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RESUMO - Apesar do grande potencial dos cultivos em estado sélido (CES) para
obtencdo de produtos biotecnologicos e aproveitamento de residuos agroindustriais, nao
existem critérios de escalonamento especificos para estes processos. Neste contexto, a
presente pesquisa teve por objetivo avaliar a razdo de aeracdo em coluna (relacdo entre a
vazdo de ar de alimentacéo por altura de leito de s6lidos) como critério de escalonamento
para 0 CES de Aspergillus niger em bagaco de cana-de-agucar. Os resultados indicaram
que a manutencdo de 0,00667 m® de ar por metro de leito por minuto (vazio de ar de 3 L
min™) levou a uma produtividade méaxima em 4cido citrico de 156 mg L™ dia™, metabdlito
que depende da disponibilidade de oxigénio. Nesse sentido, verificou-se que a maxima
taxa de consumo de oxigénio em torno de 0,044 mmol h™* foi obtida nessas condicdes para
os primeiros dias de cultivo. Os resultados indicam a importancia da selecdo de vazéo de
ar e altura de leito para o CES em biorreatores de coluna.

1. INTRODUCAO

Cultivo em estado solido (CES) pode ser definido como crescimento de micro-organismos
em uma matriz solida ndo solluvel impregnada ou ndo com solugcdo nutriente, em condi¢cbes
proximas a auséncia de agua livre (Pandey et al, 2000; Pandey, 2003; Couto e Sanroman, 2006).
Este processo tem apresentado grande potencial para obtencdo de produtos biotecnoldgicos,
assim como para o aproveitamento de residuos agroindustriais. Apesar disto, ndo existem
critérios de escalonamento especificos para estes processos. O entendimento das questdes
relacionadas com o scale-up dos CES tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos e
varias estratégias tém sido propostas, embora geralmente qualitativa e sem comprovacdo na
pratica (Mitchell et al, 2000). Além disso, 0s modelos matematicos que descrevem os fendmenos
de transferéncia de massa e calor em biorreatores sdo bastante Uteis, mais ndo existe a proposta de
critério pratico que permita a avaliagdo. Sendo assim, considerando a importancia da
transferéncia de oxigénio em biorreatores de coluna para CES, a presente pesquisa propde a
analise do aumento de escala considerando a manutengdo da relacdo entre a vazdo de ar de
alimentacéo e altura do leito de solidos, geralmente limitante.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 1



wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

A utilizacdo de bagaco de cana-de-agtcar como suporte para os CES vem sendo citada na
literatura, desde que as particulas sejam impregnadas e umidificadas com uma solugdo nutriente
adequada (Kumar et al., 2003). De acordo com Pandey e Soccol (1998), o bagaco de cana
consiste de agua (46-52% em massa), fibras (43 — 52%), incluindo celulose (50%), hemicelulose
(25%) e lignina (25%); e pequena quantidade de sélidos soluveis (2- 6%). Apesar do uso do
bagaco de cana para gerar energia nas usinas de acUcar e alcool no Brasil, é produzida
consideravel quantidade em excesso, 0 que poderia levar a um grave problema ambiental. A
vinhaca representa a sua principal agua residuéria, sendo gerada pelos atuais métodos de
fermentacao e destilacdo da ordem de 10 L para cada litro de etanol produzido. O aproveitamento
deste liquido nutriente para impregnar o bagaco de cana-de-acucar representa o desenvolvimento
de um processo inovador e o aproveitamento combinado de dois subprodutos gerados na mesma
plataforma industrial. Além disso, ndo existem relatos da utilizacdo de aguas residuarias para
impregnar matrizes solidas visando o CES.

Os fungos séo geralmente os micro-organismos mais utilizados nos CES devido as
caracteristicas fisicas e bioquimicas do processo, o qual é conduzido em baixas condi¢Ges de
atividade de agua. Nesse sentido, Aspergillus niger € um dos micro-organismos mais amplamente
estudado e utilizado em processos industriais, com destaque para producdo de &cido citrico e
enzimas. Devido as suas caracteristicas fisiolégicas e amplo conhecimento dos seus parametros
cinéticos de crescimento, € importante a sua aplicacdo no desenvolvimento e estudo de CES néo
convencionais.

Acido citrico é um importante produto comercial com producdo global em torno de 1
milhdo de toneladas, sendo que a maior parte é produzida por cultivos microbianos em meios
liguidos contendo amido ou sacarose (Vandenberghe et al, 2000; Khosravi-Darani e Zoghi,
2008). A industria de alimentos é a principal consumidora de &cido citrico (cerca de 70%),
seguido do setor farmacéutico com 12%. Em certos micro-organismos, como Aspergillus niger,
sob determinadas condi¢cfes, o acumulo de &cido citrico se da devido a uma falha no Ciclo de
Krebs, além da presenca de ions metélicos como cofatores enzimaticos (Angumeenal e
Venkappayya, 2013).

Considerando a viabilidade da producéo de acido citrico por Aspergillus niger relatado na
literatura (Kumar et al., 2003; Kumar e Jain, 2008) e em estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa (Bastos, 2012; Franco e Bastos, 2012; Oliveira et al., 2012), o objetivo deste trabalho
foi estender estes estudos propondo um critério de escalonamento relacionando a vazéo de ar com
a altura do leio para a producdo de &cido citrico em biorreator de leito fixo a partir de bagaco de
cana-de-agUcar impregnado com vinhaca. Para isso, partiu-se de condigdes previamente
selecionadas em trabalhos anteriores e foi utilizado um biorreator de coluna de leito fixo
encamisado para controle da temperatura, com volume de meio dez vezes superior e pontos axiais
para amostragem de solidos e gases. Os resultados foram analisados em termos de producdo e
rendimento de glicose em acido citrico, além da demanda de oxigénio na posi¢do axial do
biorreator.
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2. MATERIAL E METODOS

1.1. Inéculo

O indculo de Aspergillus niger foi mantido em meio PDA a 4°C, sendo propagados por sete dias
em frascos Erlenmeyer’s com meio PDA anterior aos experimentos em biorreator de coluna.

1.2. Suporte sélido

A vinhaca e o bagaco de cana-de-agUcar foram coletados de uma industria sucroalcooleira da
regido de Araras, sendo levados ao Laboratério de Microbiologia  Aplicada
(LABMAC/CCAJUFSCar). O bagaco foi sendo classificado em conjunto de peneiras Tyler, sendo
utilizadas as particulas de didmetro entre 1,17 e 0,59 mm. Tanto a vinhaga como o bagaco selecionado
serdo esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos.

1.3. Ensaios

Os experimentos foram conduzidos em biorreator de leito fixo de 50 cm de altura com 5
cm de didmetro, controle de temperatura por camisa térmica e pontos axiais de coleta de amostra
de solidos e analise do gas a cada 10 cm de altura de leito.

Os ensaios partiram de condigdes selecionadas em experimentos anteriores
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa em Colunas de Raimbault com volume de meio
solido dez vezes inferior (Bastos, 2012; Franco e Bastos, 2012; Oliveira et al., 2012), ou seja,
25°C, vazdo de ar selecionada de 0,8 L min™. Além disso, foi avaliado o desempenho do CES no
valor calculado para manter a razdo de aeracdo, ou seja, a relacdo do volume de ar pela altura de
leito de leito de sélidos por min (3 L min™).

1.4. Andlises

O extrato fangico foi obtido com agua e acetona 50% (45 minutos por estagio) e 28°C
em agitador orbital a 150 rpm, em condicBGes adaptadas de Khoshavi-Darani e Zhogi (2008)e
otimizadas por nosso grupo de pesquisa. O extrato fungico bruto obtido foi entdo caracterizado
quanto ao pH por potenciometria, glicose pelo método enzimatico glicose oxidase — peroxidase,
com kit da LABORLAB® e teor de 4cido citrico por reacdo colorimétrica com piridina e anidrido
acético usando kit comercial da In Vitro®. A partir destes dados, foram calculadas a
produtividade em termos de acido citrico e o rendimento a partir de glicose.

A composicdo do ar de entrada e saida das colunas em termos de oxigénio foi medida
por oximetro modelo YSI® 55-D acoplado ao sistema.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os perfis axiais de acido citrico produzido para ensaios em coluna com
aeracdo de 0,8 L min™. Os resultados indicam um comportamento similar de producdo de écido
citrico até trés dias nas duas posi¢Ges axiais, sendo que a partir deste momento a curva a 100 mm
tende a uma valor maximo, enquanto para 200mm ocorre uma desaceleracdo, sugerindo condicdes
limitadas de oxigénio.
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Figura 1 — Perfis axiais de &cido citrico no extrato fungico obtidos para o CES de Aspergillus niger
em bagaco de cana-de-aclicar com vinhacas para vazdes de aeracéo de 0,8 L min™ em 100 (o) e
200mm (O) de altura de leito

Tal limitacdo leva a produtividade de 4cido citrico de 3,77 mg (L.h)™* a 200mm e 1,51 mg
(L.h)* a 200 mm. Além disso, os rendimentos de glicose em &cido citrico foram 0,73 g g* a
100mm e 0,33 g g a 200mm. A concentracdo méxima de &cido citrico obtida encontra-se
proxima dos valores encontrado, apensar da produtividade inferior (Khoshavi-Darani e Zhogi,
2008). Entretanto, cabe ressaltar que os autores citados realizaram experimentos a partir
impregnado as particulas com meio nutriente e em condi¢des otimizadas de pré-tratamento do de
bagaco de cana-de-acucar. Sendo assim, por tratar-se de uma etapa onde ja houve aumento de
producdo de um CES com bagago combinado com vinhaga, os resultados sdo promissores quanto
comparados com os dados reportados na literatura. Uma produgdo maior seria atingida com uma
disponibilidade maior de glicose na solugdo nutriente. Como a vinhaga usada para impregnar o
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meio solido ndo apresenta altos teores de glicose (Bastos et al., 2009), o fungo precisa hidrolisar
parte do bagaco, o que torna o metabolismo mais lento e leva a produtividades menores.

Por outro lado, se analisarmos os resultados para a vazdo de 3 L min™ (Figura 2), a qual
fisicamente mantém as mesmas condicbes de aeracdo das colunas menores, tem-se a
produtividade maxima de &cido citrico de 2,29 mg (L.h)* a 100 mm e 8,46 mg (L.h)™ a 200 mm,
com os rendimentos a partir de glicose de 0,16 g g™ a 100 mm e 2,26 g g™ a 200 mm. Este valor
de rendimento superior a 1 indica que ndo apenas a glicose proveniente da vinhaga esta sendo
consumida para producdo de biomassa e metabdlitos. O fungo certamente esté hidrolisando parte
dos polissacarideos estruturais do suporte sélido e este substrato ndo estd sendo ponderado no
calculo do rendimento. Esta avaliacdo pode ser feita considerando que a analise determinacdo de
glicose é enzimatica, isto é, andlise que quantifica apenas este monossacarideo e ndo outros
acucares redutores. Este fendmeno ocorre principalmente nas primeiras horas de cultivo em
aerobiose, haja vista as curvas de demanda de oxigénio apresentadas na Figura 3. A diferenca
entre os valores para 100 e 200 mm de altura de leito nas primeiras horas reflete 0 maior volume
de meio solido e, consequentemente, uma quantidade de micro-organismos e demanda de
oxigénio duas vezes superior. Apos este periodo, hd uma tendéncia de equilibrio até mesmo
devido a dificuldade maior de transferéncia de oxigénio ao longo do leio de solidos.
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Figura 2 — Perfis axiais de &cido citrico no extrato fungico obtidos para o CES de Aspergillus niger
em bagaco de cana-de-agticar com vinhagas para vazoes de aeracdo de 3 L min™ em 100 (o) e 200mm
(O) de altura de leito
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Figura 3 — Demanda de oxigénio no CES de Aspergillus niger em bagaco de cana-de-agicar com
vinhacas para 3 L min™ de vaz4o de ar nas posicdes axiais 100 (o) e 200 mm (O) de altura de leito

Considerando os dados do trabalho de Ikasari e Mitchell (1998), o CES de Aspergillus
niger em bagaco de cana-de-aclcar com vinhaca apresenta uma taxa especifica de consumo de
oxigénio estimada de 0,008 mg O, por mg de biomassa por hora, 0 que sugere uma baixa
demanda e condic6es de ndo limitacdo de oxigénio.

Vandenberghe et al (2000) reportaram producdes de 88 g de acido citrico por kg de massa
seca para bagaco de mandioca, 48,7 g kg™ para bagaco de cana-de-agtcar e 12,7 g kg™ para casca
de café. No ponto de concentracdo maxima de &cido citrico a 200 mm de altura de leito com
aeracdo de 3 L min™, foi obtida uma producéo de 27,1 g kg™ bagaco de cana-de-acucar, valor
ainda inferior as informac6es da literatura, mas promissor uma vez que € usada apenas vinhaca
para impregnar o suporte solido.

Sendo assim, considerando a producdo em termos de &cido citrico obtida a partir de dois
subprodutos do setor sucroenergético aliada a demanda de oxigénio exigida, normalmente uma
limitacdo nos CES, os resultados indicam sucesso no escalonamento deste cultivo a partir do
critério de aeracdo e altura para colunas de leito fixo.
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4. CONCLUSOES

Nas condicBes experimentais foi possivel concluir que € viavel a producéao de &cido citrico
por Aspergillus niger em bagaco de cana-de-aglcar com vinhaga, com baixa demanda de
oxigénio, sendo que a relacéo entre vazdo de ar e altura de leito pode ser usada como critério de
escalonamento deste processo.
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