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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a cinética de crescimento do fungo termofilo
Myceliophthora thermophila M.7.7 em cultivo sélido. A aplicagdo imediata desta cinética é
emprega-la a modelos de previsdo de transferéncia de calor e massa em biorreatores; em horizonte
mais amplo, a cinética podera ser relacionada a secre¢do de metabolitos pelo microrganismo. O
meio de cultivo foi composto por bagaco de cana de acucar e farelo de trigo (propor¢do 7:3) e 0s
métodos analiticos se basearam nas quantificacdes de N-acetilglicosamina e atividade de CMCase,
o amilases, xilanase e proteases. A técnica de analise do teor de N-acetilglicosamina mostrou ser
um bom indicativo de crescimento microbiano, com bom ajuste ao modelo logistico, resultando em
um coeficiente R? igual a 0,98, tendo permitido estimar os parametros cinéticos de crescimento,
onde o Xméax foi de 1,889 mg de glicosamina/g de fermentado. A anlise da cinética de secrecéo
das enzimas estudadas foi um bom indicador das atividades metabdlicas do fungo, mas néo de seu
crescimento.

1. INTRODUCAO celular, de temperatura e das concentracdes de

nutrientes e produtos, o que torna complexo o

Os cultivos em estado sélido (CES) se
caracterizam  por  utilizarem  substratos
insollveis, em geral residuos agroindustriais,
e reduzida quantidade de dgua. A maioria dos
processos em meio solido sdo conduzidos por
fungos filamentosos, cujo  crescimento
acontece pela extensdo das pontas das hifas
sobre a superficie solida (LONSANE et al.,
1999). A aplicacdo comercial do CES
encontra algumas limitagbes no design e
operacdo de biorreatores em larga escala, tais
como remocdo do calor gerado pelo
metabolismo microbiano e heterogeneidade
da mistura dos materiais solidos. Este dltimo
aspecto dificulta o controle do crescimento

controle e automagdo do processo. Para
superar tais dificuldades, uma ferramenta Util
para 0 desenvolvimento de fermentadores
para CES é a simulacdo do processo para a
compreensdo dos fendbmenos de transferéncia
de calor e massa e previsdes de consumo de
nutrientes e secrecdo de metabolitos. Para a
aplicacdo destes modelos de previsédo requer-
se a cinética de crescimento da biomassa
microbiana. Entretanto, a determinacao direta
de biomassa em CES ¢ invidvel devido a
impossibilidade de separacdo completa entre
biomassa microbiana e substrato,
particularmente para processos envolvendo
fungos, pois suas hifas aderem fortemente ao
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suporte solido. A literatura reporta alguns
métodos indiretos de quantificacdo da
biomassa baseado nos constituintes celulares,
como a quitina, ergoesterol, acidos nucléicos
e proteinas, assim como na determinacdo da
atividade bioldgica, tais como ATP, atividade
enzimatica, taxa de respiracdo e consumo de
nutrientes. Dentro desse contexto e diante da
necessidade de se prover desenvolvedores e
operadores de sistemas de cultivo em estado
solido com modelos cinéticos confiaveis, 0
presente trabalho visou estimar a cinética de
crescimento do fungo termofilico
Myceliophthora thermophila M.7.7 sendo
aplicadas as  técnicas indiretas  de
determinacédo de biomassa.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microrganismo e condiges de cultivo

A linhagem do fungo termofilico
Myceliophthora thermophila M.7.7  foi
mantida em tubos de ensaio contendo meio de
cultivo  Agar-SabouraudDextrose  (ASD)
inclinado, submerso em 06leo mineral,
mantendo-se os tubos a 5°C. O
monitoramento da cinética do fungo foi
estudado em meios de cultura com a seguinte
composicao: bagaco de cana e farelo de trigo
na proporcdo 7:3 e a solucdo nutriente foi
composta por: sulfato de amonio (1 %); MAP
(3 g / L); cloreto de potassio (2 g / L);
MgS04.7H20 (0,5g/L); CaCI2 (0.1 g /L) e
Tween 80 (0,1 % v/v), a pH 5.

2.2. Determinacéo de N-acetilglicosamina

Na quantificacio do teor de
glicosamina no material fermentado, foi
empregado o método descrito por Aidoo,
Hendry e Wood (1981) e Dalsenter (2005).

2.3. Correlagbes entre a biomassa e 0
conteudo de glicosamina em cultivo liquido
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A fim de obter uma correlacdo direta
entre 0 micélio seco e a concentracdo de
glicosamina, o fungo foi inoculado em cultivo
submerso (Csb) e a partir de diferentes
concentracdes do peso seco foi determinado o
teor de glicosamina. O meio de cultivo foi
composto por: amido de mandioca (10 g/L);
extrato de levedura (5 g / L); peptona (2 g/
L); (NH4)2SO4(2 g/ L), K;HPO, (7 g/ L) e
MgSQ, . 7H,0 (0,1 g/L), a pH 5.

A determinacdo do peso seco foi
realizada por secagem do material obtido,
apos filtracdo a vacuo em papel de filtro
previamente seco e pesado, em estufa a 100°C
por 24 horas. O teor de glicosamina do
micélio seco foi determinado conforme o item
anterior. Os valores obtidos foram utilizados
para determinar a relagdo entre massa seca do
fungo e contetdo de glicosamina, que foi
utilizada, posteriormente, na determinagdo da
massa celular obtida nos cultivos em estado
solido. Os resultados foram expressos em mg
de glicosamina por g de biomassa seca nos
cultivos liquidos e em mg de glicosamina por
g de meio sélido, nos cultivos em meio
solido.

2.4. Modelagem da cinética do crescimento
microbiano em CES

A cinética de crescimento dos
microrganismos em CES tem sido comumente
expressa como uma cinética de primeira
ordem ou, preferencialmente, como uma
equacdo logistica, que é um modelo nao-
estruturado  empirico e baseado em
observagdes experimentais, no qual é possivel
descrever as diferentes sensibilidades dos
microrganismos em funcéo da temperatura. A
despeito da simplicidade matematica, a
equacdo logistica pode representar uma
aproximacdo adequada da curva de
crescimento completa em uma unica equacao,
incluindo as fases lag, de crescimento
exponencial e estacionaria  (FANAEI,
VAZIRI, 2009), sendo representada por:
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onde X é a concentracdo de biomassa
microbiana no substrato e X, seu valor
maximo; e U €& a taxa de crescimento
especifico.

A condicdo inicial adotada para
solucdo da equacdo é: parat = 0, X = X
(concentracdo de biomassa inoculada no
inicio do processo). Assim, a forma integrada
do modelo logistico foi apresentada por
Dalsenter (2005) como segue:

Xm
X= 2)
Xm
1+ ( —1j e

Xo

2.5.  Andlises estatisticas

Nas determinacBes analiticas, as
amostras necessarias sdo muito reduzidas, de
modo que precaucdes foram tomadas para que
0s resultados fossem  estatisticamente
conclusivos. Para avaliar esta possivel
influéncia, foram feitas cinco repeticdes
independentes de cultivo sélido para cada
analise das propriedades determinadas (N-
acetilglicosamina e atividade enzimatica).

Os calculos foram realizados no
software Origin versdo 6.0 (Microcal
Software Inc., USA). Analises de dispersao,
tais como desvio padrdo para a média,
intervalo de confianca e coeficiente de
variagdo foram calculados em planilha Excel
(Microsoft 2008). Comparagdes entre médias
foram feitas através do teste de Tukey
empregando-se o0 software Minitab, verséo
16.0. E comparagdo entre as variancias foram
feitas através do teste de Levene.
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2.6.  Determinacao da atividade

enzimatica

Foram determinadas a atividades das
enzimas CMCase, a-amilases e proteases e
xilanases ao longo do tempo de cultivo. As
atividades de CMCase, xilanase e alfa-
amilase, foram determinadas utilizando o
método proposto por Ghose (1987), que se
baseia na determinacdo de agucares redutores
totais. A reacdo foi mantida a 70°C por 10
min., sendo, interrompida pela adicdo de 1,0
mL do reagente DNS (&cido 3-5-
dinitrosalicilico) para a quantificagdo dos
acucares redutores liberados.

A atividade de proteases foi
determinada de acordo com Merheb et al.
(2007), com modificacdes. A reacdo foi
mantida a 35°C e ao final de 30 minutos a
reacdo foi interrompida pela adigéo de 1 mL
de TCA (&cido tricloroacético) 10%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Correlacédo entre biomassa e teor de N-
acetilglicosamina em cultivo em meio
liquido

Para estabelecer a relacdo entre o
crescimento da biomassa e a producdo de N-
acetilglicosamina no cultivo em estado solido
foi necessario empregar o método indireto de
realizar o cultivo em meio liquido, para o qual
a presenca dos soOlidos diluidos néo
contribuiria para a biomassa flngica em
suspensdo. Na Figura 3.1, sdo apresentados 0s
resultados da concentracdo de micélio seco
obtido em cultivo liquido em funcdo do
tempo, onde a tendéncia de aumento da
concentragéo de biomassa ao longo do tempo
de fermentagdo, assim como as fases de
crescimento podem ser visualizadas.

Na Figura 3.2 € apresentada a curva de
conversdo do teor de glicosamina a biomassa
para o fungo M. thermophila M.7.7 obtida
pela diluicdo em varias concentracbes do
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micélio seco do fungo obtido em cultivo
liguido ap6s 48h de cultivo. O
comportamento da curva é tipicamente linear
e o coeficiente de determinacdo (R?) da
regressdo linear foi muito elevado, igual a
0,996. O fator de conversdo entre glicosamina
e biomassa seca foi de 6,39 mg de
glicosamina/g de biomassa, supondo-se que a
concentracdo de glicosamina ndo varia com a
idade do micélio.

Figura 3.1. Cinética de crescimento do fungo
Myceliophthora thermophila M.7.7 em cultivo
liquido através da medida do peso seco.
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Figura 3.2. Curva de calibragdo entre a biomassa
e o0 teor de glicosamina da biomassa de
Myceliophthora thermophila M.77 obtido por
cultivo submerso, apés 48h de cultivo.
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Essa mesma correlagdo entre o
contetdo de glicosamina e a biomassa seca
obtida por cultivo liquido, foi estabelecida por
outros autores, que fizeram uso dessa
metodologia indireta para determinacdo da
massa celular nos cultivos em meio solido,
como nos trabalhos de Aidoo et al. (1981),
Bandelier et al. (1997), Gelmi et al. (2000),
Scotti et al. (2001), Fenice et al. (2003) e
Kalogeris et al. (2003).

3.2. Analise de \variabilidade na
determinacao do teor de N-
acetilglicosamina em cultivo sélido

Foram realizados testes para avaliar a
variabilidade de ensaios repetidos de cultivo e
de amostragem para a determinagdo de
glicosamina. Para os primeiros, foram feitos
trés ensaios independentes em embalagens
contendo 5g de solido seco, sendo de cada um
retiradas dez amostras de cerca de 0,5g do
material fermentado para as andlises de
glicosamina, para os tempos de 72 e 96h de
fermentacdo. Aos dados foi aplicado o
modelo linear generalizado, sendo
comparacdo entre médias feita através do teste
de Tukey e a comparacdo entre variancias
pelo teste de Levene. Ap0s a aplicacdo do
modelo, foram constatadas duas amostras
com residuos elevados, que foram removidas
do conjunto para ambos os tempos. A Tabela
3.2 — Andlise estatistica para 0s ensaios de
repeticdo (*) - resume estas analises, onde se
observa que ndo ha diferenca significativa
entre as razdes de massa de biomassa/massa
de fermentado (X) e ha homocedasticidade
entre os tratamentos. A menos das amostras
do ensaio 3 para 96h, os coeficientes de
variagdo (CV) foram abaixo de 16%,
apontando baixa variabilidade deste tipo de
experimento.
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Tabela 3.2. Andlises estatisticas para 0s ensaios de
repeticdo (*).

X (mg biomassa/ g meio fermentado)

72h 96h

Ensaio Média IC CV  Média IC CcVv
(%) (%)

1 2,025%A 0278 164 1,744 0,139 9,6
2 1,852*4 0,180 11,6 1,764* 0178 1272

3 1,657 0217 125 1,749 0410 22,3

Levene statistics = 0.659; p-value = 0.235

(*) Letras minudsculas referem-se a comparagdo entre cultivos; letras
maiUsculas referem-se a comparacéo entre tempos de cultivo. Letras iguais ndo
diferem significativamente. IC - intervalo de confian¢a; CV - coeficiente de
variaggo. Fonte: Autor (2015).

Tais testes sdo necessérios devido ao
carater heterogéneo do substrato, composto
por bagaco de cana de acuUcar e farelo de trigo.
O bagaco tem duas fragdes com composigdes
quimicas muito distintas, a casca e a medula,
que diferem significativamente do farelo de
trigo em composicdo, forma e dimensdo.
Deve-se destacar que ndo houve nenhum
tratamento prévio do farelo de trigo e que o
bagaco de cana foi apenas peneirado.
Acredita-se que o fungo  colonize
preferencialmente o farelo de trigo como
fonte priméaria de nutrientes, o que foi
comprovado através da andlise da cinética de
secrecdo de enzimas.

3.3. Cinética de crescimento flangico
através da técnica de determinacdo de N-
acetilglicosamina

O modelo logistico foi ajustado a média
dos dados experimentais para cada tempo de
cultivo, resultando em um coeficiente de
determinagdo razoavel (R? = 0,84), conforme
apresentado na Figura 3.3a. Note-se que o
ajuste ndo representa adequadamente a fase
final do processo e subestima claramente o
méaximo de biomassa no sistema. Isto ocorre
porque 0 modelo logistico ndo é adequado a
representacdo das fases lag e de declinio da
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biomassa. Este modelo assume que, apés
atingir o méaximo de densidade populacional,
ha um equilibrio entre as taxas de natalidade e
de mortalidade de células, de modo que a taxa
de crescimento torna-se nula. Na Figura 3.3a,
0 ajuste do modelo € nitidamente distorcido
pelos dados obtidos ap0s a biomassa ter
atingido seu valor m&ximo, observado as 72h
de cultivo.

Para contornar esta deficiéncia, um
novo ajuste foi realizado assumindo-se que
apés as 72h a biomassa permaneceria
constante, conforme é apresentado na Figura
3.3b, resultando em um coeficiente R* = 0,98
sob a denominagdo Dados modificados. Note-
se que a maior alteragdo no valor nos
parametros estimados foi no maximo de
biomassa no sistema, que passou de 1,821
para 1,889 mg de glicosamina/g de
fermentado, sendo o0s demais parametros
praticamente inalterados. Assim, as previsdes
dos modelos de crescimento devem
representar com maior fidelidade esta fase, o
que é obtido com maior éxito na segunda
alternativa de célculo.

A Tabela 3.3 apresenta os valores dos
parametros de ajuste obtidos, onde é possivel
observar que embora 0 ajuste com Dados
modificados tenha tido maior coeficiente de
correlacdo, o ajuste aos dados experimentais
originais forneceu parametros cinéticos de
crescimento foram praticamente as mesmas
que quando empregados 0s parametros
obtidos pelo segundo ajuste, além de que os
erros dos parametros também ndo alteraram
significativamente as previsdes. Portanto,
para os engenheiros de processos interessados
em operar biorreatores de CES, as margens de
erro dos parametros obtidos por quaisquer dos
dois ajustes sdo irrelevantes
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Figura 3.3. Cinética de crescimento de biomassa de
Myceliophthora thermophila M.7.7 estimada por
quantificacdo de glicosamina, com ajustes pelo modelo
logistico (a- Ajuste com dados originais; b — Ajuste
com dados modificados).
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Tabela 3.3. Pardmetros cinéticos de crescimento
obtidos para Myceliophthora thermophila M.7.7
(bagaco de cana e farelo de trigo 7:3 p/p, 70 % de
umidade, cultivo a 45°C).

Fungo Pa_ra[n'etros Valores
cinéticos
1,821 mg
Xméx biomassa / g
Myceliophthora fermentado
thermophila M.7.7 0,166 mg
(Dados originais) Xo biomassa |
fermentado
u 0,078 h*
1,88 mg
xméx biomassa / g
Myceliophthora fermentado
thermophila M.7.7 0,160 mg
(Dados modificados) Xo biomassa /0
fermentado
u 0,063 h'*
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Casciatori (2012) realizou ensaios com
o fungo Trichoderma reesei e utilizou o
método de determinacdo de proteinas totais
para estimativa indireta da biomassa,
utilizando bagaco de cana e farelo de trigo 9:1
m/m como substrato a 28°C, e obteve um
Xméx de 21,7 mg/g e uma velocidade
especifica de crescimento de 0,05h™. Para a
mesma linhagem, Trichoderma reesei
cultivada em farelo de trigo a 28°C, Smits et
al. (1996) obtiveram velocidade especifica de
crescimento igual a 0,15 h™ e Xméx igual a
8,1 mg/g.

A concentragédo da fonte de carbono e
nitrogénio possui efeito significativo sobre a
concentracgdo maxima de biomassa e
velocidade especifica de  crescimento.
Presume-se que as diferengas encontradas
neste trabalho comparadas com a literatura
possa ser atribuida a diferenca na composicao
dos substratos, tendo em vista que o bagaco
de cana é um substrato composto por
celulose, hemicelulose e lignina, o que limita
a velocidade de crescimento do fungo quando
comparado ao farelo de trigo puro e a glicose
que sdo fontes mais facilmente assimilaveis.

3.4. Andlise da atividade metabdlica
através da atividade enzimatica

A Figura 3.4 representa a dinamica da
biossintese das enzimas e demonstra que a
atividade microbiana pode ser inferida pela
analise dos metabolitos primarios secretados,
mas que h& grande dificuldade em
correlaciona-la diretamente com 0
crescimento fungico, uma vez que ndo ha um
metabolito especifico que permaneca no meio
reacional sem ser degradado ao longo do
processo e cuja concentracao seja diretamente
proporcional ao aumento da biomassa. Note-
se que a atividade da protease atinge seu
maximo em 48h de ensaio, seguido pela a-
amilase, em 72h, e pelas endoglucanases e
xilanase as 96h.
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Figura 3.4. Atividade enzimatica de proteases,
amilases, xilanases e CMCases produzida pelo fungo
Myceliphthora thermophila M.7.7 em cultivo no estado
s6lido ao longo de 120 horas.
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A heterogeneidade do meio de cultivo,
possivelmente estimulou o microrganismo a
usar um pool de fontes de nitrogénio,
carbono, fosforo e micronutrientes do meio
solido, principalmente do farelo de trigo, para
a producdo de enzimas extracelulares.
Segundo a literatura, o farelo de trigo contém
um elevado teor de proteina, amido, aclcares
e fibras, enquanto que o bagaco de cana é
composto  basicamente  por  celulose,
hemicelulose e lignina. Desta forma, as o
amilases e as proteases sdo esperadas ser
secretadas com maior intensidade nos estagios
iniciais do processo fermentativo, por serem
fontes de carbono e nitrogénio facilmente
assimilaveis. Quanto as proteases, ha ainda a
possibilidade de enzimas secretadas pelo
préprio microrganismo. Com o decréscimo da
quantidade de fontes de carbono facilmente
assimilaveis, intensifica-se a secrecdo de
celulases e hemicelulases, dentre elas a
endoglucanase e a xilanase, que responderiam
pela degradacdo da celulose e da hemicelulose
presentes no farelo de trigo e no bagaco de
cana.

A excecdo da xilanase, as demais
enzimas tém queda de atividade apds
atingirem o maximo, indicando possivel agdo
das proteases ou outros inibidores. Couri et al.
(1993) observaram comportamento similar
para a producdo de poligalacturonase em
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cultivo de Aspergillus niger 3T5B8 em farelo
de trigo. Os autores relacionaram o
comportamento da enzima com a
possibilidade de producgdo de proteases apo6s o
seu ponto maximo, provocando a hidrolise e
consequente diminuigdo de sua atividade.

4. CONCLUSOES

A quantificacdo da biomassa através do teor
de N-acetilglicosamina demonstrou ser um
bom indicativo do crescimento de
Myceliophthora thermophila M.7.7 em
cultivo sélido. A atividade enzimatica
representou a dindmica da biossintese das
enzimas e demonstrou que a atividade
microbiana pode ser inferida pela analise dos
metabdlitos primarios secretados, mas nao foi
possivel correlaciona-la diretamente com o
crescimento fangico, devido ao
acompanhamento de proteases.

NOMENCLATURA
CES Cultivo no estado s6lido
Csb Cultivo Submerso
X Concentragao de biomassa microbiana no substrato
Xo Concentracdo de biomassa inoculada no inicio do
processo
Kinax Concentragdo méaxima de biomassa microbiana
U Taxa de crescimento especifico
t Tempo (horas)
DP Desvio Padrdo
IC Intervalo de confianca
CcVv Coeficiente de variacdo

CMCase Carboximeltilcelulase
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