitacdo mecénica e airlift. Dentre os principais resultados, independentemente da
configuragdo analisada, valor superior de concentracdo de biomassa foi obtido em
biorreator de agitacdo mecénica (6,34g/L), em menor tempo de cultivo (24h), podendo
estar relacionado ao tipo de impelidor utilizado (Rushton) e as correntes de fluxo
radiais, auxiliando na obtencdo de biomassa. A maior velocidade especifica de
consumo de substrato (0,75h™), entretanto, foi determinada em biorreator airlift,
indicando uma adequada oxigenacdo do meio com o tipo de aerador (vidro
sinterizado) utilizado. Os dados mostram a influéncia tanto do tipo de aspersor e do
tamanho das bolhas geradas como dos impelidores e das correntes de fluxo sobre a
transferéncia de massa géas-liquido em cultivos fungicos.

1. INTRODUCAO

O conhecimento da engenharia bioquimica esta intimamente relacionado com o0s processos
biotecnologicos. Dentre eles, podem-se destacar aqueles que visam a producdo de enzimas
microbianas utilizando linhagens fungicas de Aspergillus (Jayani et al., 2005; Rezazadeh Bari et
al., 2010; Gomez Sanchez et al., 2012). Estudos relacionados a geometria do reator, utilizacdo de
impelidores e de aspersores de gas que auxiliam na transferéncia de massa, bem como a analise
das particularidades do processo, como a sensibilidade fungica ao cisalhamento provocado pela
agitacdo, sdo de primordial importancia para a producdo de pectinases (Fontana et al., 2009;
Scargiali et al, 2014).

Dentre os principais equipamentos empregados para a obtencdo de produtos microbianos,
tém-se 0s biorreatores com agitacdo mecanica, com agitadores acoplados ao eixo central para
realizar a agitacdo e a mistura, e 0s reatores com agitacdo pneumatica (airlift), tendo uma regido
aspergida com gas e de menor densidade de fluido (riser) e uma regido sem gas e maior densidade
(downcomer), responsaveis pela circulacédo do fluido (Najafpour, 2007).

O suprimento e a demanda de oxigénio sdo grandezas comumente analisadas em cultivos
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microbianos. Os fungos, microrganismos usualmente empregados na producdo de pectinases,
dependem de um sistema com fornecimento de oxigénio. Como consequéncia do crescimento das
hifas em aglomerados, ocorrem alteracdes reoldgicas e diminuicdo da transferéncia de oxigénio
(Albaek et al., 2011).

Devido a necessidade de aeracdo do meio, 0s aspersores de gas sao utilizados para injetar ar
e outros gases no cultivo (Alves, 2010). Os impelidores, por sua vez, promovem a homogeneidade
do fluido, evitando a ocorréncia de zonas estagnadas, além de serem responsaveis pela formacao
de correntes de fluxo distintas relacionadas ao tipo utilizado.

Em vista disso, neste trabalho foi avaliado o emprego de biorreatores de agitacdo mecanica e
airlift, com diferentes configurac6es de impelidores (Rushton e pitched blade) e aspersores de gas
(pedra de vidro sinterizado e ferradura) sobre o crescimento de Aspergillus oryzae.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e meio de cultura

O microrganismo utilizado nos ensaios de crescimento microbiano foi A. oryzae IPT-301
(Fontana et al., 2009; Fontana; Silveira, 2012; Meneghel, 2013), cedido pelo Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas de Sdo Paulo, S&o Paulo. Para a conservacdo e a propagacdo do
microrganismo foi utilizado o meio de cultura descrito por Maiorano (1982), com a seguinte
composicao, em g/L: glicose, 25; glicerina, 25; extrato de levedura, 5 e agar-agar, 20.

O meio de cultivo descrito por Meneghel (2013), isento de pectina, continha (g/L): farelo de
trigo em extrato aquoso (Moinho Nordeste, Antonio Prado, Brasil), 40; glicose, 5; extrato de
levedura, 0,05; (NH4)2SOs, 5; MgS04.7H,0, 0,5; KH,PO,, 2,5; FeS0O,.7H,0, 6,3.10"; ZnSOs,,
6,2.10* e MnSO,, 1.10°. O meio foi esterilizado por 10 minutos, a latm. A inoculacio feita
proporcionou uma concentracéo final de 10° esporos por mililitro de cultura.

2.2. Condicdes de cultivo

Os ensaios foram realizados em dois tipos de equipamentos: um biorreator de agitacdo
mecanica STR (stirred tank reactor), modelo BIOSTAT B (B. Braun Biotech, Sartorius), e um
airlift de circulacdo interna, ambos de 5L de volume total e com volumes de trabalho de 3,5 e
4,5L, respectivamente (Figura 1).

O pH foi controlado em 4,0(x0,1) com a adicdo de acido cloridrico (HCI) 2mol/L e
hidroxido de sddio (NaOH) 2,5mol/L. Esse valor foi mantido constante devido ao favorecimento
do crescimento microbiano (Malvessi; Silveira, 2004; Meneghel, 2013). O controle da temperatura
foi feito por banho termostatico a 28(*1,0)°C.

Em STR, foram testadas trés configuracbes de impelidores e aspersores de gas: a) trés
impelidores de péas retas inclinadas a 45° tipo pitched blade (PB), de 62mm de diametro,
distanciados entre si (D) em 4,5cm e aspersor de gas do tipo pedra de vidro sinterizado (PS); b)
trés PB, D = 4,5cm e aspersor de gas do tipo ferradura de aco inoxidavel (F) e c) trés impelidores
de pas retas tipo Rushton (R), de 62mm de diametro, D = 4,5cm e aspersor de géas do tipo PS. Em
airlift, foi avaliado o emprego do aspersor do tipo PS. O tubo interno do airlift foi construido em
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vidro refratério, de 5cm de didmetro e 33,5cm de altura, e alocado desde a altura do inicio do
aspersor. Os impelidores e os aspersores de gas utilizados nos cultivos sdo mostrados na Figura 2.

Figura 2 — Impelidores e aspersores de gas utilizados nos cultivos de Aspergillus oryzae em

biorreatores de agitacdo mecénica e airlift.
A: impelidor de pas retas inclinadas a 45° tipo pitched blade; B: impelidor de pas retas tipo Rushton; C: aspersor de
gas do tipo pedra de vidro sinterizado e D: aspersor de gas do tipo ferradura em ago inoxidavel.

2.3. Métodos analiticos
A determinacédo da concentracao celular foi realizada por gravimetria.

Os acucares redutores soltveis foram analisados pelo método do &cido 3,5 di-nitro-salicilico
(DNS) (Miller, 1959). Os acUcares redutores totais foram determinados através de hidrolise acida
e posterior quantificacdo das amostras hidrolisadas (Meneghel, 2013) pelo método DNS.

A concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura foi medida com uma sonda
polarografica. A estimativa da concentracdo de gas foi determinada através da metodologia
proposta por Schumpe e Quicker (1982), levando em consideracdo a concentragdo dos
componentes idnicos e ndo-idnicos do meio, a retirada das amostras e a adi¢do de acido e de base
para o controle do pH.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos cultivos de A. oryzae em biorreator STR e em biorreator airlift sdo
apresentados na Tabela 1. Nas condigdes (a) e (b), em que foram utilizados os mesmos tipos de
impelidores (pitched blade), valores semelhantes de méaximo crescimento microbiano foram
obtidos (5,55¢/L e 5,23g/L, respectivamente). Porém, em (a), devido ao tipo de aspersor (PS), as
condigdes de mistura e transferéncia de massa foram facilitadas durante a fase de crescimento
exponencial (entre 14 e 25 horas de cultivo). A concentragdo do oxigénio no meio de cultivo,
nessa fase, atingiu valores superiores — em média 6,85mgO-/L (Figura 3). Michelin et at. (2013)
destacam que o consumo de oxigénio tende a aproximar-se da velocidade de transferéncia do gas
na fase de crescimento exponencial e, dessa maneira, o percentual de oxigénio dissolvido no meio
tende a diminuir, fato que também pode ser observado na Figura 3, independentemente da
condicdo testada.

Tabela 1 — Grandezas de transformacdo obtidas de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreatores
de agitacdo mecanica e airlift

A Agitacdo mecanica -

Parametros @ (b) © airlift
Xmax [9/L] 5,55 5,23 6,34 3,55

tx max [N] 28 31,5 24 28,5
dX/dtmax [9/L/N] 0,41 0,54 0,40 0,33
taxsdtmax [N] 18,3 19 17,6 22,5
dS/dtmax [g/L/h] 1,13 0,84 1,66 1,75
tas/tmax [N] 20,8 20,7 20,3 23,3
W max [7] 0,19 0,22 0,14 0,17
tx max [N] 13,6 17,8 15 21,7
Hsmax [N 0,32 0,27 0,38 0,75
tysmax [N] 19,8 19,4 20,3 22,7

Condicdes: (a) trés impelidores de pas retas inclinadas a 45° tipo pitched blade (PB), distanciados entre si (D) em 4,5¢cm e aspersor
de gés do tipo pedra de vidro sinterizado (PS); (b) trés PB, D = 4,5cm e aspersor de gas do tipo ferradura em aco inoxidavel (F) e
(c) trés impelidores de pés retas tipo Rushton (R), de 62mm de didmetro, D = 4,5cm e aspersor de gés do tipo PS. Xps: méxima
concentracéo de biomassa; tx max: tempo para atingir a maxima concentragéo de biomassa; dX/dtms: méxima velocidade instantanea
de crescimento; tyxutmax: tempo para atingir a maxima velocidade instantanea de crescimento; dS/dtys: méaxima velocidade
instantanea de consumo de substrato; tys/qmax: tempo para atingir a maxima velocidade instantanea de consumo de substrato; py max:
maxima velocidade especifica de crescimento celular; t. ms: tempo para atingir a maxima velocidade especifica de crescimento
celular; psmax: maxima velocidade especifica de consumo de substrato; t,s ma: tempo para atingir a maxima velocidade especifica
de consumo de substrato.

Na condicéo (b), em que foi utilizado um aspersor de gas do tipo ferradura (F), foi calculado
o maior valor para velocidade especifica de crescimento méaxima (pxmax = 0,22h™), porém em
tempo de cultivo mais longo (17,8h) em relacdo as condicdes (a) e (c), 13,6h e 15h,
respectivamente. O maior tempo necessario para atingir pymax foi, possivelmente, devido a
influéncia do maior tamanho de bolhas formadas pelo aspersor tipo ferradura, quando comparado
com o aspersor de vidro sinterizado, como pode ser observado na Figura 4. Rocha-Valadez et al.
(2000) avaliaram o efeito da combinacéo entre o aspersor de gas e o impelidor no crescimento de
Trichoderma harzianum. Os autores mostraram que a utilizacdo de aspersores de gas com
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tamanhos de orificios maiores, e consequente formagéo de bolhas de gas de didmetros superiores,
levaram a reducdo da é&rea interfacial, do hold-up e do ki.a, pardmetros relacionados com a
transferéncia de massa gas-liquido.

6,95
6,90
6,85

6,80

Concentragdo de oxigénio
no meio de cultivo [mgO,/L]

6,75+

6,70 T T T T T T T T T T
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Figura 3 — Concentracdo de oxigénio no meio de cultivo de Aspergillus oryzae em fungdo do

tempo, em biorreator de agitacdo mecanica.

Condigdes: a ( ) trés impelidores de pas retas inclinadas a 45° tipo pitched blade (PB), distanciados (D) em 4,5¢cm e aspersor de
gas do tipo pedra de vidro sinterizado (PS); b (*) trés PB, D = 4,5cm e aspersor de gas do tipo ferradura em ago inoxidavel (F);

¢ ( +) trés impelidores de pas retas tipo Rushton (R), de 62mm de diametro, D = 4,5cm e aspersor de gas do tipo PS.

Figura 4 — Bolhas de gas formadas (_mano utilizados aspersores do tipo (A) ferradura em aco
inoxidavel e (B) pedra de vidro sinterizado.

Na condicéo (c), foi obtido valor superior de biomassa (6,34g/L) em menor tempo de cultivo
(24h). 1sso pode estar relacionado com o tipo de impelidor utilizado (Rushton), o qual gera
correntes de fluxo primordialmente na direcdo radial (Queiroz, 2009), possivelmente acarretando
no baixo cisalhamento fungico e, consequentemente, no maior valor de crescimento microbiano.
Sardeing et al. (2004) destacam que a energia dissipada por impelidores do tipo Rushton é
utilizada para a quebra das bolhas de gas. Com isso, tem-se 0 aumento de a (area interfacial de
transferéncia de massa por volume total de liquido) e, consequentemente, 0 aumento da
turbuléncia préximo a interface entre o gas e o liquido, o que resulta no aumento de k; (coeficiente
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de transferéncia de massa da pelicula liquida). Nessa mesma condigdo testada, foi obtida a maior
velocidade méaxima de consumo de substrato (Msmax = 0,38h™) (Tabela 1), podendo estar
relacionado com o tipo de aspersor de gas utilizado (pedra de vidro sinterizado), o qual gera
bolhas de g&s menores, aumentando a &rea superficial de contato entre 0 g&s e o microrganismo.
Assim, auxilia nos processos de transferéncia de massa e de obtencdo de biomassa e,
consequentemente, acelera o processo de consumo de carboidratos.

Comparando-se os resultados nas condi¢cdes de processo em STR e em airlift (Tabela 1), o
crescimento microbiano obtido em airlift, além de mais baixo (3,55 g/L), foi obtido em tempo
mais longo de cultivo em relacdo a qualquer outra condicdo avaliada. 1sso provavelmente esta
relacionado ao sistema de agitacdo pneumatico do airlift. Nesse sistema, 0 crescimento
microbiano na forma de pellets (Figura 5) dificulta o contato gas-microrganismo e a transferéncia
de gés para as hifas mais internas. Com a formacdo de pellets, h4 aumento da coalescéncia das
bolhas e, consequentemente, a limitacdo no transporte de massa. JA& em STR, devido a presenca de
impelidores que fazem a ruptura das células, ndo é visivel a formacéo de pellets (Rodriguez Porcel
et al., 2005).

Figura 5 — Crescimento microbiano em cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de agitacao
mecanica (A) e airlift (B).

Apesar dos resultados inferiores de crescimento de A. oryzae obtidos na condicao
experimental testada em airlift, vale ressaltar a importancia de sua utilizacdo em scale-up
(aumento de escala), seu potencial uso em termos de sustentabilidade e na producdo de, por
exemplo, lacases (Liu et al., 2013), celulases (Ahamed; Vermette, 2010) e outras enzimas de
interesse.

4. CONCLUSOES

Os resultados apresentados evidenciaram a importancia de uma correta escolha do tipo de
biorreator e sua engenharia em processos envolvendo cultivos fangicos para obtencdo de
biomassa. Os cultivos conduzidos em ambos 0s reatores bioloégicos mostraram que, apesar da
obtencdo de resultados distintos, sdo indicados para a conducgdo de processos com microrganismos
aerobios. Embora preliminares, esses resultados de crescimento microbiano, aliados a reologia do
sistema, sdo de suma importancia em termos de avaliacdo posterior de producdo de complexos
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enzimaticos pectinoliticos por A. oryzae.
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