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RESUMO

Temas relacionados a sustentabilidade e ao desenvolvimento de processos renovaveis e menos
poluentes estdo cada vez mais em evidéncia, devido as diversas crises ambientais e uma maior
preocupacdo com a escassez de recursos ndo renovaveis, como 0 petrdleo. Assim, uma
economia mundial de base bioldgica esta emergindo em resposta a tais desafios globais e
ambientais. Um exemplo de produto de base biolégica sdo as enzimas celuloliticas produzidas
principalmente por fungos filamentosos do género Trichoderma e Aspergillus. Tais enzimas
sdo importantes em diversos setores industriais e um deles é na producéo de etanol de segunda
geracgdo, outro importante produto de base bioldgica, renovavel e ambientalmente correto,
uma vez que utiliza de residuos agroindustrias na sua fabricacdo. Porém, um dos gargalos da
producéo de etanol de segunda geracdo que o torna ainda ndo competitivo frente ao etanol de
primeira geracéo e & gasolina € o alto custo das enzimas celuloliticas. Assim, a presente tese
buscou estudar duas importantes variaveis relacionadas com a producdo de enzimas
celuloliticas, a morfologia celular e as condi¢Ges de cisalhamento, na tentativa de melhorar a
producdo dessas enzimas por A.niger em biorreatores. O cisalhamento sofrido pelo A. niger
foi quantificado através da fragmentacédo sofrida por pellets do microrganismo em diferentes
biorreatores, impelidores e condicGes de operacdo. Através de analises de imagens e medidas
do didmetro médio dos pellets ao longo do tempo foi possivel propor uma cinética de
fragmentacdo dos pellets. A fragmentacdo dos pellets foi dependente principalmente do tipo
de biorreator e da velocidade de agitacdo. O biorreator airlift foi menos danoso ao
microrganismo e maiores velocidades de agitacdo levaram a uma fragmentacdo mais abrupta.
Os parametros cinéticos de cisalhnamento também tiveram relacéo direta com a producdo de
enzimas celuloliticas, sendo que menores condicdes de cisalhamento favoreceram a producéo
de endoglucanase e condi¢des mais intensas a produgdo de B-glicosidase. Com relacdo a
morfologia, utilizou-se com sucesso técnica de mudanca concomitante do pH e da
concentracdo de esporos do inoculo para se obter diferentes morfologias de A. niger, desde
pellets maiores a morfologia quase que totalmente dispersa. Tal mudanca morfologica p6de
ser quantificada através de um parametro morfolégico proposto, que considera a frequéncia
de cada classe morfologica e um fator de forma que representa uma dimensdo caracteristica
de cada forma morfoldgica. Tais medidas foram possiveis através do tratamento das imagens
dos fungos filamentosos obtidas em microscépio e estereoscopio a partir de software
especifico. Indculos com morfologias de pellets, clumps e dispersa foram entdo testados na
producdo de enzimas celuloliticas, sendo que uma maior producdo de endoglucanase foi
obtida com inéculo na forma pelletizada, valor aproximadamente trés vezes maior quando
comparada a morfologia dispersa, para os resultados em shaker. J& uma maior produgao de -
glicosidase foi obtida com in6culo na forma dispersa, valor esse 4 vezes maior nos ensaios em
frascos e 160% maior em ensaios em biorreator. Tais resultados mostram a importancia das
variaveis cisalhamento e morfologia na producéo de enzimas celuloliticas por A. niger e como
tais influéncias podem ser diferentes dependendo do metabdlito em estudo.

Palavras-chave: Biorreatores, impelidores, condigdes de agitacdo e aeracdo, cisalhamento,
fungos filamentosos, Aspergillus niger, morfologia, enzimas, celulases.



ABSTRACT

Issues related to sustainability and development of renewable and less polluting processes are
increasingly in evidence, due to the various environmental crises and a greater concern with
the scarcity of non-renewable resources, such as oil. Therefore, a bio-based world economy
is emerging in response to the global and environmental challenges. An example of a bio-
based product are cellulolytic enzymes. This enzymes are produced mainly by filamentous
fungi Trichoderma and Aspergillus. Such enzymes are important in several industrial sectors,
how for example in the production of second generation ethanol, another important product
of biological basis, renewable and environmentally friendly since it uses agro-industrial waste
in its manufacture. However, one of the bottlenecks in the production of second generation
ethanol, which makes it still uncompetitive compared to first generation ethanol and petrol
oil, is the high cost of cellulolytic enzymes. The present thesis studied two important variables
related to the production of cellulolytic enzymes, cell morphology and shear conditions, in an
attempt to improve the production of cellulite enzymes by A.niger in bioreactors. The shear
suffered by A.niger was quantified through the fragmentation suffered by the microorganism’s
pellets in different bioreactors, impellers and operating conditions. Through image analysis
and measurements of the average diameter of the pellets over time it was possible to propose
a kinetics for the pellet fragmentation. The fragmentation of the pellets was mainly dependent
on the type of bioreactor and the agitation speed. The airlift bioreactor was less harmful to the
microorganism and higher agitation speeds took to more abrupt fragmentation.

The shear kinetic parameters were directly related to the production of cellulolytic enzymes,
with lower shear conditions favoring the production of endoglucanase and more intense
conditions producing PB-glucosidase. Regarding with the morphology, a technique of
concomitant change of pH and spore concentration in the inoculum was successfully used to
obtain different morphologies of A. niger, since larger pellets to almost completely dispersed
morphology. Such morphological change was quantified through a proposed morphological
parameter, which considered the frequency of each morphological class and a form factor that
represents a characteristic dimension of each morphological form. The measures were
possible through image treatment of the filamentous fungi, the images were obtained under a
microscope and stereoscope using specific software to be treats. Inoculums with morphologies
of pellets, clumps and dispersed were then tested in the production of cellulolytic enzymes,
and a greater production of endoglucanase was obtained with inoculum in the pelletized form,
value approximately three times higher when compared to dispersed morphology, for shaker
results. In oposite a greater production of B-glucosidase was obtained with inoculum in the
dispersed form, this value is four times higher in the flask assays and 160% higher in the
bioreactors.Such results show the importance of the shear and morphology variables in the
production of cellulolytic enzymes by A. niger and how such influences may be different,
depending on the metabolite under study.

Keywords: Bioreactors, impellers, agitation and aeration conditions, shear, filamentous fungi,
Aspergillus niger, morphology, enzymes, cellulases.
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y: velocidade cisalhamento (s?)

&: Taxa de dissipacdo de energia (W.kg™)

\: Escala de Kolmogorov (um)

pa: densidade da mistura gas-liquido (kg.m)

T. tensdo cisalhamento (Pa)

o: Velocidade angular (rad.s?)
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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese estd apresentada em forma de capitulos, incluindo capitulos iniciais
gerais de Introducdo e Objetivos, Revisdo Bibliografica e de Materiais e Métodos. Por fim, a
tese conta com trés capitulos de Resultados e Discussdo relacionados com trabalhos
publicados ou em processo de publicacdo na forma de artigos cientificos, a saber:

Capitulo 4. Transferéncia de oxigénio e fragmentacdo de pellets de Aspergillus niger em
biorreatores tanque agitado e airlift de cilindros concéntricos (artigo publicado no periédico
Industrial Biotechnology - 2020).

Capitulo 5. Relacdo entre a cinetica de fragmentacdo de pellets e a producdo de enzimas
celuloliticas por Aspergillus niger em biorreator convencional com diferentes impelidores
(artigo aceito no peridédico Enzyme and Microbial Technology - 2020).

Capitulo 6. Engenharia morfologica para expressdao dirigida de enzimas celuloliticas por
Aspergillus niger (em processo de submissdo ao periodico Biotechnology and
Bioengineering).

Por fim, a tese conta com o capitulo “Consideracdes Finais e Perspectivas Futuras”,
seguido do capitulo de Referéncias Bibliograficas. Também foi inserido alguns resultados por
meio de Apéndices. Tais resultados ndo foram apresentados em nenhum dos capitulos
anteriores, mas julgamos importante o conhecimento dos mesmo para trabalhos futuros ou

entendimento de algumas metodologias e escolhas realizadas na presente Tese.
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CAPITULO 1. Introducéo e objetivos

1.1. Introducéo

Temas relacionados a sustentabilidade e ao desenvolvimento de processos renovaveis
e menos poluentes estdo cada vez mais em voga globalmente. Alguns dos motivos para tanto
séo as diversas crises ambientais e uma maior preocupagdo com a escassez de recursos nao
renovaveis, como o petréleo. Com isso, de forma global, a sociedade clama por mais projetos
dentro da chamada quimica verde (ALI et al., 2019).

Uma das alternativas aos combustiveis fosseis é o etanol. O de primeira geracéo, etanol
1G, advém de culturas de milho ou de cana de agucar, possui um processo de produgdo bem
estabelecido e seu preco é competitivo ao da gasolina. Porém, um dos entraves para o
crescimento da producdo de etanol 1G é a grande area plantada para esta monocultura, area
esta que poderia servir para a producdo de alimentos. Uma alternativa para solucionar tal
questéo € o etanol de segunda geracdo (2G), que utiliza residuos agroindustriais, inclusive os
do processo de etanol 1G para gerar uma maior quantidade de etanol, evitando a necessidade
de aumento da atual area plantada destinada a producdo de combustiveis (ZHAO e LIU, 2019).

Embora o desenvolvimento da tecnologia de producdo de etanol 2G tenha obtido
significativos avancgos, seu custo de producdo ainda ndo é competitivo em relacdo ao etanol
1G e a gasolina. Algumas pesquisas mostram que esse custo de producéo do etanol de segunda
geracdo pode ser até 2,5 vezes maior que o do etanol 1G (CHANDEL et al., 2019). Uma
parcela significativa desse custo € devido ao fato do material lignoceluldsico ser altamente
recalcitrante e, por isso, dificil de ser hidrolisado a acucares simples (mondmeros) passiveis
de serem convertidos em etanol por fermentacdo. Uma das etapas mais criticas que fazem com
gue esse custo seja alto é justamente as enzimas usadas no processo de hidrolise do material
lignoceluldésico. Pesquisas apontam que o custo das (hemi)celulases contribuem
significativamente (em torno de 20%) para o custo final de producédo de bioetanol e de outros
produtos da biomassa (CHOUDHARI; ODANETH e LALLI, 2019).

Uma alternativa para reduzir o custo e tornar viavel a implantacdo de processos de
producéo de etanol de segunda geracgdo é o conceito de uma biorrefinaria integrada, que busca
o refino da biomassa lignocelul6sica em intermediarios (celulose, hemicelulose e lignina) e
posterior processamento para a obtencdo de produtos de valor agregado e energia.

Essencialmente, a biomassa € pré-tratada com agentes que resultam na liberacdo de celulose,
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hemicelulose e lignina. Celulose e hemicelulose sdo convertidas por enzimas em agUcares que
podem ser o produto final ou ser usados como matéria-prima na fermentacdo para a sintese de
biocombustiveis (etanol, butanol e hidrogénio) e produtos quimicos (alcoois, acidos graxos e
organicos e aminodacidos). Ja a lignina e seus subprodutos podem ser utilizados na producéo
de energia (térmica e elétrica) e de produtos quimicos, incluindo compostos e polimeros
fendlicos. Dessa forma, ter-se-ia uma maior eficiéncia no aproveitamento da biomassa
lignocelulésica, caracterizando o processo como social, econdmico e ambientalmente
sustentavel (SILVA; VAZ e FILHO, 2018).

Uma vez que um dos entraves para que tal processo se torne economicamente viavel é
0 alto custo das enzimas, pesquisas vém destacando a importancia de se produzir enzimas “in
house” ou seja dentro da propria planta, ja que, em escala industrial, 0 mercado de enzimas
celuloliticas é dominado principalmente pela empresa dinamarquesa Novozymes. Nesse
contexto € de extrema importancia realizar pesquisas visando a producdo de enzimas
(hemi)celuloliticas e a busca de coquetéis enzimaticos customizados para a matéria prima
disponivel (CHANDEL; ALBARELLI et al., 2019)

Muitas das pesquisas relacionadas com a producéo de celulases estdo focadas no uso
de diferentes composi¢cdes de meios de cultura e indutores, formas de cultivo e de biorreatores.
A maioria dos estudos utiliza o fungo filamentoso Trichoderma reesei, fungo conhecido
globalmente por ser um grande produtor de celulases. Além disso, pesquisas recentes focam
na engenharia genética como forma de melhorar a producéo. Poucos estudos trabalham com
o fungo filamentoso Aspergillus niger na perspectiva de analisar sua morfologia ou mudanca
morfoldgica e como isso influencia na producéo de enzimas.

Biorreatores sdo equipamentos fundamentais em qualquer sistema produtivo. E por
meio deles que se viabiliza uma producdo em larga escala e economicamente mais viavel de
bioprodutos. Um dos parametros mais importantes na avaliagdo do desempenho de cultivos
de microrganismos (fungos e bactérias) filamentosos em biorreatores é o cisalhamento.
Quantificar o cisalhamento e avaliar seus efeitos é crucial para evitar, por exemplo, a morte
celular do microrganismo. Por outro lado, um certo grau de cisalhamento é necessario para
manter uma transferéncia de oxigénio suficiente para que microrganismos aerébios possam
desenvolver suas atividades metabdlicas. Porém, tal parametro é por vezes subjetivo e dificil
de ser quantificado. Na literatura existem diversas correlacbes que estimam a taxa de
cisalhamento média em biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado e nao
convencionais pneumaticos (CAMPESI et al., 2009; CERRI e BADINO, 2012). Além das
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correlagbes, a taxa de cisalhamento média em biorreatores vem sendo estimada por
fluidodindmica computacional (computational fluid dynamics ou CFD em inglés)
(ESPERANCA et al., 2019). Uma outra abordagem utilizada na literatura para avaliar o efeito
do cisalhamento no cultivo de microrganismos filamentosos é observando as mudancas
morfoldgicas que o microrganismo sofre ao longo do cultivo (JUSTEN et al., 1996).

Embora a literatura apresente trabalhos que avaliem individualmente os efeitos das
condicbes de operacdo de biorreatores na transferéncia de oxigénio, nas condicdes de
cisalhamento e na morfologia celular em cultivos de microrganismos filamentosos, ela é
escassa no que se refere a analise conjunta desses efeitos na producao de diferentes celulases,
bem como nédo ha relatos de estudos que proponham a modelagem do fendmeno de forma a
prever a cinética de fragmentacéo e surgimento de estruturas morfologicas (pellets, agregados
miceliares, hifas ramificadas e isoladas) em funcao das condicGes de cisalhamento impostas,
bem como a relacdo entre parametros cinéticos de fragmentacéo e a producdo de diferentes
enzimas celuloliticas. Em suma, ha uma lacuna na literatura no que diz respeito a uma

abordagem mais sistematica de engenharia de bioprocesso relacionada com o tema.

1.2. Objetivos

O objetivo da presente tese foi avaliar a producdo de enzimas celuloliticas por A. niger
em biorreatores convencional e airlift, analisando as condic6es de operacéo (agitacdo, aeracao
e impelidores), manipulando a morfologia do in6culo e analisando a transferéncia de oxigénio
e fragmentacéo de estruturas morfologicas, através da modelagem da cinética do processo de
fragmentacdo celular. Para tal, o trabalho foi desenvolvido cumprindo as seguintes etapas:

e Avaliacdo do efeito das condicdes de operacdo, associacfes de impelidores e

diferentes biorreatores (convencional e pneumatico) na fragmentacdo sofrida por
pellets de A. niger. (Capitulo 4)

e Modelagem da cinética de fragmentacdo dos pellets. (Capitulo 5)

e Producdo de enzimas celuloliticas em biorreatores convencionais utilizando
diferentes associacGes de impelidores e condi¢Ges de operacdo, analise das
condi¢des de fragmentacédo. (Capitulo 5)

e Obtencgdo de diferentes morfologias de in6culo de A.niger. (Capitulo 6)

e Producdo de enzimas celuloliticas em biorreatores convencionais com diferentes

morfologias iniciais (pelletizada, clumps e dispersa) de A. niger. (Capitulo 6)
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e Avaliacdo das melhores condi¢cbes para a producdo de diferentes enzimas

celuloliticas por A. niger. (Capitulo 7)
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CAPITULO 2. Revis&o Bibliografica

2.1. Energia renovavel e o conceito de biorrefinaria

Com a possibilidade do esgotamento dos recursos petroliferos ndo renovaveis, a
exploracdo de energias renovaveis e de baixo custo tem se tornado importante. Além disso,
convivemos em todo o mundo com o constante aumento da demanda por energia, crises
energéticas e problemas como poluicdo ambiental (ALI et al., 2019.). Nesse contexto, uma
das alternativas é a transicdo do uso de combustiveis fosseis, derivados do petréleo, para
combustiveis renovaveis derivados principalmente de materiais lignocelulosicos conhecidos
como biocombustiveis. Segundo estudos, tal mudanca é uma necessidade para alcangar um
melhor ambiente, salde e status socioecondmico para todos 0s seres Vivos.

Os biocombustiveis desempenham um papel importante na descarbonizagdo do meio
ambiente. Estima-se que a substituicdo dos combustiveis fosseis pelos biocombustiveis
geraria uma reducdo de aproximadamente 43% das emissdes de gases de efeito estufa. Dessa
forma seria possivel atingir a meta de reducdo de temperatura de 2 °C, estabelecida pela
reunido da COP21 na Franca em 2015 (CHANDEL et al., 2019).

Portanto, a producéo de biocombustiveis como o bioetanol, a partir de matérias primas
renovaveis como sacarose, amido e celulose tem sido considerada uma das formas mais
promissoras de reduzir as emissdes de CO, e a dependéncia por combustiveis fosseis. A
producdo de etanol a base de amido e sacarose (cana de aglcar) apresenta uma escala
comercial consideravel. Em 2017, foram produzidas 92,6 milhdes de toneladas de etanol, das
quais 78,1 milhdes de toneladas foram utilizadas como combustivel no mundo. A maior
producdo foi dos EUA, que produziram 47,2 milhdes de toneladas, seguido pelo Brasil com
21,1 milhdes de toneladas. Atualmente, a China tem uma producéo total de etanol combustivel
de cerca de 2,5 milhdes de toneladas (ZHAO; LIU, 2019). A maioria dessa produ¢do mundial
vem a partir de grdos como o milho e de caldo de cana-de-agUcar, conhecido como etanol de
primeira geracdo (1G), enquanto o etanol celul6sico ou de segunda geracao (2G), ainda ndo
atingiu producdo comercial expressiva devido ao maior custo de producdo. Estima-se que o
custo minimo de venda do etanol celul6sico possa atingir US$ 4,58/galdo, sendo muito
superior ao do etanol de milho (geralmente menos US$ 2/galdo) (ZHAO e LIU, 2019). Outra
analise econdmica revela que o custo de fabricacdo de etanol 2G em uma instalacdo brasileira

anexada é proximo a US$ 1,33/litro. O preco do etanol 1G seria de US$ 0.56/litro, quase 2,5
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vezes inferior. Nessa analise, 0s custos fixos e varidveis da producdo contribuem com 57 e
24%, respectivamente, para o etanol 2G. Além disso, o periodo de retorno de investimento
para o etanol 2G seria elevado, aproximadamente 31 anos, e o valor presente liquido negativo
(CHANDEL et al., 2019).

Uma alternativa para sanar tal diferenca de preco € o conceito de biorrefinaria e
unidades integradas de producéo de etanol 1G e 2G. Nesse conceito, busca-se através de uma
economia circular, integrar e valorizar os materiais lignoceluldsicos, que sdo residuos
principalmente do processo em primeira geracdo. A tendéncia é impulsionada por uma
crescente conscientizacdo ambiental, além de politicas e regulamentos nacionais e
internacionais para processos de producdo mais seguros e ambientalmente mais benignos. A
biomassa lignoceluldsica pode produzir até 50% mais etanol em comparagdo com 0 processo
de primeira geracdo. O aproveitamento da biomassa lignocelulosica pode, assim, aumentar
significativamente o rendimento global de etanol por unidade de terra em plantas integradas
de producdo de etanol de aclcar, sem expandir a area total de cultivo. As biorrefinarias
integradas também oferecem mais beneficios do que as independentes, pois a opcdo integrada
permite o uso compartilhado de equipamentos, utilidades e mao de obra, maximizando o0s
beneficios ambientais e minimizando os custos de capital e de producéo de biocombustiveis
a partir da biomassa lignocelulésica (CHANDEL et al., 2019).

Além da biomassa lignoceluldsica se apresentar como uma matéria-prima abundante
e relativamente barata para as biorrefinarias, estdo surgindo novas tecnologias para a
conversao bioquimica da lignocelulose em produtos quimicos e combustiveis de valor
agregado. No entanto, existem desafios inerentes ao processo de conversdo bioguimica que
precisam ser abordados para poder implantar-se essas novas tecnologias em escala comercial
(NOVY etal., 2019).

O proximo tépico aborda maneiras de se utilizar a biomassa lignocelulésica bem como

0s principais problemas e possiveis solugdes de cada etapa do processo.
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2.1.1. Biomassa lignocelulosica

A biomassa lignocelulésica, matéria prima da producédo de etanol 2G, é composta de
polimeros de hidratos de carbono (celulose e hemicelulose), lignina e uma pequena quantidade
de extrativos e cinzas. A celulose € um homopolissacarideo com ligag¢des B-1,4-glicosidicas
internas, a hemicelulose um heteropolissacarideo com agulcares aleatoriamente ramificados e
acidos urdnicos e a lignina um heteropolimero de alcoois aromaticos. A celulose e a
hemicelulose estdo presentes juntamente com a lignina formando uma matriz forte e rigida de
biomassa da planta, sendo um material bastante recalcitrante (GUO; CHANG e LEE, 2018).
Além disso, os principais componentes (celulose, hemicelulose e lignina) podem ter variacfes
nas suas proporgdes e disposicdes estruturais, dependendo do tipo e idade da planta.
Tipicamente, a celulose e hemicelulose compreendem até dois tercos da biomassa e sdo as
fracbes de onde sdo extraidas as pentoses e hexoses (glicose), que sdo utilizadas na
fermentacdo para producdo dos combustiveis de segunda geracdo (GIRIO et al., 2010).
Devido a recalcitrancia, tem-se a dificuldade em se processar materiais lignoceluldsicos, o
que eleva o custo do processo.

Como formas de melhorar o rendimento, produtividade e gerar menores custos
operacionais de capital, a producdo de etanol 2G consiste na integracdo de pelo menos trés
etapas principais de processamento da biomassa nas biorrefinarias: pré-tratamento, hidrolise
e fermentacdo (GIRIO et al., 2010).

O pré-tratamento tem a funcdo de quebrar estruturas de lignina e hemicelulose, para
separar 0s trés biopolimeros (lignina, celulose e hemicelulose), melhorando a digestibilidade
das enzimas em relacdo a fracdo de hemicelulose e celulose e visando a recuperacdo total da
matéria-prima através de uma Otima utilizacdo de todos os componentes lignocelulésicos.
Busca-se reduzir a cristalinidade da hemicelulose e celulose e aumentar a porosidade desses
materiais, 0 que facilitaria a etapa de hidrdlise subsequente (SUN e CHENG, 2002). Varios
pré-tratamentos tém sido propostos e desenvolvidos, sendo os métodos classificados de
diferentes formas, por exemplo, pré-tratamentos fisicos, quimicos, biolégicos ou uma
combinacdo destes no intuito de reduzir a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica. Em
alguns métodos como a explosao a vapor, a maioria da hemicelulose (70%) € hidrolisada a
pentoses, com pequenas perdas de celulose e nenhuma solubilizagéo de lignina (DIAS et al.,
2012).

A etapa de pré-tratamento, no entanto, também apresenta algumas desvantagens, como
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0 aumento do custo do processo e liberacdo de produtos indesejaveis. Dependendo do
processo e das condigdes utilizadas durante o pré-tratamento, aclcares da hidrélise da
hemicelulose podem ser degradados a acidos fracos e derivados de furano, que potencialmente
atuam como inibidores microbianos durante a etapa de fermentacdo a etanol. Também,
produtos derivados de lignina, como fendlicos, podem ser formados e interferir no processo,
inibindo ou desativando as celulases. Devido a esses fatores, ha um interesse no
desenvolvimento de pesquisas que propiciem a eliminacdo desta etapa do processo, sem
prejuizo dos resultados ja obtidos (XIMENES et al., 2011; KIM et al., 2017).

A hidrolise é uma etapa importante do processo, onde se busca a conversdo da
biomassa em agucares redutores, estabelecendo uma “plataforma de agticar” que possa formar
a base de um setor sustentavel de producdo de biocombustiveis e outros bioprodutos (HU;
MOK e SADDLER, 2018). Entre as tecnologias disponiveis de hidrélise de materiais
lignoceluldsicos, a conversdo enzimatica surgiu como um candidato promissor, uma vez que
representa uma abordagem de gerenciamento de biomassa ambientalmente amigavel. Porém,
como serd abordado mais adiante, ainda sdo necessarias muitas pesquisas para melhorar a
viabilidade operacional e financeira desse processo (SILVA; VAZ e FILHO, 2018).

A hidrolise é realizada por varias enzimas em proporcdes definidas, que convertem os
poli em monossacarideos. As enzimas atuam de uma maneira sinérgica para degradar o
substrato, 0 que significa que a atividade conjunta das enzimas € superior a soma das suas
atividades individuais, sendo a proporcdo das enzimas um fator importante a se considerar
(GUO; CHANG e LEE, 2018).

Um dos grandes obstaculos para as biorrefinarias avancarem para a escala comercial é
justamente o alto custo dessas enzimas e 0 monopdlio de algumas empresas em relacdo a
comercializacdo das mesmas (NOVY et al., 2019). Pesquisas apontam que (hemi)celulases
contribuem significativamente (~20%) no custo do processo de producdo de bioetanol e
derivados de biomassa (CHOUDHARI; ODANETH e LALI, 2019). Além disso, a
comercializacdo de enzimas vem sendo monopolizada pela empresa Norueguesa Novozymes,
que possui uma celulase que pode potencialmente hidrolisar o material lignocelulésico com
um rendimento satisfatdrio em escala industrial. Dois outros participantes, Dupont e Abengoa,
também desenvolveram um coquetel de celulase para hidrélise de biomassa em larga escala,
mas seu suprimento comercial é incerto. Recentemente, a startup finlandesa Metgen também
desenvolveu um coquetel de celulases, "MetZyme® SUNO ™" mas sua producdo e

suprimento comercial ainda estdo em estagio de desenvolvimento (CHANDEL et al., 2019).
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Sendo assim, na producdo de etanol 2G é necessdria uma mistura de proteinas
celuloliticas, hemiceluloliticas e acessérios, sendo que tais coquitéis geralmente sdo
adquiridos em formulagdes padronizadas, de fornecedores externos e distribuidos em locais
de producdo centralizados. No entanto, tem-se tornado cada vez mais claro que as formulacgdes
padronizadas “tipo tnico” tém limitag¢des, pois seu desempenho varia de acordo com o tipo
de biomassa usada no processo de conversdo. A razdo para isso é que, dependendo da matéria-
prima utilizada, é necessaria uma ampla variedade de atividades enzimaticas diferentes para
uma degradacdo eficiente, sendo necessario customizar as misturas de enzimas para
maximizar a eficiéncia hidrolitica e a relacdo custo-beneficio nos diferentes processos de
conversdao (NOVY et al., 2019). Esse fato, juntamente com outros fatores que serdo apontados
posteriormente demostram possiveis vantagens na fabricacdo de enzimas “in house”, ou seja,
integrar a producdo de enzimas com biorrefinarias lignocelulésicas.

Tal producdo conjunta oferece varios argumentos convincentes em relagdo a logistica,
relacdo custo-beneficio e impacto ambiental. ReducGes de custo séo alcancadas através do
compartilhamento de recursos como terrenos e edificios, tratamento de residuos e
infraestrutura de servigos publicos, reduzindo assim a contribuicdo do investimento de capital
no custo de producdo. Além disso, tem-se vantagens em relacdo a producdo de extratos
enzimaticos mais especificos para necessidade desejada. As enzimas celuloliticas podem ser
produzidas e aplicadas diretamente na hidrolise enzimatica utilizando integralmente o caldo
de cultivo de producdo das enzimas, evitando etapas dispendiosas de remocéo de células,
separacao e concentracao das enzimas e formulacdo do extrato enzimatico. Reducgdes de custo
de 5 a 25% sdo obtidas na fabricacdo de enzimas in house e projecdes otimistas da fabricacdo
integrada propdem uma reducdo de até 70% nos custos operacionais (NOVY et al., 2019).

As enzimas celulases e hemicelulases sdo produzidas por um certo nimero de
microrganismos. Tais enzimas convertem, respectivamente, a biomassa em hexoses e
pentoses. A conversdo da fracdo de hemicelulose, quer na forma monomérica ou na forma
oligomérica, é essencial para aumentar a producdo de etanol a partir de materiais
lignoceluldsicos. Dessa forma, pesquisas focam cada vez mais na utilizacdo de ambas,
hexoses e pentoses na fermentacdo, uma vez que aumentaria o rendimento e melhoraria
substancialmente a economia do processo (GIRIO et al., 2010).

Dessa forma, melhorias e estudos relacionados com a producdo enzimética so cruciais
para 0 melhor processamento e diminuicdo dos custos da produgdo de enzima e,

consequentemente, custos dentro do contexto de biorrefinaria. Alguns estudos focam na
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melhoria da cepa microbiana, na adogdo de coquetéis enzimaticos aprimorados e especificos
e em condigdes mais favoraveis de producao (ALI et al., 2019). Além disso, estratégias vém
sendo aplicadas no sentido de diminuir a quantidade de enzima utilizada, por exemplo,
aumentando as atividades especificas das celulases por meio de ferramentas de engenharia
genética, suplementacdo com B-glicosidase, co-cultivos e modificacdo das proporcoes de cada
enzima nos coquetéis enzimaticos (CHOUDHARI; ODANETH e LALI, 2019). Portanto,
melhorar a produtividade enzimatica dos microrganismos, aumentar a capacidade hidrolitica
das celulases e otimizar a tecnologia de producéo de enzimas séo essenciais para melhorar a
relagdo custo-beneficio dos processos de producéo a base de materiais lignoceluldsicos.

A terceira etapa de producdo seria a fermentacdo, etapa comum do processo de
primeira e segunda geracdo. Assim, com as conversdes de hemicelulose e celulose em
acucares redutores, esses seguem para 0 processo de fermentacao em rota similar ao processo
de primeira geracdo. A ideia da biorrefinaria é que cada fracdo separada de lignina,
hemicelulose e celulose gerem preferencialmente um determinado produto e esses produtos
agreguem valores a biorrefinaria e ao material lignocelulésico.

A Figura 2.1 mostra um esquema resumido de uma ideia de biorrefinaria
ambientalmente sustentavel e com producdo circular. A Figura 2.2 mostra 0s principais
bioprodutos que podem ser gerados dentro dessa biorrefinaria com cada fracdo da biomassa

lignocelulésica.
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Figura 2.1. Esquema de uma biorrefinaria ecologicamente sustentavel para producdo de

biocombustiveis e outros produtos de segunda geracéo.
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Figura 2.2. Esquema dos principais produtos que podem ser gerados a partir da biomassa

lignocelulésica.
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A fracdo de celulose é hidrolisada principalmente em glicose e posteriormente
convertida em produtos fermentaveis como etanol, &cido latico, propanol, acetona e &cido
succinico, entre outros (Figura 2.2). Hidroximetilfurfural (HMF) e furfural também séo
produzidos a partir de fracbes de celulose e hemicelulose, respectivamente. O furfural é um
material basico para resinas de furano e sintese de Nylon 6, enquanto que o HMF é usado na
fabricacdo de solventes, lubrificantes e outros polimeros (Figura 2.2). Outro produto
promissor da celulose é a nanocelulose, um produto de hidrélise enzimética controlada.
Nanocelulose e nanofibras tém sido usadas principalmente como cargas nanocompositas
devido as suas propriedades caracteristicas; biodegradavel, renovavel, acessivel, de baixo
custo, biocompativel, hidrofilico, alta resisténcia mecéanica, baixa densidade e ampla area de
superficie. A nanocelulose também é biomedicamente importante, com aplicacdes na
reposicado de pele em queimaduras e feridas, administracdo de medicamentos, engenharia de
tecidos e reconstrucdo 6ssea (DE PAULA et al., 2019).

A hemicelulose € um polissacarideo complexo encontrado nas paredes celulares das
plantas. O contetdo de hemiceluloses inclui arabinoxilano, xiloglucano, xilano, glucomanano
e glucuronoxilano. A conversdo da hemicelulose libera agucares simples como a xilose, que
pode ser convertida em xilitol, um substituto do acucar, ou usado na geragdo de combustiveis
como o bioetanol e o biohidrogénio. A arabinose, outra pentose da hemicelulose, também
pode ser utilizada para produzir produtos quimicos de valor agregado como o furfural (DE
PAULA et al., 2019).

Além disso, para o sucesso geral da biorrefinaria, estudos mostram que é necessario
aumentar o potencial de transformar a lignina em produtos de alto valor agregado. A maioria
dos componentes celulésicos da matéria-prima lignocelulésica é consumida, deixando uma
quantidade significativa de lignina gerada como subprodutos. Portanto, encontrar uma rota
alternativa para essa utilizacdo excedente de lignina tornou-se a chave para a sustentabilidade
de qualquer industria de bioprocessamento (SILVA; VAZ e FILHO, 2018). A Borregard
Lignotech desenvolveu alguns produtos quimicos especiais a partir da lignina. O uso da
lignina requer um conjunto complexo de catalisadores para decomp6-la por despolimerizagéo
e remocdo de oxigénio, levando a seus monémeros que podem ser metabolizados por
organismos para sintetizar acidos mucénicos, poli-hidroxialcanoatos, polimeros fendlicos,
metano e outros produtos de alto valor (KUMAR et al., 2019).

Basicamente, as biorrefinarias buscam trabalhar com a biomassa lignoceluldsica

residual, tratando de transforméa-la em agucares soltveis (fracbes C5 e C6) que podem ser
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fermentados a biocombustiveis de segunda geracdo (2G) e uma variedade de subprodutos de
maior valor agregado, inclusive usando a fracdo da lignina. Sendo assim, busca-se adicionar
valor aos produtos e reduzir cada vez mais 0s custos ou o saldo ndo t&o positivo da segunda
geracdo de biocombustiveis (CHANDEL et al., 2019).

Como visto, as enzimas que de forma global séo tratadas como celulases, sdo de crucial
importancia para o sucesso das biorrefinarias, além de serem utilizadas em outros setores
industriais, como téxtil, alimenticio e papel e celulose. O préximo topico abordard como essas
enzimas agem nos materiais lignoceluldsicos e estudos que buscam melhorar a producéo de

tais enzimas.

2.2. Celulases

As enzimas conhecidas como celulases sdo um conjunto de enzimas importantes em
diversas industrias quimicas. Muitas vezes elas sdo tratadas de forma geral, mas sdo uma gama
de enzimas especificas. Na industria de papel e celulose, misturas de celulases e hemicelulases
tém sido usadas para aumentar a drenagem e a suportabilidade da polpa. Além disso, elas
também sdo utilizadas na fabricacédo de cartfes biodegradaveis, papel macio, toalhas de papel
e papel higiénico. Nas industrias téxteis, as celulases sdo usadas para 0 processamento e
acabamento umido dos téxteis. Na industria de vinho e cervejaria, as celulases tém sido usadas
principalmente para fermentar polissacarideos para produzir bebidas alcoolicas. Na industria
de alimentos, B-glicosidase e pectinases sdo adicionadas para reduzir o amargor das frutas
citricas, aumentar a textura, o sabor e 0 aroma das frutas e legumes. Na industria de racéo, as
celulases sdo usadas para melhorar a qualidade, digestibilidade e valor nutricional da racéo
animal. No campo das industrias agricolas, celulases, hemicelulases e outras enzimas como
as pectinases sdo empregadas para proteger plantacdes de patdgenos vegetais, degradando sua
parede celular. Além das tradicionais industrias citadas, o uso de celulases para a hidrélise
enzimatica da biomassa lignoceluldsica na producdo de biocombustiveis e aclcares simples
tem aumentado nos Gltimos anos ao redor do mundo (MANISHA e YADAYV, 2017).

Idealmente, coquetéis de enzimas compreendem um ndmero minimo de tipos de
enzimas nas menores concentragcdes possiveis e em propor¢des ideais. O projeto racional de
coquetéis enzimaticos requer conhecimento preciso da sinergia entre cada membro enzimatico

e também conhecimento das condi¢des de bioprocesso que devem ser configuradas para
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otimizar o sinergismo enzimatico.

Celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre a celulose,
promovendo sua hidrolise em glicose, que desperta maior interesse industrial, devido a sua
conversdo mais facil em biocombustiveis. Microrganismos que fermentam glicose ja sdo bem
conhecidos e estudados. Trés principais celulases conferem a hidrdlise sinergética da celulose,
as endoglucanases (EC 3.2.1.4, CMCase ou EG), exoglucanases ou celobiohidrolases (EC
3.2.1.74, CBH ou Avicelase) ¢ B-glicosidases (EC 3.2.1.91 ou celobiase ou BG). Elas
pertencem a familia das glicosideos hidrolases (GH), catalisando a hidrolise de ligacGes
glicosidicas (JUTURU e WU, 2014).

Endoglucanase é a enzima do complexo responsavel por iniciar a hidrélise quebrando
ligagbes glicosidicas nas regides internas da estrutura amorfa da celulose e gerando
oligossacarideos de cadeia longa de terminais livres redutores ou ndo redutores (JUTURU e
WU, 2014). Elas trabalham rompendo as fibras de celulose e criando extremidades acessiveis,
alem disso sé@o responsaveis pela rapida solubilizacdo do polimero celulésico, o que permite
por exemplo, obter extrato liquido, mas ndo ainda concentrado em glicose.

As exoglucanases sdo subdivididas em celobiohidrolases e glucanohidrolases. As
primeiras sdo responsareis por agirem unidirecionalmente nas cadeias longas de
oligossacarideos redutores (CBH 1) e ndo-redutores (CBH I1) gerados pela endoglucanase, e
liberam celobiose. Ja as glucanohidrolases sdo capazes de liberar moléculas de glicose
diretamente dos terminais do polimero, o que as tornam de elevada importancia, apesar de
pouco reportadas (MANISHA e YADAYV, 2017).

A B-glicosidase hidrolisa a celobiose para gerar glicose. Um alto nivel de B-glicosidase
é importante para evitar a acumulacéo de celobiose, que é um forte inibidor das atividades de
endoglucanase e exoglucanase (LI et al., 2013).

A acdo das enzimas celuloliticas ocorre através de trés etapas: adsor¢édo, biodegradacao
e dessorcdo. A atividade da celulase diminui durante a hidrélise e acredita-se que a adsorcao
irreversivel da enzima sobre a celulose é parcialmente responsavel por esta desativacgéo.
Existem dois tipos comuns de sitios ativos de celulase: (1) sitios ativos abertos (com ranhuras,
fendas) que apresentam tipicamente atividade endocelulolitica (endocelulases), ligando-se em
qualquer lugar ao longo do comprimento da molécula de celulose e hidrolisando a ligacéo
glicosidica. (2) sitios ativos com tanel que exibem atividade exocelulolitica
(celobiohidrolases), ligando-se as extremidades das moléculas de celulose (SUKHARNIKOV
et al., 2011).
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A Figura 2.3 ilustra e resume as a¢des das principais enzimas celuloliticas na molécula

de celulose.

Figura 2.3. Acdo sinergética das principais enzimas do complexo enzimatico de

celulases.
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Fonte: Adaptado (ANDLAR et al., 2018)

As hemicelulases também sdo enzimas essenciais na hidrolise de materiais
lignocelulésicos. Elas promovem a hidrolise da hemicelulose em pentoses, o que acaba por
aumentar o rendimento do etanol de segunda geracdo, caso microrganismos capazes de
fermentar pentoses sejam utilizados, ou constitui matéria prima para geracdo de outros
produtos importantes (BHARDWAJ; KUMAR e VERMA, 2019). Similarmente, o complexo
de hemicelulases envolve entre outros endo-1,4-bD-xilanase (EC 3.2.1.8), que cliva ligagdes
internas da cadeia de xilano e xilosidase (CE 3.2.1.37) que hidrolisa xilo-oligossacarideos
para produzir xilose (SONG e WEI, 2010).

As amilases, outra classe importante de hidrolases, contribuem para aproximadamente
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25% do mercado de enzimas industriais. As amilases estdo em crescente demanda devido ao
seu papel crucial na hidrolise do amido e as aplicagdes que essa acdo gera, como na producgao
de bebidas como cerveja, tratamento de disturbios digestivos, producéo de queijo a partir de
leite e producdo de alcoois. A hidrolise do amido envolve duas etapas: liquefacdo e
sacarificacdo. Similarmente as celulases, 0 modo de acdo das amilases pode ser dividido em
enzimas tipo endo- ou exo ativas. Tais enzimas clivam aleatoriamente as liga¢des a-1,4 entre
as unidades de glicose adjacentes na cadeia linear de amilose e amilopectina do amido e
eventualmente geram glicose, maltose, maltotriose e pequenas dextrinas (SINDHU; BINOD
etal., 2017).

As celulases e hidrolases podem ser produzidas por fungos, entre eles Trichoderma
reesei e Aspergillus niger e bactérias como Clostridium cellulovorans. A maioria das
pesquisas para a producdo de celulases comerciais centrou-se sobre os fungos, pois a maioria
das bactérias relevantes séo anaerdbias, com uma baixa velocidade de crescimento celular
(TALEBNIA; KARAKASHEV e ANGELIDAKI, 2010). As celulases de fungos séo
comercialmente importantes, pois estas enzimas sdo secretadas pelas células. Geralmente,
considera-se que as celulases termofilas tém aplicacdes comerciais, pois sdo robustas e
capazes de resistir a altas temperaturas e valores extremos de pH (JUTURU e WU, 2014).

T. reesei tem sido o fungo filamentoso mais amplamente utilizado para a producdo de
celulases desde a década de 1950 (BISCHOF; RAMONI e SEIBOTH, 2016), porém seu
rendimento na produgdo de B-glicosidases € muito baixo. Isso por que a maioria das -
glicosidases produzidas por T. reesei sdo encontradas na parede celular durante o crescimento
de fungos, tendo esse uma baixa quantidade de B-glicosidase secretada no meio. Um exemplo
de microrganismo que é bem relatado em rela¢do a producao de B-glicosidase € o género
Aspergillus, como A. niger e A. Phoenicus (SRIVASTAVA et al., 2019).

Pesquisas recentes buscam melhorar geneticamente ou utilizar co-cultivos para
producdo de coquetéis enzimaticos mais completos e sanar os problemas citados
anteriormente. Por exemplo, Zhao, Deng e Fang (2018) buscaram otimizar a producdo de
celulases utilizando conjuntamente engenharia genética e co-cultivo de T. reesei e A. niger.
Isso por que, T. reesei apresenta deficiéncia em produzir B-glicosidase e celobiohidrolase 11,
enzimas que A. niger produz em maiores quantidades. Os autores conseguiram a producéo de
coquetel enzimatico com atividade em papel de filtro (FPU) de 12,17+1,18 U/mL, atividade
de celobiohidrolase Il de 53,10+2,95 U/mL, atividade de endoglucanase 716,11+41,16 U/mL

e B-glicosidase 1,93+0,28 U/mL. O trabalho utilizou T. reesei modificado geneticamente para
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producdo de CBH Il e A. niger em co-cultivo para producéo de B-glicosidase (B-G). Além
disso, os resultados de hidrolise enzimatica mostraram que a deficiéncia de -G pode ser mais
sentida que a de CBH Il. Fang et al. (2019) também trabalharam com co-expressao e
engenharia genética para melhorar a produgao de B-glicosidase, chegando a producéao de 10
Ul/mL em 4 dias de cultivo, porém a producdo de CBH |1 foi baixa.

J& Geberekidan et al. (2019) buscaram sanar a deficiéncia dos coquetéis enzimaticos
através do uso da levedura Clavispora sp. que é produtora natural de B-glicosidase. Tal fato
acabou proporcionando a levedura capacidade de fermentar a glicose e celobiose ainda
presente, ndo sendo necessaria adi¢do de P-glicosidase extra. A maioria dos coquetéis
enzimaticos é deficiente em B-glicosidase, sendo necessario muitas vezes a suplementacéo.

Outro ponto importante relacionado a producéo de enzimas € que essas podem sofrer
influéncia do cisalhamento, levando a possiveis prejuizos em sua producdo. Tais prejuizos
podem afetar a viabilidade do microrganismo, que diminui em altas condicdes de
cisalhamento, levando a diminuicdo da producdo de enzimas (AMANULLAH et al. 2002).
Porém, é importante destacar que a diminuicdo da producdo pode ocorrer também por
possiveis desativacdes das enzimas ap0s as mesmas serem produzidas, em funcao da acdo do
cisalhamento. Ghadge et al. (2005) investigaram a desativacdo da celulase em reatores de
tanque agitado de diferentes dimensdes e com diferentes configuraces de impelidores. Os
autores notaram uma reducéo da taxa de cisalhamento com o aumento do didmetro do tanque
e diminuicdo do numero de pas dos impelidores, o que levou a menores graus de desativacao
da celulase, avaliadas por meio de testes em papel de filtro utilizando coquetéis enzimaticos
comerciais. Com relacdo aos sistemas de impelidores, esses também afetam de formas
diferentes a desativacdo enzimatica. Maior desativacdo foi observada quando empregadas as
configuracdes turbina Rushton e pitched blade, enquanto menores graus de desativacdo foram
observados na configuracdo com impelidor hydrofoil.

A maioria das pesquisas recentes em relacdo a producdo de celulases busca uma
melhoria genética da cepa, como relatado anteriormente. Pesquisas recentes e ndo tdo recentes
também abordaram diversos pontos tais como o uso de diferentes residuos industriais
(FREITAS et al., 2015), uso de ions metalicos (VASCONCELLOS et al., 2016), diferentes
formas de cultivo (FLORENCIO et al., 2015; CUNHA et al., 2015; CUNHA et al., 2012) e
diferentes microrganismos e co-cultivos (FREITAS et al., 2016). Ja a presente tese buscou a
melhoria da producéo de enzimas celuloliticas por meio da analise da morfologia do fungo e

das condicdes de cisalhnamento dos biorreatores.
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2.3. Fungos Filamentosos

2.3.1. Crescimento e Fisiologia

Os fungos filamentosos sdo microrganismos heterotréficos eucariéticos que dependem
de fontes externas de carbono para sua nutricdo. A reproducéo pode ser tanto sexuada como
assexuada, normalmente por meio de esporos (conidios). Tais microrganismos sdo em sua
maioria aerobios estritos (RAVEN, 1978).

Uma caracteristica importante desses microrganismos é a formacdo de micélio, sendo
esse composto de filamentos ramificados vegetativos (hifas) com paredes celulares rigidas e
espessas (SERRANO-CARREON et al., 2015). Ascomycota, grupo dos géneros Trichoderma
e Aspergillus, tém hifas que s@o divididas em compartimentos por paredes transversais
internas chamados septos. Cada septo possui um poro suficientemente grande para permitir
que organelas celulares fluam entre os compartimentos (QUINTANILLA et al., 2015).

As paredes celulares séo estruturas complexas e dindmicas, sendo o local de diversas
atividades enzimaticas. Sdo compostas por polissacaridos fibrosos (quitina e -glucano) e
glicoproteinas que determinam sua estrutura fibrilar (SERRANO-CARREON et al., 2015). O
equilibrio entre a sintese e a quebra (“lise”) da parede é um ponto critico. Por exemplo, a
sintese da parede na auséncia de “lise” pode provocar um excessivo espessamento da parede
e prejudicar o crescimento. Por outro lado, a “lise” na auséncia da sintese pode levar ao
rompimento da célula (COLIN; BAIGORII e PERA, 2013).

O crescimento de hifas ocorre apenas na regido apical, por meio de um alongamento
das pontas e expanséo da parede, sendo maximo na extremidade das pontas (QUINTANILLA,
et al., 2015). Quando uma nova ponta € formada, ela cresce até um determinado comprimento
e um septo com um poro é criado na parte de tras da ponta, criando uma ponta de ndo
crescimento. Tal processo de crescimento envolve o crescimento da ponta, divisdo do nucleo,
divisdo dos septos e ramificacdo (MCINTYRE, 2001). A estrutura do micélio é complexa,
multicelular e multinuclear, tendo as células uma ampla distribuicdo de idades. Portanto,
diferentes hifas podem existir em diferentes estados fisiologicos e mostram diferentes
caracteristicas estruturais, como o crescimento de células apicais, regides de vacuolizacéo e
células que sdo metabolicamente inativas (SERRANO-CARREON et al., 2015).

Os fungos filamentosos apesentam no interior das hifas, além da membrana que

delimita externamente o citoplasma, um sistema similar de membranas que demarcam certas
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estruturas morfologicamente distinguiveis (espécie de organelas) com fung¢Bes conhecidas na
maioria das vezes. Essas estruturas de diversas aparéncias e diferentes por¢des do micélio sdo
representadas pelo reticulo endoplasmético, complexo de Golgi e vacuolos. Tais estruturas
séo parte de um sistema integrado para a producéo, separacao e distribuicdo de enzimas para
a superficie hifal (secrecdo) e para os vacuolos (armazenamento) (LEITE E ESPOSITO,
2010).

As excrecdes de proteinas por fungos filamentosos sdo, em sua maioria, restritas as
pontas de crescimento das hifas. As pontas de hifas sdo livres de qualquer organela, exceto de
um nimero de vesiculas de tamanho variavel, sendo que algumas delas parecem estar no
processo de fusdo com a membrana plasmatica. O crescimento e a secre¢do de proteinas séo
processos polarizados, envolvendo o movimento de proteinas através de vesiculas até as
pontas de hifas crescentes onde a parede da célula é mais porosa do que em paredes mais
velhas, permitindo uma mais rapida difusdo das proteinas. As vesiculas secretoras parecem
estar associadas com microtubulos e eles provavelmente se movem em conjunto por meio de
um processo dependente de ATP (EL-ENSHASY, 2007).

2.3.2. Morfologia celular e producéo de metabdlitos

Em geral, a morfologia dos fungos filamentosos em culturas submersas € dividida em
dois niveis. Um nivel microscopico, conhecido como micromorfologia e outro nivel
macroscopico, denominado macromorfologia (MCINTYRE, 2001).

A caracterizacdo micromorfoldgica inclui o processo de crescimento de esporos,
germinacdo e alongamento do tubo germinativo (EL-ENSHASY, 2007). Além disso, a
micromorfologia pode ser utilizada para descrever propriedades da macromorfologia, como a
frequéncia de ramificacdes, dimensdes das hifas e distribuicdo da populacdo (MCINTYRE,
2001).

Um elemento de hifa surge da excrescéncia de um Unico esporo, que ap0s a germinagao
passa a ter um crescimento rapidamente polarizado, resultando na formacdo de um tubo
germinativo que se estende em comprimento pelo crescimento da sua ponta. O tubo
germinativo se desenvolve em uma hifa, que ap6s exceder um determinado comprimento
forma novas pontas (ou ramos), resultando em uma rede ramificada de hifas (NIELSEN,
1996). As etapas de crescimento micromorfoldégico podem influenciar no crescimento

macromorfoldgico, como sera visto adiante.
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A macromorfologia pode ser classificada em dois grupos principais: pellets ou
crescimento disperso. O crescimento disperso engloba outras formas morfoldgicas, como 0s
agregados miceliais (clumps), hifas ramificadas e hifas isoladas. A Figura 2.4 mostra um

esquema dessas principais formas morfoldgicas.

Figura 2.4. Esquema das principais classificacdes morfolégicas dos microrganismos

filamentosos.
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Fonte: Adaptado (QUINTANILLA et al., 2015)

Os pellets podem ser descritos como estaveis aglomerados esféricos compostos por
uma rede ramificada de hifas. A sua forma pode variar de lisa e esférica a alongada e
“cabeluda”. Eles crescem exponencialmente com uma velocidade especifica de crescimento

constante até que um raio critico seja alcancado e as limitag6es de transporte de massa levem
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a uma deplecdo de nutrientes no nacleo do pellet (KRULL et al., 2013). O cultivo com a
morfologia em forma de pellets tem a vantagem de diminuir a viscosidade do caldo, tornando
as propriedades reoldgicas mais newtonianas e facilitando a mistura e transferéncia de
oxigénio. Além disso, a formacdo dos pellets facilita a separacdo do fluido a jusante do
processo. A grande desvantagem da morfologia de pellets é a limitac&o na difuséo interna de
nutrientes, incluindo o oxigénio, do caldo de cultivo para o centro do biopellet. Tal limitacéo
provoca alteracdes fisioldgicas significativas no organismo, levando a nucleos densos e
inativos e, em alguns casos, a nicleos sem estrutura interior (EL-ENSHASY, 2007; KRULL
et al., 2013; SERRANO-CARREON et al., 2015).
O mecanismo de formacdo dos pellets varia de microrganismo para microrganismo,
mas pode-se destacar trés tipos (NIELSEN, 1996):
(1) Sem coagulacdo de esporos: um simples esporo se desenvolve gerando um pellet.
Ex: Streptomyces sp.
(2) Com coagulacdo de esporos: os esporos se aglomeram e germinam formando um
pellet. Ex: varias espécies de Aspergillus incluindo o A. niger.
(3) Aglomerado de elementos de hifas: elementos de hifas se aglomeram formando

clumps e eventualmente pellets. Ex: Penicillium chrysogenum.

Um esquema da germinacdo dos esporos e da formacéo dos pellets pode ser visto no

esquema da Figura 2.5.
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Figura 2.5. Esquema para os diferentes mecanismos de formacéo dos pellets.
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Fonte: Adaptado (NIELSEN, 1996).

Na forma de cultivo de micélio, os microrganismos crescem de maneira altamente
dispersa, provocando emaranhamento e criando um caldo de cultivo altamente viscoso e
reologicamente complexo. O comportamento reoldgico € geralmente ndo-newtoniano e se
altera com o tempo de cultivo. A viscosidade aparente do caldo aumenta com o crescimento
micelial e diminui com o aumento do gradiente de deformacdo ou taxa de cisalhamento. Em
cultivos com agitacdo mecanica isso pode gerar graves problemas, conduzindo a viscosidades
relativamente baixas em regides proximas aos impelidores (zona com elevadas taxas de
cisalhamento) e altas viscosidades em regides proximas a parede do biorreator (regido com
menor taxa de cisalhamento). Cultivos envolvendo caldos ndo homogéneos apresentam
problemas como a existéncia de areas mortas ou ndo homogéneas com formacéo de gradientes
de concentracdo, diminuicdo das transferéncias de calor e de massa e limitacdo no
fornecimento de nutrientes (KRULL et al., 2013; SERRANO-CARREON et al., 2015).

As diferentes formas morfolégicas dos microrganismos filamentosos podem estar
relacionadas a agregacdo ou ndo dos esporos. Wucherpfennig, Hestler e Krull (2011)
verificaram que a morfologia do fungo filamentoso A.niger é definida nas primeiras 8 horas
de cultivo e apos esse periodo fica mais dificil mudar a morfologia fungica abruptamente.
Dependendo de varios fatores, fungos filamentosos podem crescer na forma pelletizada ou
dispersa.

Fungos filamentosos tém sido utilizados em processos biotecnolégicos por décadas.
Em processos de cultura submersa, eles normalmente exibem um complexo ciclo de vida
morfoldgica, como exposto anteriormente, e a morfologia esta relacionada com o desempenho
da producédo de um determinado metabdlito (KRULL et al., 2013).
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Dessa forma, um dos aspectos industriais mais importantes da morfologia dos fungos
é sua relacdo com a produtividade. Seria conveniente poder selecionar os niveis de
produtividade dos cultivos com base apenas na sua aparéncia morfolégica ou adotar desde o
inicio e manter uma morfologia favoravel a um produto especifico (WALISKO et al., 2015).

Algumas revisoes da literatura, EI-Enshasy (2007), Robson et al. (2008) e Walisko et
al. (2015) colocam a morfologia miceliar dispersa como favordvel para a producdo de
proteinas (metabdlitos primarios), enquanto outros produtos como o &cido citrico ou outros
metabdlitos secundarios seriam produzidos em niveis mais elevados em culturas pelletizadas

Muitas vezes a macromorfologia determina o ambiente da micromorfologia (hifas),
através de efeitos na mistura, cisalhnamento, transferéncia de massa e reologia da cultura. A
micromorfologia, por sua vez, também tem mostrado efeitos importantes na produtividade,
como as dimensdes das hifas afetando a via secretora. No caso de proteinas e enzimas, por
exemplo, a secrecdo acontece principalmente nas pontas das hifas, portanto parametros que
poderiam aumentar o nimero de pontas ativas, como por exemplo as ramificacGes, melhoraria
o rendimento da producdo de proteina (EL-ENSHASY, 2007).

Apesar dessa tendéncia geral encontrada na literatura, ainda existem controvérsias,
sendo dificil deduzir uma relagdo geral e inequivoca entre morfologia e produto, uma vez que

diversos outros parametros de cultivo podem interferir na producao.

2.3.3. Fatores que afetam a morfologia celular

Como visto anteriormente, os fungos sdo organismos complexos morfologicamente,
diferindo em sua estrutura em varios momentos do seu ciclo de vida. Um numero de fatores
contribui para o desenvolvimento de formas morfoldgicas especificas. Em geral, esses fatores
podem ser divididos em trés categorias principais (PAPAGIANNI, 2004):

- Fatores relacionados a linhagem e ao in6culo: espécie do fungo (ligada a cinética de
crescimento e sua fisiologia), tipo e concentracdo do indculo.

- Fatores relacionados a nutricdo (meio de cultivo): composicdo do meio de cultivo,
adicdo de surfactantes, presenca de particulas solidas.

- CondicGes de cultivo: quantidades de oxigénio e didxido de carbono dissolvidos, pH,
temperatura, sistemas e condicOes de agitacdo, reologia, cisalhnamento e tipos de biorreatores.

Diversos trabalhos na literatura vém monitorando tais fatores como forma de controlar

melhor a morfologia e assim produzir um determinado metab6lito de maneira mais eficaz.
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Papagianni e Mattey (2006) avaliaram como a concentracdo de esporos afetou o
desenvolvimento morfolégico de A. niger em cultivo submerso e qual a influéncia da
morfologia na producdo de acido citrico. Os cultivos foram realizados em biorreator
convencional de 3 litros. A concentragdo de esporos variou entre 10* e 10° esporos/mL, sendo
esses inoculados diretamente nos biorreatores. Os autores avaliaram a morfologia em 70 horas
de cultivo, tempo suficiente para 0 mesmo se estabilizar. O estudo permitiu uma detalhada
quantificacdo da transicdo entre as duas formas morfoldgica extremas, de pellets para micélio
livremente disperso, sendo a quantidade de pellets maior em indculo de 10* esporos/mL e
decaindo gradativamente até uma morfologia totalmente dispersa, a partir da concentracdo de
indculo de 108 esporos/mL. Os autores ndo mostraram uma relacio direta entre morfologia e
producéo de &cido citrico, apenas supuseram que a melhor morfologia para sua producéo seria
a pelletizada. Nessas condi¢bes houve uma menor producdo de ions amonio, inibidor da
producéo de acido citrico, enquanto em cultivo disperso o consumo de oxigénio dissolvido foi
menor. Resultado similar havia sido obtido anteriormente por Tucker e Thomas (1992), que
em cultivo de Penicillium chrysogenum em Erlenmeyers de 500 mL e por 72 horas, obtiveram
morfologia pelletizada ou com clumps mais compactos com uma concentracao de inoculo de
5x10* esporos/mL e uma morfologia mais dispersa em concentragdo de 5x10° esporos/mL.
Em ambos os casos, 0 aumento da concentracdo de esporos levou a uma morfologia mais
dispersa, porém como pode ser notado, a sensibilidade a mudanca morfolégica com a
concentracdo de esporos ¢ fortemente dependente do microrganismo.

A influéncia da concentracao de esporos na morfologia dos fungos filamentosos ndo
pode ser generalizada. Deve-se analisar cada fungo individualmente, por exemplo, em estudo
de Liu, Liao e Chen (2008) o efeito do in6culo em Rhizopus oryzae foi de producdo de pellets
em altas concentragdes de indculo (>10° esporos/mL). Nielsen et al. (1995) também
obtiveram, em seus estudos com Penicillium chrysogenum, morfologia pelletizada com
concentracio de esporos na ordem de 107 esporos/mL. Além disso, foi observado um aumento
do didmetro dos pellets quando aumentada a concentracdo de indculo, fato justificado pela
formacdo de pellet em P. chrysogenum ocorrer pela aglomeracdo de elementos de hifas.

Grimm et al. (2005) estudaram a influéncia da agitacdo e pH na agregacdo de esporos
(conidios) de A. niger durante as primeiras 15 horas de cultivo. A inoculagio de 2x10°
esporos/mL foi feita diretamente em biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado com
duas turbinas Rushton, sendo o tamanho das particulas analisadas online. Os autores variaram

as condicdes do cultivo, pH de 4 e 7, agitacdo de 100 e 300 rpm e utilizaram aeracgéo de 0,5
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vvm. Foram avaliadas duas etapas distintas de agregacéo. A primeira logo nas primeiras horas
de cultivo, onde foi observado que a colisdo dos esporos foi a responsavel pela agregacéo. A
segunda depois de 7 horas, quando 0s esporos ja comegavam a germinar e as hifas a crescerem.
Os efeitos do pH foram verificados nos dois momentos de agregacédo, onde a concentragédo de
pellets aumentou e o diametro dos pellets diminuiu com a diminui¢do do pH, ou seja, a
agregacdo foi menor em pH menor. A justificativa dada para tais efeitos é a influéncia do pH
no potencial elétrico das superficies dos esporos. Os potenciais zeta medidos foram negativos
para todos os valores de pH, tornando-se ainda mais negativos conforme o pH diminuia, o que
acaba por aumentar a repulsdo. Ja a agitacdo e aeracdo afetaram somente a segunda etapa de
agregacdo. Nessa etapa, 0 tamanho das particulas era maior permitindo que essas sentissem o
efeito dos microturbilndes. Alem disso, constatou-se que o efeito da agitacdo foi maior que o
da aeracgdo. Para a producdo da enzima glucoamilase, resultados melhores foram observados
em cultivo com menor pH e maior agitacéo.

Colin, Baigorii e Pera (2013) avaliaram quantitativamente a morfologia das hifas e a
adesdo de esporos de A. niger sob diferentes condigdes de cultivo e como esses parametros
afetaram a macro morfologia fangica. Os cultivos foram realizados em frascos de 50 e 500
mL, com 20% de volume de meio de cultura, concentracdo de 10° esporos/mL e agitagdo de
200 rpm. As variaveis alteradas foram pH, temperatura e adi¢ao de dois sais. O pH inicial das
culturas alterou fortemente a adesdo dos esporos. Em pH igual a 2 observou-se uma menor
adesdo de esporos no inicio e ao longo do cultivo, o que resultou em uma morfologia dispersa.
Por outro lado, conforme o pH inicial foi aumentado a ades@o dos esporos ao longo do tempo
aumentou, o que resultou em morfologia pelletizada. Nesse caso, o tamanho e a concentragdo
dos pellets variaram de pequenos e em grande nimero, em pH=3, até grandes e em pequeno
nimero em pH=8. Os fons Ca*? e Fe™ também influenciaram a ades&o dos esporos, reduzindo
26% da capacidade de adesdo, porém ficando com maior adesao do que em pH=3. O resultado
na morfologia foi micélio disperso com o ion Fe*® e a maior concentracéo de pellets de menor
tamanho com o fon Ca*?. A temperatura teve pouca influéncia na ades&o dos esporos, porém
em temperatura de 37°C os pellets se apresentaram em maior concentracdo e menor tamanho.
Com relacdo a micromorfologia observada, o pH pouco alterou a morfologia das hifas, em
contraste, essa foi bastante alterada com a temperatura. Em temperatura de 25°C imagens
revelaram os compartimentos de hifas longos e regulares, ja em temperatura de 30°C a
frequéncia de ramificac6es das hifas foi aumentada e em 37°C houve inchaco e anomalias nas

hifas. O fon Ca*? alterou bastante a morfologia das hifas, estas se mostraram em forma de
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“bolhas”, com grandes vacuolos. Com o ion Fe* a morfologia se apresentou semelhante a
temperatura de 30°C. A maior atividade especifica de Mb-NAGase foi obtida na presenca do
jon Ca*?, seguida pela obtida em temperatura de 37°C. A justificativa para as maiores
atividades foram a morfologia j& relatada, que se relaciona com menores unidades de
crescimento das hifas e maiores didmetros das mesmas.

Wongwicharn, Mcneil e Harvey (1999) avaliaram como a variagdo no enriquecimento
de oxigénio dissolvido (OD) no caldo de cultivo afeta a morfologia de A. niger mutante e a
producdo de duas enzimas, a glicoamilase e uma enzima heterdéloga “Hen Egg White
Lysozyme [HEWL]”. Os cultivos foram realizados em reator convencional de 15 L, com
agitacdo de 500 rpm. A vazdo de aeracéo utilizada foi de 1 vwm, sendo esta enriquecida pela
adicdo de oxigénio puro nas porcentagens de 0 (controle), 10, 30 e 50 % v/v. Em condi¢des
de limitagdo de oxigénio (0 e 10% de OD em relacdo a saturacgéo), a principal morfologia
observada foi a dispersa, com hifas de maior comprimento e longas zonas de vacuolo. Ja em
30 e 50% observou-se elementos de hifas mais curtos e ramificados, com zonas menos
vacuolizadas e mais ativas. Em 50% de OD também foi verificada uma maior adeséo das
hifas, como resposta de um estado hiperoxidado. Em estudo semelhante CUI et al. (1998)
verificaram que em valores altos de OD, a morfologia de A. awamori se mostrou
predominantemente pelletizada, sendo que os pellets se apresentaram mais densos do que em
faixas menores de oxigénio dissolvido.

Justen et al. (1996) reportaram como a morfologia micelial (livremente dispersa e
clumps) de P. chrysogenum pode variar com o tipo de impelidor e intensidade de agitagcdo. Os
experimentos foram realizados em biorreator convencional tipo tanque agitado ndo aerado,
com 1,4 L de volume util, sendo testados 6 tipos de impelidores (de escoamento radial e axial).
Amostras de caldo de cultivo contendo P. chrysogenum na morfologia dispersa foram
transferidas para os reatores e submetidas a testes de 30 minutos, com entrada de energia
variando de 0,6 a 6 kW/m?3. Os resultados mostraram que o comprimento das hifas e a area
projetada dos clumps diminuiram com o aumento da entrada de energia, fato atribuido ao
cisalhamento sofrido. Com relacéo aos impelidores, os autores concluiram que os impelidores
Rushton e “paddle” produziram menos danos, na mesma poténcia especifica de entrada, que
os impelidores “pitched blade”. Justen et al. (1998) confirmaram os resultados anteriores
também em cultivos em batelada alimentada de P. chrysogenum em reator de 6 litros, onde a
maior produtividade de penicilina foi obtida utilizando impelidores Rushton e em menores

agitacoes.
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Estudo realizado por Amanullah et al. (2002) buscou verificar a influéncia da
velocidade de agitacdo na morfologia do fungo filamentoso Aspergillus oryzae e como essa
morfologia afetava a producéo de proteinas (amilase e amiloglicosidase). Foram realizados
cultivos em batelada alimentada utilizando dois impelidores turbina de Rushton para
promover a agitacdo. Para avaliar a morfologia foi utilizada anélises de imagens e também
uma metodologia de analise das pontas das hifas, onde foi possivel verificar se essas estavam
ativas ou ndo. Os autores concluiram que as quantidades de hifas ativas foram maiores na
menor condi¢do de agitacdo (525 rpm) e que a intensidade da agitacéo teve efeito sobre a
morfologia, cisalhando mais o0 microrganismo e gerando hifas de menores comprimentos.
Como em trabalho anterior, de Amanullah et al. (1999), a intensidade de agitacdo afetou
significativamente a morfologia micelial, porém essa mudanca ndo influenciou na producao
das enzimas.

Em estudo mais recente de Lin, Scholz e Krull (2010), os autores caracterizaram a
morfologia de A. niger para produgéo da enzima amiloglicosidase. A morfologia foi estudada
nas mesmas condi¢cOes de entrada de energia, porém com diferentes velocidades de agitagéo
e aeracdo, que como citado sdo fatores considerados determinantes para morfologia do fungo.
Os cultivos foram realizados em biorreator convencional de 28 L com impelidores turbina de
Rushton, sendo os esporos inoculados diretamente no biorreator com concentracdo final de
10° esporos/mL. A entrada de energia foi mantida em 143 W.m, variando os valores de
agitacdo de 173 a 224 rpm e de aeracio de 9,2 a 18,4 L.min™, 0 que proporcionou concentragio
constante de OD. A principal morfologia observada nos cultivos foi a pelletizada, sendo os
pellets analisados em relacdo ao seu diametro e concentragdo. Apds as 50 horas de cultivo, a
morfologia dos pellets apresentou-se mais diferenciada de acordo com as condigcdes de
cultivo. Em vazéo de aeracdo mais alta e menor agitacéo, os pellets cresceram menos (menor
diametro), mas foram observados em maior nimero, enquanto que em maior agitagdo e menor
aeracdo foi observado o inverso, pellets maiores e em menor namero. Em estudos preliminares
0s autores ja tinham observado que tanto a aeracdo como a agitacdo provocavam um efeito de
diminuicdo do tamanho dos pellets e aumento da concentracdo. Os autores justificaram o
efeito maior da aeracdo devido a um maior cisalhamento, que levou a uma maior erosao na
periferia das hifas e a pellets de tamanho menores. A ocorréncia de maior concentracdo foi
devido a novos pellets formados a partir das hifas fragmentadas. Além disso, os pellets em
maior aeracdo foram mais irregulares nas bordas, com uma estrutura mais homogénea e menos

compactos. Com relacdo a producdo, a atividade de amiloglicosidase foi maior com pellets
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menores, ou seja, em cultivos com maior aeragdo e maior consumo de poténcia.

Outro fator que mostrou ter efeitos na morfologia flngica é o ultrassom. Herran et al.
(2008) verificaram o efeito de diferentes intensidades de ultrassom na morfologia e producéo
de lovastatina pelo fungo filamentoso Aspergillus terreus. O cultivo foi realizado em
biorreator coluna de bolhas de 25 litros com um sistema de sonicagdo (sonotrodo de titanio).
Majoritariamente, pellets produzidos em shaker nos estagios preliminares da fermentacéo
foram utilizados como indculo. Os pellets foram analisados por imagens e as hifas dispersas
foram quantificadas por medida de massa seca, depois dessas terem sido separadas dos pellets.
Os resultados mostraram que em altos e médios valores de sonicagdo, os pellets passaram a
se extinguir levando a uma maior concentracdo de biomassa na forma dispersa. A
desintegracdo dos pellets ndo significou a morte fangica, visto que a velocidade de
crescimento da biomassa seguiu a mesma tendéncia do ensaio controle. Portanto, a
concentracdo de biomassa e o crescimento ndo foram afetadas pela sonicagdo. A producéo de
lovastatina, um metabdlico secundario, foi menor em ensaios com alta e média sonicacgéo, fato
justificado pela morfologia mais dispersa formada nesses meios. Em baixa sonicagéo, onde a
morfologia sofreu menor influéncia, a producdo também nédo foi maior que o controle.

Estudos realizados por Driouch, Sommer e Wittmann (2010) e Driouch et al. (2012)
mostraram como a suplementacdo com microparticulas € uma promissora abordagem para
controlar o desenvolvimento morfologico de Aspergillus niger. Em ambos os estudos, as
microparticulas foram adicionadas em diferentes concentracdes na etapa de crescimento, antes
da inoculagdo de 10° esporos/mL. No primeiro estudo, os autores obtiveram diferentes
morfologias, de diferentes tamanhos de pellets a micélio disperso, com a suplementacéo do
meio de crescimento com microparticulas de silicato e aluminio. No segundo, 0s autores
obtiveram pellets de diferentes tamanhos com a suplementacéo de titanato (TiSO4), ndo sendo
obtido micélio disperso. Os cultivos foram realizados com metodologia semelhante, em
Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio de cultivo, sendo verificada a producdo de
enzimas (frutofuranosidase e glucoamilase). A producdo maxima no primeiro estudo foi de
88 U/mL de glucoamilase e 77 U/mL de frutofuranosidase, obtidas com morfologia totalmente
dispersa com concentracao de 10 g/L de silicato e didmetro da particula de 6 um. No segundo
os valores chegaram a 190 e 170 U/mL de amiloglicosidase e frutofuranosidade,
respectivamente, obtidos com pellets altamente ativos de diametro menor que 500 um em
concentragdo de 25 g/L de titanato (didmetro da particula de 8 pm). A justificativa para as

mudancas na morfologia é a perturbacédo, pelas microparticulas, da fase inicial da agregacao
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de esporos. De forma geral, os estudos mostraram que o uso de microparticulas permite o
controle bastante preciso de morfologia celular e cria novas possibilidades de projeto e
otimizacdo de bioprocessos com A. niger e também outros fungos.

A influéncia da osmolaridade na morfologia e produtividade de A. niger foi estudada
por Wucherpfennig, Hestler e Krull (2011). Os cultivos foram realizados com duas cepas de
A. niger, sendo verificada a producédo de enzimas (frutofuranosidase e amiloglicosidase) em
biorreatores convencional de 3 litros (agitado a 200 rpm por 2 turbinas Rushton). A inoculagéo
de uma concentracdo de 10° esporos/mL foi realizada diretamente no reator, que ja se
apresentava com a osmolaridade alterada pela adicdo de cloreto de sodio. As melhores
producdes foram de 220 U/mL para frutofuranosidase, em osmolaridade de 3 osmol/kg
(adicéo de 1,5 M de cloreto de sodio), e 23 U/mL para amiloglicosidase, em osmolaridade de
2,4 osmol/kg. A justificativa apresentada pelos autores € que 0 aumento da pressao osmotica
altera o transporte de substratos, além de um aumento na permeabilidade da membrana que
leva a uma maior secre¢do. Com relagdo a macromorfologia, o tamanho dos pellets tendeu a
diminuir e se tornarem mais homogéneos com o aumento da osmolaridade, tal comportamento
pode ser observado para as duas cepas estudadas sendo outra justificativa para melhor
produtividade. Os autores verificaram que quanto maior a osmolaridade maior foi o tempo de
germinacédo dos esporos, o que levou ao crescimento mais disperso.

O Quadro 1 mostra um resumo das abordagens mais relevantes mostradas para

controlar a morfologia de fungos filamentosos em bioprocessos.



Quadro 1. Mecanismos utilizados para controle da morfologia.

43

Abordagem para

mudanca morfolégica

Microrganismo

Comentarios

Referéncias

Concentragdo esporo

A. niger

P. chrysogenum

Morfologia depende do fungo. Para A. niger aumento

esporos leva a morfologia dispersa.

(PAPAGIANNI e MATTEY, 2006); (TUCKER e
THOMAS, 1992); (LIU; LIAO e CHEN, 2008);
(NIELSEN et al., 1995)

pH

A. niger

pH menor leva a menor agregacéo dos esporos e

morfologia dispersa ou com pellets menores.

(COLIN; BAIGORII e PERA, 2013)
(GRIMM et al., 2005)

Oxigénio dissolvido

A. niger

A. awaori

A deficiéncia de OD leva hifas mais compridas e
menos densas. Uma maior taxa OD aumenta a

ramificacdo e adesao das hifas.

(WONGWICHARN; MCNEIL; HARVEY, 1999)
(CUI; VAN DER LANS; LUYBEN, 1998)

Stress Mecanico

Agitacdo/Aeracao

A. niger

P. chrysogenum

Agitacéo e aeracdo normalmente promovem o

cisalhamento das formas morfoldgicas o que leva

(GRIMM et al., 2005); (JUSTEN et al., 1996);
(AMANULLAH et al., 2002); (LIN; SCHOLZ e

A. oryzae diminuicdo do tamanho e aumento da concentracao. KRULL, 2010)
Ultrassom A. terreus Sonicacdo do meio provoca desintegracdo dos pellets, (HERRAN et al., 2008)
levando a uma morfologia dispersas
Microparticulas A. niger Uso de microparticulas leva a morfologia dispersa (DRIOUCH; SOMMER e WITTMANN, 2010)
com pellets menores (DRIOUCH et al., 2012)
Osmolaridade A. niger Aumento osmolaridade leva formacéao de pellets (WUCHERPFENNIG; HESTLER e KRULL, 2011)

menores € mais homogéneos.
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2.3.4. Influéncia da morfologia celular na producéo de celulases

Quando tratamos especificamente da producgdo de enzimas celuloliticas, sdo poucos 0s
trabalhos da literatura que focam a morfologia como uma variavel a ser manipulada. E muitas
das vezes a morfologia é dificil de ser trabalhada separadamente. A seguir serdo descritos 0s
principais trabalhos encontrados na literatura que abordam de alguma forma a morfologia para
producéo de celulases.

Em estudo realizado por Ahamed e Vermette (2009), os autores analisaram quatro
diferentes meios de cultura para a producédo de celulases, verificando através de analises de
imagens como o0s meios afetaram a morfologia do fungo Trichoderma. reesei. Os
experimentos visando a producdo das enzimas celuloliticas foram realizados em batelada
alimentada, em biorreator convencional de 7 L. A vazao de aeracdo utilizada foi de 5 L min
e agitacdo de 250 rpm. Micélio disperso foi observado em todos os cultivos, ndo sendo
encontrados pellets. Os melhores resultados foram obtidos em cultivos com extrato de
levedura e celulose, onde obteve-se a maior biomassa flingica (14,7 g.L™) e atividade
volumétrica em papel de filtro de 69,8 U.L™.h*t. Em tal meio a morfologia apresentou hifas
mais alongadas, ramificadas e ativas, com maior area superficial do fungo, melhorando a
interacdo com o substrato e consequentemente a produtividade da enzima. De forma geral o
micélio apresentou as seguintes caracteristicas: 98% da area total média projetada, hifas com
10 mm de comprimento e 7,9 um de didmetro médio, volume médio de 45,1 mm?® e nimero
de ramos entre 9 e 29 pontas por hifa. Os autores ainda realizaram regressdes e identificaram
que as caracteristicas morfologicas que mais afetaram a produtividade das enzimas foram o
micélio total e 0o nimero de pontas de hifas, sendo que na equacdo desenvolvida, a
produtividade enzimatica aumenta com o aumento do micélio total e do nimero de pontas.

Callow e Ju (2012) promoveram o crescimento de T. reesei em forma de pellet pela
adicdo de surfactantes (“rhamnolipid” e Triton X-100). Os experimentos foram realizados em
Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de volume util. Os autores conseguiram uma atividade
méaxima de celulase de 1,6 U/mL em papel de filtro, com o surfactante Triton X-100, que se
mostrou melhor por ndo afetar o crescimento celular. Os autores também destacaram a
vantagem do cultivo em forma de pellets, onde tem-se uma separacdo mais facil da biomassa
dos produtos de interesse (celulases). Em trabalho posterior, Callow et al. (2016) conseguiram
uma produtividade de celulase de 7 U.g.™2.h, utilizando T. reesei na forma pelletizada, baixas
condigdes de cisalnamento (reator airlift de 1,5 L) e limitagdo de nutriente (foésforo) para

prolongar a fase estacionaria do cultivo.
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Ferreira et al. (2009) avaliaram como o uso de tampdes influencia a producédo de
celulase em cultivo de T. reesei. O cultivo controle foi preparado em pH 4,8 e sem 0 uso de
tampdo, levando a uma morfologia dispersa. Os cultivos foram realizados em Erlenmeyer,
sendo suplementados com quatro diferentes tampdes: citrato, formato, sucinato e ftalato. T.
ressei respondeu ao pH e ao uso dos tampdes com diferentes morfologias e produtividades em
celulases. Sem o uso de tampéo, a morfologia permaneceu dispersa e o0 pH chegou a 2,2. A
suplementacdo com os diferentes tampdes em concentracdo de 50 mM manteve o pH acima
de 3 e favoreceu a agregacdo micelial. Supostamente, o tamp&o influenciou nas forcas de
coesdo e/ou repulsdo entre as células. Porém, quando as concentracfes de tampdes citrato e
succinato foram aumentadas para 100 mM, houve uma diminuicdo da agregacdo micelial,
passando da morfologia de pellets compactos para clumps com micélio livre. Os cultivos com
tampao apresentaram maior produtividade que o realizado sem tamp&o. A maior atividade em
papel de filtro (1,9 U/mL) foi obtida em cultura com suplementacdo de 100 mM de tampé&o
succinato, onde prevaleceu o crescimento disperso.

Estudo de Yu et al. (2012), os autores verificaram as influéncias da hidrodindmica na
cinética da producéo de celulases por T. reesei em morfologia pelletizada. Os experimentos
foram realizados em reator de 7,5 litros com 4 litros de meio de cultivo, com dois impelidores
tipo turbina de Rushton e aeracdo de 0,5 vvm. O in6culo foi preparado com uma concentracao
de 10° esporos/mL. Os resultados mostraram que dentro da faixa de agitacdo estudada (100-
400 rpm) o aumento da agitacdo levou ao um aumento no tamanho dos pellets e estes foram
melhor formados. Os autores concluiram que a baixo de um valor critico de cisalhamento, a
agitacdo favorece a formacéo de pellet e essa pode ser uma forma de controle da morfologia
do fungo. A maxima producéo de celulases (FPU) foi de 3,5 IU/mL obtida a 400 rpm.

Patel et al. (2009) analisaram o crescimento do fungo filamentoso T. reesei e a
producdo de celulases em biorreator convencional com impelidores turbina de Rushton e de
placa em movimento, com diferentes condic6es de agitacdo. O intuito do trabalho foi entender
a relacdo entre o cisalhamento, morfologia, reologia e o desempenho do processo. O processo
foi realizado em batelada alimentada (com a adi¢do de lactose) e os reatores possuiam 22
litros, sendo 17 litros de volume de trabalho. A concentracdo do indculo foi de 5x10°
esporos/mL, sendo que a morfologia predominante nos experimentos foi a dispersa. Os
autores verificaram maior concentragcdo de biomassa em agitacdes mais altas, 400 rpm para o
tanque agitado e 160 rpm para o biorreator de placa, porém o cisalhamento nessas agitacoes

também foi maior, 0 nimero de clumps decresceu mais rapidamente. As maiores atividades
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enziméaticas em papel de filtro foram obtidas nas menores agita¢cbes, com um valor de
aproximadamente 5 U.mg™.

Ahamed e Vermette (2010) verificaram o efeito da agitacdo mecénica na morfologia
de T. reesei e na producdo de celulases. Foram utilizados biorreatores airlift de 35 L sem e
com e agitacdo mecénica por impelidor axial a 400 rpm, operados em batelada alimentada.
Em todas as culturas, a morfologia predominante foi a de micélio livremente disperso, sendo
que a area total projetada de micélio foi ligeiramente menor nos cultivos com agitacdo
mecanica. O comprimento das hifas no sistema com agitacdo foi menor e o nimero de
ramificacOes e pontas de hifas foi maior no sistema sem agitagdo. O autor atribuiu tal fato a
um ambiente com menos dano a estrutura celular no sistema sem agitacdo. Com relacdo a
producdo de enzimas, 0s resultados mostraram que o sistema sem agitacdo apresentou um
desempenho superior com produtividade de 200 U.L.h?, atividade em papel de filtro de 17
U.mL™* e atividade em CMC de 11,8 U.mL™.

Li et al. (2013) avaliaram o efeito do pH na morfologia de T. reesei e como estas
variaveis afetavam a producéo e a qualidade das celulases. Os autores problematizaram o fato
de cada grupo de enzimas (endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases) terem um pH
otimo diferente para producdo, sendo necessario uma estratégia de controle de pH mais
elaborada. As condicGes de agitacdo e aeracdo iniciaram-se em 300 rpm e 3 L.min?,
respectivamente, porém foram controladas durante o cultivo para manter uma OD acima de
30%. Cultivos foram realizados em pHs de 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 e 6,0. Os autores verificaram
maior producédo de exoglucanase no periodo entre 20-40 h e pH igual a 5. Maior producéo de
endoglucanase entre 40-60 h e pH igual a 4,5, enquanto que a maior produgao de B-glicosidade
foi entre 60-90 h e em pH igual a 5,5. Porém, quando verificada a eficiéncia total das enzimas
em papel de filtro ndo se viu destague em nenhum pH especifico. Os cultivos apresentaram
morfologia dispersa, sendo que em pH=5 teve-se um valor 6timo para ramificagdo do micélio
e producdo de celulase na fase final do processo. Em pH=4 o micélio se apresentou menos
ramificado e em pH=6 a autolise do micélio foi mais rapida e influenciou a sintese de proteina.
O resultado em papel de filtro utilizando batelada alimentada e um controle de pH que variava
com o tempo foi de 16,32 U.mL™.

Domingues et al. (2000) examinaram a morfologia de T. reesei e a producdo de
celulase em diferentes concentragdes de indculo e meios de cultura. O indculo foi preparado
em concentragBes de 102-10* esporos.mL™. Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers de

250 mL sem controle de pH (pH inicial 4,8). Os resultados das analises morfoldgicas
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mostraram que utilizando uma concentracio de indculo de 10* esporos.mL™ o crescimento foi
filamentoso em todos os meios testados. Na concentragdo de indculo de 10% esporos.mL™? os
meios que ndo continham tween 80 apresentaram crescimento em forma de pellet, enquanto
0s meios que continham tween 80 e eram suplementados apresentaram crescimento disperso.
A atividade enzimética foi maior na maior concentragdo de esporos, que induziu o crescimento
disperso. Por outro lado, comparando o crescimento disperso em concentracdo de indculo de
10* com o crescimento disperso em meio de cultura suplementado e concentragdo de esporos
de 10% a producdo foi maior quando utilizada uma menor concentragio de esporos, pois
preveniu um alto crescimento inicial e um esgotamento dos nutrientes logo no inicio do
cultivo.

Peciulyte et al. (2014) procuraram compreender como as propriedades fisicas e
estruturais de substratos ricos em celulose influenciavam a producdo de celulase e a
morfologia do fungo T. reesei. Os autores testaram cinco diferentes substratos: celulose
comercial (Avicel); trés substratos industriais contendo celulose, resquicios de hemicelulose
e lignina de pré-tratamento e celulose nanocristalina (obtidas dos substratos industriais). Com
relacdo a morfologia, em cultivos com Avicel e celulose nanocristalina, a morfologia do fungo
foi similar, com hifas homogéneas, finas, sem diferenca entre 0s septos e crescimento na forma
dispersa. Em contraste, nos cultivos com polpas industriais as hifas se mostraram bastante
espessas, com septos formados acidentalmente ao longo das hifas. Além disso, houve
mudancas na morfologia ao longo do cultivo. No inicio, em maior presenca das fibras, foi
observado pellets que consistiam em hifas e fibras da polpa. Conforme as fibras foram sendo
hidrolisadas, a morfologia foi ficando dispersa e as hifas mais homogéneas. Os melhores
resultados em producéo foram observados em cultivo utilizando Avicel como substrato, com
concentracio de proteinas de até 2 g.L ™, atividade maxima em papel de filtro de 3,5 U.mL? e
atividade maxima de endoglucanase de 21,7 U.mL. Os autores atribuiram a baixa producéo
nas polpas industriais a alta viscosidade do caldo no inicio do cultivo o que dificultou a
transferéncia de oxigénio e levou a morfologia irregular do fungo.

Novy et al. (2016) analisaram a morfologia e a producdo de enzimas celuloliticas de
duas cepas de T. reesei (Acre e QM9414) em diferentes substratos, maneiras de inoculagéo e
velocidade de agitacdo. Com relacdo a macromorfologia, os autores observaram diferencas
entre as duas cepas de T. reesei em meio com lactose. Enquanto a linhagem Acre apresentou
pellets menores e mais compactos, a linhagem QM9414 apresentou pellets maiores e mais

soltos. Em meio com palha de trigo, a morfologia observada foi a dispersa para ambas as
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cepas. Quanto a micromorfologia, comparando primeiramente as duas cepas de T. reesei, 0S
autores constataram que a Acrel formou células mais curtas, mais largas e mais ramificadas
que a QM9414 em meio de palha, sendo os resultados de produtividade em papel de filtro
sempre maior com Acrel, apesar da quantidade de B-glicosidase e concentracdo de proteinas
da QM9414 ser praticamente a mesma ou um pouco superior. Com relagcdo ao meio indutor,
responsavel por induzir a producdo das enzimas, a palha de trigo apresentou melhores
resultados de produtividade, associado a células menores e mais largas em ambos
microrganismos. O tipo de inoculacéo utilizada também teve influéncia na micromorfologia.
Apesar do in6culo com o agar apresentar maior formacdo de biomassa, as hifas se
apresentaram mais alongadas e menos ramificadas. No in6culo a partir da solugéo de esporos,
as células se apresentaram mais ramificadas o que resultou em maiores produgdes. De forma
geral, os autores notaram que hifas de menores comprimento e mais largas apresentaram maior
producéo de celulase.

Mais recentemente, Dong et al. (2018) usaram a técnica de microparticulas
apresentadas por Driouch et al. (2010), e com oxido de aluminio alteraran a morfologia do
fungo Trichoderma viride, reduzindo o didmetro do tamanho de pellets em trés vezes, tal fato
resultou em um aumento de 17% na producdo de celulase medida em papel de filtro (607,4
U.mL?) e 13% de aumento em relagdo a atividade medida de endoglucanase (917,6 U.mL™?).
Além disso, os autores propuseram um modelo de decaimento exponencial modificado, que
poderia prever o tamanho do pellet controlando a concentracéo de 6xido de aluminio.

Um resumo dos estudos apresentados acima, que relacionam a morfologia do
microrganismo filamentoso com a producdo de enzimas celuloliticas € mostrado no Quadro
2, onde sao informados o microrganismo utilizado, as morfologias obtidas e a producao de

enzima alcancada.



49

Quadro 2. Resumo dos trabalhos analisados, que mostram a morfologia do fungo
filamentoso e a produgéo de celulase.
Microrganismo | Morfologia Observacodes Producao Referéncia
Avaliacéo in6culo e
. . DOMINGUES et
T. reesei Dispersa meio: frasco de 250 2,2 U.mL* (FPU) (
al., 2000)
mL
T reesei Dispersa/ Uso de tampao: L9 UmL™ (FPU) (FERREIRA et al.,
Pellet frasco de 250 mL T 2009)
Diferentes meios: (AHAMED e
1 -l
T reesei Dispersa _ batelada _ 69,8 U.L™.h™ (FPU) VERMETTE,
alimentada/convencio 2009)
nal: 7 L
T reesei Dispersa leeren'_[es reatores: 5.0 Umg* (FPU) (PATEL etal.,
convencional e placa 2009)
Efeito agitacio: 200,0 U.L™.h* (FPU) (AHAMED e
T. reesei Dispersa Airlift com/sem 17,0 U.mL™ (FPU) VERMETTE,
agitador 11,8 U.mL* (CMC) 2010)
. Promocgéo pellet: (CALLOW e JU,
T. reesei Pellet 1,6 U.mL* (FPU
Erlenmeyer ( ) 2012)
Hidrodindmica e
T. reesei Pellet cinética: biorreator 3,5 U.mL™ (FPU) (YU et al., 2012)
convencional
. . Efeito pH: biorreator
T. reesei Dispersa P . 13,0 U.mL™ (FPU) (LIetal., 2013)
convencional
Diferentes substratos: 1
. . . 3,5FPU. mL™ (FPU) | (PECIULYTE et
T. reesei Dispersa biorreator
. 21,7 IU. mL™* (CMC) al., 2014)
convencional
Contr(_)le_Nu:[riente 9 U.ghh? (FPU)
T reesei Pellet (limitagdo 273 U.L I (FPU) (CALLOW et al.,
N):biorreatores T 2016)
convencional e airlift
. . Palha trigo indutor: 2,4 U.mL* (FPU) (NOVY etal.,
T. reesei Dispersa
Erlenmeyer 2016)
: : . -1
T viride Pellet Uso microparticulas: | 917,6 U.mL™ (CMC) (DONG et al.,
Erlenmeyer 607,4 U.mL™ (FPU) 2018)

De forma geral, pode-se observar que a literatura ndo apresenta um consenso de qual

a morfologia mais vantajosa para a producéo de celulases. Observa-se boa producdo tanto com

morfologia pelletizada, como com a dispersa. Além disso, alguns trabalhos comparam apenas

um tipo de macro morfologia, destacando vantagens em algumas caracteristicas micro
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morfoldgicas. Outros trabalhos mostraram influéncias de outros fatores, como o meio indutor,
pH e ndo apenas da morfologia isoladamente o que dificulta para se chegar a uma concluséo.
De qualquer forma, isolar o fator morfologia e abordar qual a melhor para producdo de
celulases ndo é uma tarefa facil de ser realizada.

Além disso, a maioria dos trabalhos avalia apenas a atividade global de celulases
utilizando papel de filtro, ndo fazendo uma triagem (screening) da producéo enzimatica. Outro
fato que pode ser observado é que a maioria dos trabalhos reportados na literatura relacionados
com a producdo de celulases que analisam a morfologia celular sdo trabalhos realizados com
0 fungo filamentoso T. reesei, sendo raros ou inexistentes os trabalhos que fazem uma

abordagem da influéncia da morfologia do fungo A. niger para producéo de celulases.

2.3.5. Analise da morfologia fungica

A caracterizacdo da morfologia fungica pode ser realizada em niveis microscépicos ou
macroscopicos. O nivel microscépico trata-se da obtencdo de informacdes relacionadas aos
esporos, tais como informag6es sobre sua superficie através de medidas do potencial de zeta
ou sobre suas propriedades (imagem de tempo de vida fluorescéncia ou microscopio de forca
atdmica) (KRULL et al., 2013). Com relacdo ao nivel macroscopico, relacionado mais ao
microrganismo ja crescido, utiliza-se diversas técnicas tais como medidas de reologia,
medidas de refletancia, difracdo a laser, etc. com destaque maior para analise de imagens
digitais (KRULL et al., 2013). Tais imagens podem ser obtidas por diversos equipamentos,
desde simples microscopicos 6ticos a avangados microscopios confocais ou de fluorescéncia.

A analise de imagens é uma maneira mais clara e direta de se verificar a morfologia
ou 0 que esta ocorrendo com o microrganismo, seu crescimento ou cisalhamento ao longo do
cultivo (BARRY e WILLIAMS, 2011). As técnicas tanto de captura de imagem como de
tratamento de imagem vem se tornando mais qualificadas e eficazes com o passar dos anos.

Um dos primeiros trabalhos a desenvolver e utilizar a técnica de tratamento de imagens
para quantificar a morfologia de microrganismo, no caso o fungo filamentoso Penecillium.
chrysogenum, foi o proposto por Metz, Debruijn e Vansuijdam (1981). Os autores utilizaram
pela primeira vez um método semiautomatico, em que fotografias eram projetadas em uma
mesa digital. Além disso, varios parametros morfolégicos foram definidos, sendo que a
maioria dos pardmetros utilizados pelos autores ainda € utilizado atualmente para classificagéo

morfoldgica e podem ser encontrados no Quadro 3. Posteriormente, Thomas (1992) também
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abordou a importancia da analises de imagem para classificar a morfologia fungica e definiu

alguns outros parametros (Quadro 3).

Quadro 3. Principais parametros de analise morfologica

Unidades Morfolégicas Parametro Simbolo
Area micelial total
projetada Ho
Pellets Area core Ac
Perimetro P
Diametro equivalente Deq = 2/A/n
Area micelial total A
Clumps Compacidade C
Esfericidade e
Area micelial A
Comprimento da hifa
principal o
Comprimento da
ramificacdo b
Hifas Diametro da hifa dn
Comprimento total L=Ln+Ln
Numero ramificactes Nh
NUmero de pontas Np
NUmero de crescimento
Lhgu = L/Np

da hifa

A aplicacdo de andlise de imagens no estudo de microrganismos filamentosos era, até
recentemente, limitada pelo hardware disponivel. A analise de imagens apresenta vantagens
claras em termos de velocidade, precisdo, menor intensidade de trabalho e avaliacdo
quantitativa. Os sistemas de imagem também tém o potencial de serem automatizados,
reduzindo cada vez mais a carga de trabalho. Um sistema de imagem tipico utilizado na
quantificacdo da morfologia de fungos pode consistir em um microscopio de campo claro

padrdo no qual uma camera digital € montada. Depois que a imagem é obtida é necessario um
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software de analise de imagem para extrair os dados relevantes. Existem pacotes de analise
de imagem disponiveis comercialmente como Optimas (Meyer Instruments, Houston, TX,
EUA), MetaMorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) e Volocity (Perkin Elmer,
Waltham, MA, EUA), mas muitos sdo caros e ndo sdao especificos para uma determinada
aplicacdo. Como alternativa, aplicativos de codigo aberto como ImageJ (rsbweb.nih.gov/ij),
Fiji (pacific.mpi-cbg.de) e OpenCV (opencv.willowgarage.com) podem ser utilizados, com a
vantagem da opc¢do de adaptacdes, por meio de plug-ins e algoritmos, permitindo ao usuério
maior funcionalidade do aplicativo as suas necessidades (BARRY e WILLIAMS, 2011). Tais
programas ja contam atualmente com alguns pacotes que medem as principais caracteristicas
morfoldgicas dos microrganismos, como por exemplo, a esfericidade e a compacidade, além
de claro, area e perimetro.

Uma das dificuldades encontradas nas analises de imagens € a presenca de tanto fase
microscopica quanto fase macroscopica, sendo necessario em alguns casos a utilizacdo de
mais de uma ferramenta de captura. Na analise de agregados macroscépicos, como pellets, é
frequentemente necessario uma combinagdo entre a avaliagdo microscopica das hifas na
periferia do pellet, por meio de microscdpio, e 0 exame macroscépico da ultra-estrutura do
pellet, por meio de “macrovisor” acoplado a uma camera (COX e THOMAS, 1992).

O procedimento de analise de imagem aplicado a fungos filamentosos pode ser
dividido em trés etapas: criacdo de uma imagem nitida em todos os pixels, deteccdo e
segmentacdo de fungos e analise morfologica (HARDY et al., 2017).

Barry, Chan e Williams (2009) desenvolveram plugins totalmente automaticos e de
dominio publico para o software de processamento de imagem ImageJ baseado em Java e
utilizando os trés principios citados anteriormente. O pré-processamento da imagem comeca
com a filtragem da imagem para compensar a iluminacao irregular de baixa frequéncia, pois
isso pode complicar o processo de segmentacao. A imagem é dividida em trés outras em escala
de cinza de 8 bits, representando os trés componentes de cores primarias (vermelho, verde e
azul). O componente vermelho exibe o maior contraste para imagens de amostras tratadas com
azul de algodao lacto-fenol e é retido para processamento de imagem; 0s componentes verde
e azul sdo descartados. Um limite de nivel de cinza, calculado pelo ImageJ usando o algoritmo
iso-data ¢ aplicado, resultando em uma imagem binaria. Com a imagem binarizada, pode-se
utilizar a ferramenta "Analisador de Particulas" do Imagel, onde todos os objetos séo
identificados, com a area projetada e a circularidade das medidas segundo valores de limite

estimados pelo usuério, o que auxilia com que 0s objetos que ndo atendem a esses critérios
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sejam excluidos da anélise.

Em trabalho recentemente publicado por Hardy et al., (2017), um método avancado de
analise de imagem automatizada foi utilizado para verificar a relacdo entre a mudanca na
reologia e a morfologia do fungo (T. reesei). Além disso, a morfologia foi analisada em duas
diferentes condi¢des de cisalhamento. O método utiliza um novo algoritmo chamado FACE,
que permite imagens nitidas em varias posicdes, criando posteriormente uma imagem 3D dos
objetos através da unido de vérias imagens 2D. Foram utilizados nove critérios de analise
morfoldgica, que puderam ser relacionados com cisalhamento e a viscosidade do meio. O
artigo destaca que duas grandes barreiras da analise de imagem sdo obter uma aquisicdo da
micro morfologia e da macro morfologia conjuntamente e caracterizar objetos de 3D em 2D.

Mais recentemente, Cairns et al. (2019) desenvolveram um plugin em Java para o
software livre ImageJ. O programa de analise de imagem desenvolvido possui a fungdo de
quantificar tanto a morfologia pelletizada, como a morfologia dispersa bem como as duas em
conjunto, para qualquer cultura de fungos submersa baseada na escala inserida no programa.
As principais vantagens destacadas pelos autores da ferramenta desenvolvida é que ela
permite a captura e analise de varias centenas de imagens por usuario/dia, permite avaliar
quantitativamente culturas heterogéneas que consistem em formas dispersas e pellets e gera
automaticamente os principais parametros morfologicos, incluindo didmetro das particulas,
proporcao de fases, area e solidez. Além disso, apesar da ferramenta ter sido desenvolvida
utilizando dados morfologicos do fungo A. niger, ela é facilmente adaptavel as ampliacdes e
definigdes especificadas pelo usuario para outros microrganismos.

Como pode ser percebido, as técnicas de analise de imagens tém evoluido, mas ainda
sdo dependentes de uma boa qualidade da imagem obtida. Existem diversos outros
equipamentos que podem realizar medidas especificas, como por exemplo microscopios
confocais, que fornecem uma caracterizacao superior da superficie e, portanto, uma analise de
imagem mais completa. Com tais microscépios é possivel também fazer uma varredura
completa da lamina automaticamente (BARRY e WILLIAMS, 2011). J& microscépios de
fluorescéncia permitem a medida de hifas ativas e ndo ativas do microrganismo através do uso
de um marcador, normalmente coloracdo branca de clorofluor (AMANULLAH et al., 2002).
Outras técnicas de medidas especificas de morfologia fungica podem ser encontradas em
KRULL et al. (2013).
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2.4. Biorreatores: definicdo, principais modelos e parametros de

desempenho

Os reatores sdo equipamentos responsaveis pelas transformacBes quimicas nos
processos quimicos. Em bioprocessos, os reatores sdo denominados de biorreatores ou
fermentadores e neles ocorrem reagGes bioquimicas catalisadas por enzimas, microrganismos,
células animais ou vegetais. Devido ao fato de serem aplicados em bioprocessos, 0s
biorreatores devem possuir um adequado monitoramento e controle de temperatura, pH,
concentracdo de nutrientes e de oxigénio, no caso de cultivo envolvendo microrganismos
aerobios. Além disso, a maioria dos cultivos devem ser realizados em ambiente esterilizado,
evitando contaminacdes e producao de produtos indesejaveis. Outros parametros que devem
ser levados em conta na escolha ou no projeto do biorreator sdo o consumo de energia, que
estd relacionado com capacidade do equipamento em promover uma boa mistura, a
transferéncia de oxigénio da fase gasosa ao meio liquido e o cisalhamento, que pode causar
danos as células ou enzimas presentes.

Cada vez mais modelos de biorreatores vém sendo desenvolvidos de forma especifica
aos mais diferentes tipos de bioprocessos. Apesar da diversidade de modelos, os principais
exemplos de biorreatores sdo o convencional tipo tanque agitado mecanicamente e aerado e
0s biorreatores pneumaticos, sendo 0s convencionais mais amplamente empregados em todas
as escalas de producao.

O biorreator convencional consiste de um tanque cilindrico com relagdes geométricas
(altura/diametro, didmetro impelidor/didmetro reator) definidas e sistema que promove a
agitacdo e mistura por meio de um motor ligado a um eixo central provido de impelidores. A
aeracdo, quando necessaria, é realizada por um aspersor localizado na base do equipamento.
Os principais parametros que podem ser alterados nesses biorreatores, de acordo com cada
bioprocesso especifico, sdo a velocidade de agitacdo, a vazao de alimentacdo de gas injetada,
a geometria, posicao e tipo dos impelidores, bem como a configuracdo interna do biorreator,
como por exemplo o uso de chicanas (SCHMIDELL et al., 2001).

Por outro lado, os biorreatores pneumaticos tém mostrado um grande potencial e tém
sido cada vez mais aplicados em processos biotecnolégicos. Suas principais vantagens sao o
fato de ndo utilizarem partes moveis em sua constru¢do, o que acaba por simplificar a
construcdo. Nesses biorreatores a circulagdo de liquido, mistura do meio reacional e

transferéncia de oxigénio sdo realizados exclusivamente pela injecdo de ar, aliada as
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geometrias proprias desses equipamentos (CHISTI, 1989; CERRI, 2009). Estes biorreatores
séo divididos em duas classes principais, a primeira composta pelo modelo coluna de bolhas
e a segunda pelos diferentes modelos de biorreator de circulagdo (airlifts). A principal
diferenca entre esses modelos refere-se ao padrdo de escoamento do meio reacional no interior
do reator. O modelo coluna de bolhas exibe escoamento aleatorio da fase liquida devido ao
escoamento ascendente de gas sem a presenca de nenhum artefato. Ja em biorreatores airlift
tem-se um escoamento ciclico resultado de sua conformacéo geométrica, definida por canais
na regido interna do biorreator. Devido ao tipo de escoamento, os biorreatores airlifts dividem-
se em quatro diferentes regides internas: regido de subida (riser), descida (downcomer), base
(botton) e regido de mistura (top) (ESPERANCA, 2018). Os principais parametros que podem
ser alterados nesses biorreatores para otimizar o bioprocessos séo a vazéo de gas, a geometria
interna do biorreator e a geometria e tamanho dos orificios do aspersor (ESPERANCA, 2018).

A Figura 2.6 ilustra os tipos mais comuns de biorreatores utilizados em cultivos

submersos.

Figura 2.6. Modelos de biorreatores utilizados em cultivos submersos: (a) convencional tipo

tanque agitado e aerado, (b) coluna de bolhas, (c) airlift de cilindros concéntricos e (d) airlift
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tipo split.
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Fonte: Adaptado (BUSTAMANTE, 2013) e (MENDES, 2016)
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Com relacéo aos biorreatores convencionais, sua geometria ja foi vastamente estudada,
tendo atualmente um maior nimero de pesquisas centrado nos impelidores na tentativa de
melhorar o desempenho desses biorreatores (BUFFO et al., 2016; CORREA; BADINO e
CRUZ, 2016). Os impelidores podem impor um escoamento predominantemente radial, como
por exemplo a tradicional turbina de Rushton, um escoamento axial ou um escoamento misto
(radial+axial) como sdo os impelidores tipo orelha de elefante. Figura 2.7 ilustra os diferentes

padrdes de escoamento de cada tipo de impelidor.

Figura 2.7. Principais tipos de escoamento em biorreatores convencionais: radial, axial e

misto.
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Fonte: Acervo proprio

O impelidor tipo turbina de Rushton (RT) € o mais tradicionalmente utilizado em
biorreatores convencionais. Sdo do tipo turbina de 6 pas planas e assim denominado em
homenagem a seu inventor, J. H. Rushton (RUSHTON, 1950). Tais impelidores determinam
uma adequada transferéncia de oxigénio ao processo, porém apresentam algumas
desvantagens como alto consumo de poténcia e alto cisalnamento em regides proximas as pas
do impelidor (BADINO; FACCIOTTI e SCHMIDELL, 2001).

Por outro lado, impelidores de escoamento axial ou misto (axial+radial) vém sendo
estudados, pois definem um escoamento eficaz no interior do reator e geram valores de taxa
de cisalhamento menores em relacdo aos impelidores de escoamento radial (COLLIGNON et

al., 2010). Mais recentemente, um tipo de impelidor conhecido como "orelha de elefante"
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(Elephant ear, EE), devido ao formato e posicionamento de suas laminas, vem sendo estudado
e utilizado em bioprocessos. A grande vantagem apresentada pelos fabricantes € a vantajosa
relacdo de baixo cisalhamento e adequada transferéncia de oxigénio proporcionada pelo
impelidor (MIRRO e VOLL, 2009).

Os impelidores tipo EE apresentam 3 péas planas inclinadas em 45° e, devido ao
escoamento misto (axial e radial), podem proporcionar um escoamento ascendente (EEUP:
up-pumping) ou descendente (EEDP: down-pumping), dependendo da orientacdo do
impelidor e do sentido de rotagdo do eixo, horéario ou anti-horario. Bustamante, Cerri e Badino
(2013) compararam os impelidores EEDP, EEUP separadamente com dois impelidores
Rushton e encontraram resultados satisfatorios em termos de transferéncia de massa e menor
cisalhamento nos impelidores EEUP. BUFFO et al. (2016) e (CORREA; BADINO e CRUZ
(2016) trabalharam com associa¢des dos impelidores, incluindo os dois impelidores orelha de
elefante e o impelidor Rushton e constataram que a associacdo EEDP-EEUP apresentou bons
resultados em termos de menor cisalhamento e tempo de mistura na hidrélise do bagaco de
cana, respectivamente.

A Figura 2.8 ilustra os impelidores Rushton (a) e os impelidores orelha de elefante de

fluxo ascendente ou descendente (b).

Figura 2.8. Impelidores Rushton ¢ “Orelha de Elefante”

(2)

e

Fonte: Adaptado (BUSTAMANTE, 2013).

Alguns dos parametros que podem ser avaliados como de desempenho de biorreatores
sdo o tempo de circulagdo, tempo de mistura, retencdo gasosa, consumo de poténcia,
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) e taxa de cisalhamento.

Dentre esses, um dos parametros mais importantes em cultivos aerébios € o kia, que



58

fornece uma dimensédo da capacidade do biorreator em transferir oxigénio, aléem de ser um
importante parametro de aumento de escala. O oxigénio possui baixa solubilidade no meio
liquido, o que faz com que sua transferéncia seja um fator critico em bioprocessos. A
transferéncia de oxigénio envolve etapas de transferéncia da fase gasosa para a fase liquida,
difusdo pelo liquido até a célula e consumo de oxigénio no interior da célula (SCHMIDELL,
2001).

O kra é definido como o produto de dois termos: o coeficiente convectivo de
transferéncia de massa do filme liquido (ko) e a area interfacial de troca de massa (a). O k. é
o coeficiente convectivo de transferéncia de massa da pelicula liquida em torno da bolha,
sendo que a transferéncia de oxigénio é melhorada quando essa pelicula estagnada €
diminuida. Tal pelicula depende principalmente das condi¢Ges operacionais do biorreator.
Dessa maneira, quanto maior a vazdo de ar ou a velocidade de agitacdo, maior serd a
velocidade do liquido no biorreator e menor a espessura desta pelicula. Consequentemente,
maior o valor de k. e melhor a transferéncia de massa. J& a area interfacial (a) depende da
dimenséo da bolha e do tempo em que ela fica em contato com o liquido, e esta relacionada
com a retencdo gasosa. Sendo assim, fatores tais como diminuicdo do didmetro da bolha e
aumento da retencdo gasosa acarretam um maior valor da éarea interfacial (a) e,
consequentemente, uma maior transferéncia de oxigénio.

Muitas vezes os fendmenos ocorrem conjuntamente no interior do biorreator, sendo
dificil quantificar separadamente as contribuicdes de individuais. Sendo assim, o kia pode ser

medido de forma conjunta através do balanco de massa de oxigénio, dado pela Equacéo 2.1.

No, = kya (C* = C) (2.1)

onde Ny, € a velocidade de transferéncia de oxigénio, kia € o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (s); C* é a concentracéo de saturacio (ou solubilidade) de oxigénio
no liquido (kg.m®) e C é a concentracio de oxigénio no seio do liquido (kg.m™)
(SCHMIDELL, 2001).

Com base na Equacdo 2.1, o kia pode ser determinado por métodos experimentais que
tem como principio variar a concentragdo de oxigénio dissolvido (C) no meio em fungdo do
tempo. Tais métodos sdo denominados métodos dinamicos, onde a variacdo da concentragdo
de oxigénio (C) é realizada por meio de um ensaio degrau (método dindmico) utilizando o
sistema N2/O2 ou uma mudanga na presséo do biorreator (GARCIA-OCHOA e GOMEZ,
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2009).

Com base nas medidas de kia, varios trabalhos na literatura propuseram correlagdes
para estima-lo em diferentes geometrias de biorreatores tanque agitado ou airlift. Tais
correlagdes permitem uma previsdo mais rapida e escolha de condicGes adequadas para o
bioprocesso. Correlagdes para tanque agitado com diferentes impelidores ou associac¢des de
impelidores podem ser encontradas na literatura em Campesi et al. (2009), Bustamante, Cerri
e Badino (2013) e Buffo et al. (2016). Para biorreatores tipo airlift, correlacbes podem ser
encontradas em Cerri et al. (2008), Thomasi, Cerri e Badino (2010) e Mendes e Badino (2015).

Para se obter alta transferéncia de oxigénio muitas vezes é necessario operar 0S
biorreatores em condicBGes extremas, tais como altas agitacdo e/ou aeracdo. Porém, tais
condicdes, se por um lado geram adequada transferéncia de oxigénio, podem dispender alto
consumo de poténcia ou mesmo trazer alto grau de cisalhamento ao microrganismo,
prejudicando a producéo e aumentando o custo do produto desejado. Sendo assim, algumas
vezes € necessario um equilibrio desses trés parametros para definir as condi¢bes mais
adequadas de operacédo do biorreator.

Portanto, o cisalhamento € outro pardmetro importante na avaliacdo de biorreatores e,
talvez o mais dificil de ser determinado, sendo o mesmo fortemente influenciado pela
hidrodindmica do biorreator. Além disso, é necessario um conhecimento de como esse
cisalhamento de fato interfere e afeta o crescimento e a morfologia celular e a sintese de
produtos de interesse. Um alto grau de cisalhamento pode ser bastante danoso, provocando a
ruptura e a morte celular. Por outro lado, como ja discutido, um certo grau de cisalhamento
pode ser desejado para provocar uma mudanca morfoldgica e favorecer certa producéo.

De forma simples, o efeito do cisalhamento é definido pela exposicao das células a um
gradiente de velocidade ou taxa de cisalhamento determinado pelo escoamento dentro do
biorreator (ESPERANCA, 2018). Porém, o escoamento em biorreatores € bastante complexo
e muitas vezes 0s mesmos sao operados em regime turbulento o que torna o escoamento ainda
mais caotico. Sendo assim, ndo é simples definir um cisalhamento no biorreator, pois deve-se
considerar os trés componentes do vetor velocidade de liquido, nas trés coordenadas espaciais
existentes no sistema cartesiano, bem como as interacdes gas-liquido, interacdes entre a fase
liquida e partes solidas, como a parede do biorreator e os impelidores, no caso do biorreator
tipo tanque agitado.

Na prética, o cisalnamento vem sendo estudado como um parametro médio dentro do

biorreator ou um parametro maximo, que é definido nas regibes mais criticas do biorreator,
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como proximo aos impelidores no tanque agitado e proximo ao aspersor em biorreatores
pneumaticos. Sendo assim, diversas correlagdes na literatura correlacionam o cisalhamento
com parametros de operacdo dos biorreatores, tais como velocidade de agitagéo, vazéo de
alimentacdo de gas e reologia do caldo de cultivo (METZNER e OTTO, 1957; CAMPESI et
al., 2009; BUSTAMANTE; CERRI e BADINO, 2013; CERRI et al., 2008). O cisalhamento
também pode ser estimado atraves de fluidodindmica computacional (CFD) (ESPERANCA
et al., 2019; KELLY e GIGAS, 2003).

Outra forma de se avaliar o cisalhamento é através da escala de Kolmogorov
(KOLMOGOROQV, 1991), que leva em consideracdo aléem da velocidade do liquido no
biorreator, o valor da taxa de dissipacdo de energia no mesmo. A escala de Kolmogorov (1) é
definida como sendo o tamanho do menor micro-turbilndo no interior do biorreator e a
fragmentacg&o ou cisalhamento ocorre quando o tamanho desse micro turbilhdo é menor que a
dimenséo caracteristica do microrganismo (BUFFO et al., 2016). Em condi¢Ges mais severas
de agitagdo, normalmente, o tamanho dos micro turbilhGes estéo abaixo de 100 um, enquanto
muitos microrganismos filamentosos possuem estruturas maiores (BUFFO et al., 2016).

O cisalhamento pode também ser observado ou quantificado através do efeito que esse
gera na morfologia do microrganismo (JUSTEN et al., 1996). De forma geral, os parametros
de desempenho do biorreator sdo importantes de serem estimados para se ter um melhor
controle do processo e a definicdo das condicbes de operacdo, sendo que essas podem estar
vinculadas a melhor producdo de um metabolito de interesse. A seguir, apresentamos em
detalhes alguns trabalhos na literatura que abordam cisalhamento em biorreatores,
principalmente os que relacionam tal variavel aos danos causados ao microrganismo.

DE Jesus, Neto e Maciel (2017) compararam o0s desempenhos, em termos de
hidrodinamica, transferéncia de massa e cisalhamento, de quatro diferentes modelos de
biorreatores: coluna de bolhas, airlift convencional, airlift agitado e tanque agitado. Os
resultados mostraram que a retencdo gasosa (hold-up) e a transferéncia de massa (em termos
de kra) foram maiores no airlift agitado e no tanque agitado, porém esses reatores
apresentaram as maiores taxas de cisalnamento, avaliada através de correlac@es da literatura.
Com relacdo ao consumo de poténcia, avaliado experimentalmente para tanque agitado e
calculado/estimado para os biorreatores airlift, 0s menores valores foram obtidos em coluna
de bolhas e airlift. Os autores ainda recomendam o uso de biorreatores airlift para cultivos de
microrganismos sensiveis ao cisalhamento e que exijam boa transferéncia de massa. Porém,

no trabalho ndo foi realizado nenhum cultivo com microrganismos para verificar as hipteses
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levantadas.

Braga et al. (2015) investigaram o uso de biorreatores airlift ou tanque agitado na
producédo do aromatizante y-decalactone por Yarrowia lipolytica W29, uma levedura que pode
crescer em duas diferentes morfologias. Usualmente, o crescimento ocorre na forma oval,
porém ela pode se desenvolver também em forma de hifa filamentosa. Foi observado que a
morfologia dependeu fortemente das condi¢des de cultivo (aeracdo, fontes de carbono e
nitrogénio, pH, oxigénio dissolvido). A maior produtividade foi obtida em maiores taxas de
transferéncia de oxigénio nos dois biorreatores, sendo a maior produtividade em tanque
agitado. Porém, a concentracdo de y-decalactone obtida em airlift foi duas vezes maior em
comparagdo com a obtida em tanque agitado na menor condi¢do de aeracdo estudada. Os
autores observaram por meio de analise de imagens, avaliando robustez, compacidade e
excentricidade, que em tanque agitado as células se mostraram mais irregulares e largas,
atribuindo tal fato ao maior cisalhamento devido a agitagdo mecéanica desse biorreator.

Cerri e Badino (2012) investigaram a producéo de acido clavulénico por Streptomyces
clavuligerus, uma bactéria filamentosa, em biorreatores tipo tanque agitado e airlift de
cilindros concéntricos. Na mesma condicdo inicial de transferéncia de oxigénio (kia), os
autores verificaram maior producéo de acido clavulanico no biorreator airlift, atribuindo esse
resultado a uma maior taxa de cisalhamento gerada nesse equipamento, cujo valor foi obtido
através de correlacdes da literatura. Além disso, os cultivos em biorreator airlift apresentaram
menores valores indice de consisténcia (K), parametro relacionado com a viscosidade aparente
do caldo, que também é um indicio de maior fragmentacédo sofrida pelas células da bactéria.

Michelin et al. (2013) avaliaram a producdo de xilanase por A. niger em biorreatores
tipo tanque agitado e airlift de cilindros concéntricos em diferentes condi¢des de transferéncia
de oxigénio, quantificada através de medidas de kia em meio livre de células. Os maiores
valores de atividade de xilanase (9000 U.L™) foram obtidos em cultivo em tanque agitado que
apresentou maiores valores de kia (30 h?). Quando comparados na mesma condicdo de
transferéncia de oxigénio (mesmo kia de 12 h?), a producdo de xilanase foi maior em
biorreator airlift (7000 U.L™?) em comparagéo ao tanque agitado (4500 U.L™). A explicacéo
atribuida pelos autores foram as diferentes condicGes de cisalhamento impostas ao
microrganismo. No entanto, nenhuma medida da condi¢cdo de cisalhamento ou de

fragmentacgdo das células fungicas foram realizadas neste estudo.

Oliver-Salvador et al. (2013) estudaram a producdo de proteases por Jacaratia

mexicana, uma planta endémica mexicana. Os estudos foram realizados comparando trés



62

diferentes biorreatores: coluna de bolhas, airlift e tanque agitado. Os autores também
analisaram os reatores em relacéo ao cisalhamento e a micro escala de Kolmogorov, utilizando
correlacdes da literatura para estimar esses parametros. Uma maior taxa de cisalhamento e
mais intensiva micro-turbuléncia ocorreu em tanque agitado, produzindo maior acimulo de
proteinas e maior atividade proteolitica em comparacdo com 0s outros dois sistemas de
biorreatores. Além disso, analises de imagens constataram que células menores e mais finas
foram observadas em tanque agitado.

Tang et al. (2015) compararam os efeitos de trés impelidores turbina de Rushton e 3
impelidores axiais em cultivos de A. niger para producdo de amiloglicosidase. Os autores
verificaram que o sistema com impelidores axiais gerou 40% mais pellets e uma quantidade
maior de pellets ativos, que se mostravam mais soltos. Ao contrario, no sistema com 0s
impelidores turbina de Rushton a estrutura dos pellets se mostrou mais compacta. Tal
diferenca na morfologia dos pellets e viabilidade dos mesmos fez com que os autores
atribuissem tal fato ao cisalnamento impostos pelos impelidores. Ao final constatou-se uma
atividade enzimatica 25% mais elevada no sistema com impelidores axiais, alem de eficiéncia
de transferéncia de massa 60% superior.

Como pode ser notado na revisdo bibliografica realizada, existem poucos estudos que
abordam de maneira direta a influéncia do cisalnamento e da morfologia na producéo de
enzimas celuloliticas, principalmente analisando a producdo das enzimas individualmente.
Tentando sanar tal lacuna e contribuir para uma melhora da producdo de tais enzimas um
estudo mais detalhado do cisalhamento microrganismos € que o0s estudos da presente tese

estdo inseridos.
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CAPITULO 3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Fluidos e meio de cultivo

Para simular o comportamento reolégico de um caldo de cultivo, solucdo de goma
xantana 1,5% m.v! (XGS) foi usada como fluido nos experimentos de fragmentagdo. Tal
fluido representa um meio inerte, com comportamento reolégico ndo newtoniano
caracterizado pela equacdo da lei da poténcia. Os parametros do indice de consisténcia
(K=0,370 Pa.s") e do indice de comportamento de escoamento (n=0,34) foram determinados
a 32 ° C a partir de reogramas gerados usando um redmetro digital de cilindros concéntricos
(LV-DVIII+, Brookfield Engineering Laboratories Inc.). Esses valores foram semelhantes aos
observados em caldos de cultivo de microrganismos filamentosos. Para caldos de cultivo de
Aspergillus awamori, Badino, Facciotti e Schmidell (1999) relataram valores de K variando
de 0,001 a 2,5 Pa.s" e valores de n entre 0,3 e 0,5. Segundo os autores, um valor de K=0,37
Pa.s" foi equivalente a uma concentragdo celular de cerca de 5 g.L™. Allen e Robinson (1990)
também observaram comportamento reoldgico ndo-newtoniano pseudoplastico de caldo de
cultivo de A. niger, em que uma concentragdo celular de cerca de 8 g.L* resultou em K=0,41
Pa.s" e n=0,40.

Nas etapas de crescimento do inoculo e de producéo de enzimas, utilizou-se meio de
cultura de MANDELS e STERNBERG (1976) com modificacdes de CUNHA et al. (2015),
contendo os seguintes nutrientes (em g.L™?): glicose (10,0), (NH4)2SO4 (1,4), KH2PO4 (2,0),
CaCl, (0,3), MgS04x7H,0 (0,2), Tween 80 (1,0) e solucéo salina (5 mg.L? FeSO4x7H-0,
1,6 mg.L™? MnSO4xH0, 1,4 mg.L? ZnSOsx7H,0 e 2,0 mg.L™* CoCl,) (1,0 mL.L?). O meio
foi autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Na etapa de producdo da enzima foi utilizado o
mesmo meio nutricional descrito anteriormente, com adigdo de lactose (14 g.L ) como indutor
e sem adicdo de Tween 80. A lactose € um indutor eficaz e industrialmente utilizado na
producdo de enzimas celuloliticas (NOVY et al., 2016; LI et al., 2017).
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3.1.2. Biorreatores

Os estudos com biorreatores realizados na presente tese foram realizados utilizando
biorreator tanque agitado e aerado (TAA) (New Brunswick Scientific, EUA), com um volume
de trabalho de 4 L e um biorreator airlift de cilindros concéntricos (ACC) com 5 L de volume
de trabalho. Nos ensaios em tanque agitado, duas associa¢des de impelidores foram utilizadas,
a primeira com dois impelidores orelha de elefante e a segunda com dois impelidores turbina
Rushton. A Figura 3.1 mostra as dimensdes dos biorreatores e as dire¢cdes de escoamento
impostas pelas configuragdes de impelidores. A Figura 3.2 ilustra os impelidores e as
dimensGes dos mesmos.

As duas turbinas Rushton (RT-RT) é a configuracdo convencional de impelidores,
sendo amplamente utilizada, pois fornece transferéncia de oxigénio eficiente, embora o
consumo de energia seja alto. A configuracdo com dois impelidores orelha de elefante (EEDP-
EEUP), por outro lado, oferece um equilibrio entre transferéncia de oxigénio e consumo de

energia, além de uma menor taxa média de cisalhamento (BUFFO et al., 2016).

Figura 3.1. Geometria e dimens6es dos biorreatores e impelidores utilizados. (a) biorreator

tanque agitado e aerado de 4 L. (b) biorreator airlift de cilindros concéntricos de 5 L.
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Figura 3.2. Esquema e dimensédo dos impelidores. (a) Orelha de elefante (EE). (b) Turbina

de Rushton (RT). DimensGes em metros (m).

d.=0.076
dp = 0,063
L,=0016
Co=0.019
E =1,5x103

Fonte: Adaptado (BUSTAMANTE, 2013) e (BUFFO, 2016).

3.1.3. Microrganismo

Foi utilizado o fungo filamentoso Aspergillus niger (A. niger 12) nos ensaios de
fragmentacdo de pellets e de producdo de enzimas. O fungo foi obtido da colecdo de
microrganismos da Embrapa Tecnologia de Alimentos (Rio de Janeiro, Brasil), possuindo

Registro Nacional de Cole¢6es Biologicas sob o nimero de BRM 028885.

3.1.4. Equipamentos para cultivo do microrganismo

Os principais equipamentos utilizados para manipular o microrganismo e realizar 0s
ensaios propostos na tese sdo elencados como segue:
- Autoclave modelo 103 da FABBER-PRIMAR industrial operada a 1,2 kgf/cm? e 121°C por

20 min para esterilizar vidrarias e 0 meio de cultivo.
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- Mesa incubadora rotativa da marca Nova Etica com controle de temperatura e rotacio para
producdo do inéculo.
- Cémera asséptica de fluxo laminar contendo lampada UV para a manipulacdo do
microrganismo de forma asséptica.
- Ultrafreezer da marca FORMA SCIENTIFIC para o armazenamento e conservagdo do
microrganismo.
- Equipamentos Oticos para visualizacdo e captura de imagens da morfologia do
microrganismo: Microscépio 6tico Olympus BX50 com cémera digital acoplada,
estereoscopio (Biofocus XT-3H-BI) e Camera Digital (Nikon D5200).

A Figura 3.3 ilustra os equipamentos 6ticos utilizados com suas faixas de area de

observacao.

Figura 3.3. Equipamentos utilizados para registrar a morfologia do fungo filamentoso

A. niger, incluindo as faixas de area de observagcéo.

A>1mm? 0,05 mmi<A<8mm? A<lmm?

Morfologias maiores: Morfologias intermediarias: Morfologias menores:
Camera Fotografica Estereoscopio (Lupa) Microscopio

Fonte: Acervo Préprio.

3.2. Metodologia tedrico-experimental

3.2.1. Etapas iniciais e resumo dos principais procedimentos do

trabalho.

O estoque de trabalho utilizado no cultivo do inéculo foi na forma de criotubos. Na
preparacdo dos criotubos, a linhagem estoque (armazenada a -80 °C) foi incubada em placas
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de Petri com meio PDA (Potato Dextrose Agar, 39 g.L %) por 5 dias a 32 °C, por meio do qual
foi possivel o crescimento dos esporos. Esses foram entéo raspados com solucdo de glicerol
20% (v/v) e armazenados em criotubos de 5 mL, sendo esses mantidos a -18 °C. Considerou-
se 90 dias como o tempo maximo para utilizacdo dos criotubos, evitando assim desativacdo
dos esporos. Testes verificando a eficacia do uso dos criotubos foram realizados e os
resultados podem ser verificados no Anexo.

Os criotubos foram preparados e armazenados com concentracdo de esporos definida,
sendo a concentragdo de esporos obtida por meio de camera de Neubauer. A concentracdo de
esporos (em esporos.mL™) nos criotubos foi obtida através da Equacdo 3.1, onde Ne representa
o nimero esporos, “d” ¢ a diluigdo utilizada (v/v) e Vn 0 volume da cdmara de Neubauer
(mL).

__ Ned
CeCriotubos v (31)
N

De posse da concentracdo de esporos nos criotubos € possivel inocular um volume
adequado de esporos (V) em mL) para iniciar a fase de preparagdo do indculo com a
concentracdo de esporos desejada. Pela Equacao 3.2 € possivel calcular o volume da solugéo

de esporos a ser inoculada no Erlenmeyer.

V= L (3.2)

Cecriotubos

onde V) € o volume de criotubo que deve ser inoculado (mL), C¢ a concentracdo final de
esporos desejada (esporos.mL™) no Erlenmeyer e Vo volume final de solugdo no Erlenmeyer
(mL).

A etapa de inéculo foi realizada em Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL meio de
cultivo. A incubacao foi realizada em incubadora orbital agitada a 32 °C e 200 rpm (Cunha et
al. 2015).

Nas etapas de fragmentacdo dos pellets e de producdo de enzimas foram transferidos
10% (v/v) de indculo para os respectivos recipientes (biorreatores ou frascos erlenmeyers).
Na producdo em frascos agitados foram utilizados Erlenmeyers de 500 mL com 100 mL de

volume util, as caracteristicas dos biorreatores foram apresentadas no item 3.1.2.
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A Figura 3.4 ilustra o procedimento experimental adotado nos ensaios com o fungo

A. niger.

Figura 3.4. Esquema das principais etapas realizadas nos ensaios com o fungo A. niger.

\/ E —r

Esporos Armazenados Reativagio em meio Contagem de esporos em U U
a-18°C PDA (Potato Dextrose Agar) Camera de Neubauer

7 Tl
T

Obtengédo de criotubos
com concentragio de esporos (Ce)
ETAPA INOCULO ETAPA PRODUCAO conhecida

Produgio de enzimas
em “Erlenmeyer”

T=132°C
Germinagdo esporos 200 rpm.
em meio de
crescimento com pH e ﬁ' u
Ce ajustados
(Inoculo) Testes de fragmentacio
T =32°C ¢ Produgio de enzimas
200 rpm. em Biorreator

Fonte: Acervo Proprio.

3.2.2. Ensaios de fragmentacéo de pellets

A preparacdo do inoculo para os ensaios de fragmentacdo dos pellets foi realizada
utilizando mesmo procedimento de Cunha et al. 2015, em incubadora orbital agitada a 32 °C
e 200 rpm por 48 h. O pH foi ajustado em 4,5 e a concentragéo fixada em 107 esporos.mL*
no Erlenmeyer. Tal condicdo resultou majoritariamente em pellets com diametros de
aproximadamente 0,8 mm.

Os ensaios de fragmentacdo foram iniciados adicionando 10% (v/v) do in6culo de
pellets de A. niger ao biorreator contendo 90% (v/v) de solucdo de goma xantana. Os ensaios
foram realizados em diferentes velocidades de agitacdo (N) e vazdes especificas de
alimentacéo de ar (¢ar) por 4 h, evitando crescimento celular ou desintegracéo total das células.
Amostras foram removidas periodicamente para analise. Os efeitos de N e ¢ar na fragmentacéao

dos pellets foram analisados para as duas associag¢Oes de impelidores (RT-RT e EEDP-EEUP)
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e para duas condi¢des de aeracdo no biorreator airlift. As condi¢es operacionais empregadas

sdo resumidas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Condigdes de operacao utilizadas nos ensaios para avaliagdo da fragmentacéo
hidrodinamica dos pellets

_ _ Associaco de Agitacdo (N) Aeragao (¢ar)
Ensaio Biorreator impelidores (rpm) (wm)?
Al TAA: RT-RT 400 0,40
A2 TAA; RT-RT 600 0,40
A3 TAA: RT-RT 600 1,20
Ad TAA, RT-RT 800 0,40
A5 TAAs RT-RT 1000 0,40
A6 TAAs EEDP-EEUP 400 0,40
A7 TAA, EEDP-EEUP 600 0,40
A8 TAAg EEDP-EEUP 600 1,20
A9 TAAg EEDP-EEUP 800 0,40
Al0 TAA EEDP-EEUP 1000 0,40
All ACC; - - 2,0
Al2 ACC; - - 5,0

a\/olume de ar por volume de meio por minuto.

3.2.3. Cinética da fragmentacéao de pellets

O diametro equivalente (Deg) dos pellets ou diametro correspondente a de uma area
circular foi calculado pela Equacédo 3.3 (PAPAGIANNI, 2014). Para cada ponto experimental,
duas amostras foram analisadas, cada uma com mais de 100 objetos (pellets). O diametro
equivalente (Deq) foi calculado para cada objeto e o valor médio de cada amostra foi usado

como resposta. O parametro estatistico foi o desvio padrdo das amostras.

Deg = 24/Ap/T (3.3)



70

onde A ¢ a &rea projetada dos pellets, onde a obtencdo da medida seré detalhada no topico
seguinte.

Um perfil temporal do didmetro equivalente do pellet (Deg) foi obtido para cada
condicdo da Tabela 3.1. Um modelo cinético empirico (Equacdo 3.4) foi ajustado aos dados
experimentais para facilitar a observacdo e comparagdo das caracteristicas de fragmentacao

para cada condigao.

P4 — f, - (1= eH2t) (3.4)

Dego

Onde Deq € 0 diametro equivalente do pellet (mm), Deqo € 0 diametro equivalente inicial do
pellet (mm), ki € um parametro empirico (-), ko € um parametro empirico (s?) e t é o tempo
de ensaio (s). Embora a Equacdo 3.4 seja um modelo empirico, os parametros tém significados
fisicos, onde ki representa a porcentagem que o didmetro equivalente do pellet diminuiu em
relagdo ao seu valor inicial, e ko representa a taxa ou velocidade com a qual Deq diminuiu.
Portanto, quanto maiores os valores de ki e k2, maior e mais rapido o nivel de dano observado

aos pellets.

3.2.4. Anélise quantitativa da morfologia fungica

As imagens foram obtidas com os equipamentos apresentados na Figura 3.3, de acordo
com o tamanho e fase de crescimento da morfologia obtida. A resolucdo das imagens e o
aumento microscopico foram definidos de acordo com o tamanho morfol6gico, sendo usado
normalmente aumento de 7,5x com 0 estereoscopio e aumento de 40x ou 100x em
microscopio.

As imagens foram tratadas usando o software livre ImageJ (rsbweb.nih.gov/ij), como
ilustrado na Figura 3.5. Primeiramente a escala das imagens foi ajustada. Tendo-se uma
dimensdo conhecida da imagem, com o uso de réguas ou escalas microscopicas no mesmo
aumento da imagem, é possivel setar a escala tracando uma reta em tal dimensdo conhecida e
seguindo o0s seguintes passo dentro do programa:

Analyze - Set Scale = Inserir a distancia conhecida em “known distance” => Inserir
unidade em “Unit of length” = Clicar em “Global” se a distancia conhecida foi retirada de

outra imagem.
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Apos tal processo, as imagens foram binarizadas (Figura 3.5b). Em tal processo, a
imagem é contrastada usando apenas duas cores, para tal é seguido 0s seguintes passos no
programa:

Image = Type - 8-bit

Image - Adjust - Thereshold

Assim foi possivel separar os objetos que desejasse medir (Fig. 3.5b), sendo esses
posteriormente selecionados e medidos individualmente ou uma outra alternativa é selecionar
uma area e realizar a medida de todos os objetos presentes em tal selecdo, por meio dos
seguintes passos (Figura 3.5¢):

Analyze - Analyze Particles

O diametro equivalente (Deg) foi entdo calculado pela Equacédo 3.3.

Da mesma forma que para os pellets, utilizando o0 mesmo procedimento de binarizacao,
imagens com morfologias de clumps e de hifas ramificadas e isoladas também foram tratadas,
obtendo-se assim parametros caracteristicos das diferentes morfologias (pellets, clumps e
hifas), tais como area projetada (Ar em mm?) e didmetro médio das hifas (dn em mm).
Aproximadamente 10 imagens foram tratadas para quantificacdo dos parametros
morfologicos de cada classe morfoldgica nos diferentes ensaios. Com 0s parametros
caracteristicos medidos (Ar e dn), foi possivel calcular outros parametros morfologicos. Para
tanto, considerou-se que os pellets e as hifas apresentaram geometrias de esfera e de cilindro,
respectivamente, sendo assim possivel estimar o comprimento das hifas (L em mm) e as areas
molhadas (Am em mm?) de cada forma morfoldgica. As equacdes 3.5, 3.6 e 3.7 foram

utilizadas para o célculo dos valores de An dos pellets e hifas e do comprimento para as hifas

(L).
Ap = 1.Deg’ (3.5)

onde Deq € 0 didmetro equivalente médio dos pellets, calculado pela equagéo 3.3.

A
L=2 (3.6)

A, =mn.dy.L (3.7)

onde dn é 0 didmetro médio das hifas, sendo tal parametro medido nas imagens. No calculo



72

de L considerou-se que a area projetada das hifas é igual a area de um reténgulo.

Figura 3.5. Tratamento das imagens dos pellets usando o software livre ImageJ: (a) Imagem
obtida em estereoscopio. (b) Imagem binarizada. (c) Medida da &rea dos objetos.

Fonte: Acervo Proprio.

Outro tratamento realizado foi a medida da fracdo ocupada por cada classe morfoldgica
(pellets, clumps ou hifas dispersas), sendo essa definida pela area total projetada ocupada por
uma determinada classe morfologica “i” (Ai), dividida pela area total das classes morfoldgicas
analisadas (Ar). Tal procedimento foi utilizado principalmente na etapa em que diferentes

metodologias para producdo do indculo foram testadas, gerando diferentes morfologias. A
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Figura 3.6 ilustra como tal tratamento foi realizado, utilizando a mesma logica de binarizacéo

descrita anteriormente.

Figura 3.6. Tratamento de imagem utilizando o programa ImageJ para determinar a fracéo
ocupada por cada classe morfoldgica. (a) Imagem obtida em estereoscopio. (b) Imagem

tratada para obtencéo da area ocupada por pellets. (c) Imagem tratada para obtencdo da area

de pellets + fase dispersa.

Fonte: Acervo Proprio.

Na Figura 3.6 observa-se como foi realizado o tratamento das imagens para se obter a
area projetada ocupada por pellets (Figura 3.6b) e a area projetada ocupada por pellets + fase
dispersa (Figura 3.6¢). Entdo, foi possivel obter a area projetada ocupada pela fase dispersa,
calculada como sendo a diferenca entre essas. Tais medidas denotam a quantidade de cada
classe morfoldgica obtida em um determinado ensaio. Assim, estimou-se o fator Ai/At que
representa a razdo de area projetada ocupada por uma determinada classe morfologica (Ai em
mm?) dividida pela rea total de todas as classes morfoldgicas analisada (Ar em mm?). Tal
procedimento foi realizado em todas as condi¢fes de cultivo para obtencdo de diferentes

morfologias.

3.2.5. Planejamento de experimentos para obtencdo diferentes

morfologias de inéculo variando pH e concentracéo de esporos

Diferentes condi¢des iniciais para producdo de indculo foram propostas para obtencéo
de diferentes morfologias. Os testes iniciais mais promissores foram obtidos quando alterada
concomitantemente a concentracdo de esporos e o pH do inoculo. Sendo assim, as culturas
foram iniciadas com esporos a partir de criotubos com concentragio variando de 5x10* a

5x108 esporos.mL . Para obter diferentes morfologias do indculo, foram utilizados diferentes
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valores de concentracdo de esporos e pH do meio. As duas variaveis foram variadas de acordo
com um planejamento fatorial 22. A Tabela 3.2 mostra um resumo das condicdes de pH e
concentracdo de esporos utilizadas, incluindo uma condi¢do padrdo adicional, usada em
estudo anterior de Cunha et al. (2015).

Tabela 3.2. Condi¢des de concentracdo de esporos e pH para o crescimento do indculo.
Os valores 1 a 5 representam um planejamento fatorial 22.

o Condicdes de cultivo Ce’ pH inicial
Codigo o -
(variaveis codificadas) (esporos.mL™t) )
Controle
0 1x10’ 4,5
(CUNHA et al., 2015)
1 Ce (-) and pH (-) 5x103 2,0
2 Ce (+) and pH (-) 5x10’ 2,0
3 Ce (-) and pH (+) 5x10° 6,0
4 Ce (+) and pH (+) 5x10’ 6,0
5 Ce (0) and pH (0) 5x10° 4,0

*C.: concentracdo de esporos em 100 ml de meio.

Na analise dos efeitos das variaveis pH e concentracdo de esporos na morfologia do
fungo, propds-se uma resposta quantitativa (Y), dada pela Equacdo 3.8, relacionada com a
frequéncia de cada classe morfoldgica representada pela razdo entre a area da classe
morfoldgica e a area total da imagem (Ai/Ar) e com os fatores de forma destas, baseados em
um tamanho caracteristico de cada forma morfoldgica (fi) (Equacdo 3.8). Tal resposta ()
permitiu que as variaveis fossem analisadas com base no planejamento fatorial 22 e que efeitos
fossem atribuidos a cada variavel independente (pH e Ce), bem como a a¢do conjunta de
ambas. O fator de forma (fi) € uma medida caracteristica presente nos ensaios (pellets, clumps
e hifas), sendo adotada a &rea molhada (Am) de cada classe morfoldgica, por meio da qual foi
possivel obter uma “escala” da varidvel resposta Y (Figura 3.7). As hifas isoladas foram os
elementos de menor grandeza, seguidas pelos clumps. Os pellets foram os elementos de maior

grandeza. Sendo assim, valores menores de Y indicam uma maior tendéncia a obtencdo de
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fase dispersa e maiores valores de Y indicam uma maior tendéncia a formacao de pellets,

sendo que, quanto maior o valor de Y, maior o tamanho dos pellets obtidos.

—f .4p JAc .Ap
Y=/ AT+fC AT+fp = (3.8)
onde:

fo: fator de forma de hifas isoladas e ramificadas (mm? para Am utilizada como fator de forma)
fc: fator de forma dos clumps (mm? para Am).
fp: fator de forma dos pellets (mm? para Am).

—: fracdo ocupada pela fase dispersa (-)
T

—: fracdo ocupada por clumps (-).
T

—: fracdo ocupada por pellets (-).
T

Dessa forma é possivel obter uma resposta quantitativa, Y em mm?, que representa a
ocorréncia da morfologia predominante observada. A Figura 3.7 ilustra a escala morfologica

proposta, mostrando como a resposta (Y) representa a principal morfologia do cultivo.

Figura 3.7. Escala de morfologia proposta para quantificar as influéncias do pH e da
concentracdo de esporos na morfologia do inoculo.
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Fonte: Acervo Prdprio.
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O software estatistico Statsoft (v. 7.0) foi utilizado para analisar o planejamento
experimental estatistico, sendo esse realizado por meio de triplicata no ponto central. Como
duas variaveis foram analisadas concomitantemente, o presente trabalho tratou-se de um
delineamento fatorial 22. A resposta () foi utilizada como dado de entrada no programa. A
analise de variancia (ANOVA, nivel de confianca de 95%) e a construgdo do gréfico de Pareto
foram as ferramentas estatisticas utilizadas para identificar quais varigveis independentes (pH
e concentracao de esporos), e/ou associacdes de ambas, afetaram a morfologia.

3.2.6. Producéo de enzimas

O in6culo para 0 uso nos cultivos de producgéo foi preparado segundo metodologia
descrita na secdo 3.2.1 e o tempo de indculo dependeu da concentragdo de esporos e do pH
inicial, ou seja, da morfologia obtida. O tempo de inéculo foi determinado para cada
morfologia (Tabela 3.2: codigos 0, 1 e 2), com base no fato de que o indculo ainda deveria
estar em fase de crescimento exponencial e que os inoculos possuissem concentracdes
celulares (g.L™) semelhantes.

Os cultivos para producdo de enzimas foram realizados em incubadora orbital agitada
a 32 °C e 200 rpm por 96 h e em biorreator tipo tanque agitado e aerado por 48 h. Os ensaios
em frascos agitados foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de meio e
10 mL de in6culo (10% v.v?t), sem controle de pH. As amostras foram retiradas a cada 24 h,
filtradas e o sobrenadante foi congelado a - 4 °C para determinacdo posterior das atividades
enzimaticas de amilase, B-glicosidase, endoglucanase (CMCase) e xilanase. Os ensaios de
producdo foram realizados em triplicata com trés tipos diferentes de in6culo (Tabela 3.2:
cddigos 0, 1 e 2). Os resultados experimentais foram expressos como o valor médio + desvio
padrdo, com base em trés cultivos realizados.

Para aumento de escala, confirmar os resultados e também avaliar a influéncia da
configuracdo do impelidor na morfologia do fungo e na producao de enzimas, os cultivos com
os diferentes indculos foram reproduzidos em biorreator tipo tangque agitado e aerado (TAA)
de 4 L (Bioflo I1C, New Brunswick Scientific, EUA), equipado com duas turbinas Rushton
(RT-RT) ou com dois impelidores orelhas de elefante (EEDP-EEUP). Mais uma vez, 0s
cddigos de indculo 0, 1 e 2 (Tabela 3.2) foram testados. O pH dos cultivos foi controlado em

5,0 pela adigéo de soluges de NaOH 2M ou HCI 2M. A temperatura foi mantidaa 32 °C e a
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concentracdo de oxigénio dissolvido foi monitorada por eletrodo/analisador de oxigénio. A

Tabela 3.3 apresenta as condicbes experimentais dos cultivos.

Tabela 3.3. Condicdes de cultivos realizados em biorreator tipo tanque agitado e
aerado (TAA).

Configuracéo de N bar
Cultivo  Tipo de in6culo

impelidores (rpm) (vwwm)
1 Disperso (2) RT-RT 800 0,40
2 Disperso (2) EEDP-EEUP 800 0,40
3 Clumps (1) RT-RT 800 0,40
4 Clumps (1) EEDP-EEUP 800 0,40
5 Pellets (0) RT-RT 800 0,40
6 Pellets (0) EEDP-EEUP 800 0,40
7 Pellets (0) RT-RT 600 0,40
8 Pellets (0) EEDP-EEUP 600 0,40
9 Pellets (0) RT-RT 400 0,40
10 Pellets (0) EEDP-EEUP 400 0,40

Os cultivos em biorreator foram realizados em duplicada por 48 h e as amostras foram
coletadas em intervalos de £ 6 h. As amostras foram filtradas, lavadas em membranas de
acetato de celulose (0,2 um) e o sedimento foi lavado e seco a 80 °C por 48 h para
determinacdo da concentracdo celular. O sobrenadante foi congelado a -4 °C para
determinacdo das atividades enziméticas de pB-glicosidase e endoglucanase (CMCase),

atividades essas que apresentaram os resultados mais interessantes em Erlenmeyer.
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3.2.7. Metodologia analitica das atividades enzimaticas

Ensaios de atividade enzimatica de endoglucanase ¢ B-glicosidase foram realizados
usando o protocolo de Ghose (1987) utilizando como substratos carboximetilcelulose (CMC)
1,0% m.v? (Sigma, EUA) e B-nitrofenil 2mM (Sigma, EUA), respectivamente. Xilanase foi
quantificada usando o método de Bailey e Poutanen (1989), utilizando 2,0% m.v? de xilana
de espelta de aveia como substrato. A amilase foi quantificada pelo método de Campos e Felix
(1995) usando amido a 1,0% m.v! como substrato. As atividades enzimaticas foram
determinadas a 50 °C e pH 4,8. Os tempos dos ensaios variaram de 15 a 30 minutos, de acordo
com os protocolos mencionados acima. Uma unidade de atividade enzimética refere-se a
quantidade de enzima necessaria para produzir um pmol de agucar redutor por minuto, nas
condicdes especificadas. Os acUcares redutores nos ensaios de endoglucanase, xilanase e
amilase foram quantificados usando o método DNS (MILLER, 1959).

3.2.8. Consumo de Poténcia (P)

No biorreator tipo tanque agitado e aerado (TAA), o consumo de energia foi
determinado usando a metodologia descrita por Badino, Barboza e Hokka (1994), em que P
foi calculado como o produto do torque (T) necessario para a agitacdo do fluido e a velocidade
angular (0=2.n.N) do eixo do agitador. A velocidade de agitacdo (N) foi controlada por
inversor de frequéncia (Micro-master MM420, Siemens, precisdo de 0,1% da escala completa)
e a vazdo do gas foi medida com um controlador de vazdo massica de gas (ModelGFC37,
Aalborg). O torque necessario foi calculado como o produto da forca (F), medida em triplicata
com um dinamdmetro digital (FG 6005SD, Lutron, precisdo de 0,4% da escala completa) e o
comprimento do braco (b=0,175 m) acoplado ao eixo do agitador (T=F.b). A poténcia

consumida na agitacao foi, entdo, calculada usando a Equacédo 3.9.

P=T-w=110-F-N (3.9)
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No biorreator airlift de cilindros concéntricos (ACC), o consumo de poténcia foi
calculado assumindo a expansdo isotérmica das bolhas de gas desde os orificios do aspersor
até a superficie do fluido (CHISTI, 1989), usando a Equacéo 3.10.

P=Q,.P,.In(1+ ‘”Pﬂ) (3.10)

onde Qg é a vazéo volumétrica do gas (m3.s™); P. é a pressdo atmosférica (Pa); pq € a densidade
da mistura gas-liquido (kg.m®); g é a aceleragdo gravitacional (m.s?) e hg € a altura de
dispersdo gas-liquido (m). Sendo ps = 865,5 kg.m®, média ponderada da densidade do gas e

do liquido baseada na retengédo gasosa.

3.2.9. Coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (kra)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) foi determinado pelo
método da pressdo (LINEK et al., 1993), que consistiu em alterar abruptamente a pressdo
dentro do biorreator em rampas de £15 kPa, obstruindo em parte a saida de gas do biorreator,
0 que promoveu uma varia¢do da concentracdo de oxigénio dissolvido (C). A Equacgédo 3.11
foi ajustada aos dados de concentracdo de oxigénio dissolvido (C) em func¢éo do tempo (t) e 0
kra foi estimado pelo método de minimos quadrados ndo linear pelo algoritmo de Marquadt.
Os valores de kra foram obtidos em triplicata usando uma constante de atraso da sonda de
k,=0,158 s (BUFFO et al., 2016).

C = Coe—ke(f—to) + CS(1 _ e—ke(t—to)) + ke(Cs—Co) e—ke(f—fo) _ e—kLa(t—fo)) (3.11)
ke—kLa

Onde Co é a concentracdo de oxigénio dissolvido no tempo inicial (to) e Cs é a

concentracdo de saturacdo de oxigénio no meio liquido.
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3.2.10. Eficiéncia de transferéncia de massa (EmT)

A eficiéncia de transferéncia de massa (Emt), no caso de oxigénio, foi calculada de
acordo com a proposta de BUFFO et al. (2016) (Equacdo 3.12) e representa a transferéncia de

oxigénio por unidade consumida de energia, dadaem J~1 = 1/J (joule).

3.2.11. Taxa de cisalhamento média (¥,,)

Os valores de taxa de cisalhamento média nos biorreatores ACC e TAA, operados sob
diferentes condicdes, foram obtidos a partir das metodologias propostas por Esperanca et al.
(2019) e Valverde, Bettega e Badino (2016), respectivamente. Valverde, Bettega e Badino
(2016) simularam o comportamento de um biorreator tipo tanque agitado de 4 L com solucdes
de goma xantana em varias condi¢cdes operacionais (N e ¢ar) usando a abordagem Euler-Euler.
Os autores utilizaram em suas simulagdes parametros de transferéncia de massa, retencédo
gasosa média e numero de poténcia. Os resultados mostraram valores proximos simulados e
experimentais do coeficiente de transferéncia de oxigénio (kia). Esperanca et al. (2019)
estimaram y,, em biorreator airlift de tubo concéntrico de 5 L por fluidodindmica
computacional (CFD). Com base nos resultados simulados e no perfil tedrico da velocidade
do liquido, os autores mostraram que a simulacéo de CFD pode ser aplicada com sucesso para
a previsdo do y,,.

Os valores de y,, obtidos nos estudos anteriores foram calculados adotando-se um
procedimento de média de volume para a distribui¢do espacial da taxa de cisalhamento ao

longo do volume do biorreator.
3.2.12. Taxa de dissipacao de energia

A caracterizagdo da hidrodindmica do biorreator foi realizada utilizando a fungéo de

dissipacao/circulagcdo de energia (FDCE), que relaciona a taxa de dissipacdo de energia
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especifica local (g), proxima aos impelidores, e o tempo de circulagdo (tc). O FDCE foi

calculado pela Equacédo 3.13, proposta por SMITH; LILLY e FOX (1990).

FDCE = = (3.13)

te

A taxa de dissipacdo de energia especifica local (¢) é dada pela Equacdo 3.14 e o

consumo de poténcia pode ser obtido experimentalmente como descrito na se¢éo 3.2.8.

e= — (3.14)

O tempo de circulacéo (tc) foi calculado como sendo um quarto do tempo de mistura
(tm) (RILEY et al., 2000), o tm foi determinado pelo método de pulso de temperatura (TAN;
EBERHARD e BUCHS, 2011; CORREA; BADINO e CRUZ, 2016). Esse método consiste
em induzir um aumento da temperatura do fluido no interior do biorreator (solucdo de goma
xantana a 1,5% m.v?l), através da adicdo de uma quantidade de fluido aquecido,
correspondente a 10% do volume do biorreator (V). A temperatura do fluido foi entédo
monitorada usando quatro termopares conectados a cada um das chicanas (hastes defletoras)
do biorreator. O tempo de mistura (tm) foi estimado como o0 tempo necessario para a

temperatura no Gltimo termopar atingir um valor correspondente a 95% da temperatura final.
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CAPITULO 4. Transferéncia de oxigénio e fragmentacao de
pellets de Aspergillus niger em biorreatores tanque agitado e

airlift de cilindros concéntricos

Resumo: O ambiente hidrodinamico dos biorreatores é importante e precisa ser investigado,
pois, condicGes de cultivo que proporcionam taxas de transferéncia de oxigénio satisfatorias
tendem a ser prejudiciais aos microorganismos, devido ao efeito do cisalhamento na estrutura
celular. Sendo assim, € um desafio encontrar um conjunto ideal de condi¢des operacionais do
biorreator que favorecam a producdo dos metabolitos de interesse. O presente trabalho avaliou
a fragmentacéo de pellets de Aspergillus niger em dois tipos diferentes de biorreator, a saber,
um biorreator convencional de tanque agitado (TAA) e um biorreator airlift de cilindros
concéntricos (ACC), operando sob condicdes semelhantes de transferéncia de oxigénio ou
cisalhamento. A transferéncia de oxigénio foi quantificada por meio do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a). A condicdo de cisalhamento foi determinada
utilizando a taxa média de cisalhamento (y,,), obtida por meio de fluidodindmica
computacional (CFD), juntamente com um estudo da fragmentacéo dos pellets. Os resultados
mostraram que o biorreator ACC causou menor fragmentacdo dos pellets, em comparacao
com o TAA, quando ambos os sistemas foram operados com os mesmos valores de kia. Para
niveis de fragmentacéo semelhantes, o valor de k.a para o biorreator ACC foi 38% maior que
0 observado para o TAA. Considerando os resultados para os dois modelos de biorreatores, a
fragmentacdo dos pellets de A. niger, representada pela variagdo do diametro médio
normalizado do pellet de A. niger (Deg/Deg, 0) ap0s ensaios de fragmentacao de 4 h de duragédo
(Afrag), €Xibiu uma relagdo linear com y,, (R? = 0,97). O biorreator ACC também apresentou
vantagens em termos de consumo de poténcia e eficiéncia de transferéncia de massa. Esses
resultados devem auxiliar na selecdo de modelos de biorreatores e condi¢Ges operacionais
adequadas, a fim de melhorar a eficiéncia da producdo industrial de produtos de base

bioldgica.
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4.1. Introducao

Os biorreatores séo sistemas utilizados industrialmente para converter matérias-primas
em uma ampla gama de produtos de base biol6gica, como &cidos orgénicos, enzimas,
antibioticos e biocombustiveis. As reagdes que ocorrem nesses dispositivos podem ser
catalisadas por enzimas, microrganismos, células animais ou células vegetais. Para se obter
altas conversdo e/ou produtividade no processo, o biorreator deve fornecer condigdes
adequadas de pH, temperatura, nutrientes, incluindo oxigénio (em culturas aerdébicas) e
cisalhnamento. Vérios tipos de biorreatores tém sido empregados em culturas submersas
(PATEL et al., 2009), sendo os biorreatores tipo tanque agitado e aerado (TAA) e 0s
biorreatores pneumaticos os dispositivos mais utilizados em escalas de bancada, piloto e
industrial. Os biorreatores TAA usam um sistema de agitacdo mecanica para promover a
mistura e a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a liquida, empregando diferentes
impelidores para esse fim. Geralmente exibem boa transferéncia de oxigénio, mas alto
consumo de energia (BUFFO et al., 2016). Os biorreatores pneumaticos, como os tipos coluna
de bolhas (CB) e airlift de cilindros concéntricos (ACC) apresentam construcdo e operagdo
simples, boa transferéncia de oxigénio e um menor consumo de energia em comparagao aos
biorreatores TAA (MENDES e BADINO, 2015; CAMPANI et al., 2015).

As condicOes de transferéncia de oxigénio e cisalhamento séo fatores importantes a
serem considerados na avaliagdo de desempenho de biorreatores. E necessario que se tenha
uma alta capacidade de transferéncia de oxigénio para garantir o crescimento microbiano e a
formacdo dos bioprodutos de maneira satisfatoria. Além disso, condicdes de cisalhamento
adequadas sdo necessarias para que haja uma transferéncia eficiente de calor e massa, mas
sem causar danos fisicos excessivos as células. A transferéncia de oxigénio em biorreatores
geralmente é caracterizada pelo coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a).
As condicGes de cisalhamento podem ser avaliadas estimando-se a taxa média de
cisalhamento (y,,) usando correlacbes (CERRI et al., 2008), observacéo direta da alteracdes
na morfologia dos microrganismos (CHOY; PATEL e THIBAULT, 2011; JUSTEN et al.,
1996) ou da reologia do caldo de cultivo (CERRI e BADINO, 2012). As condices de kia e
de cisalhamento dependem do modelo do biorreator, do tipo de impelidor (no caso dos TAA),
das condigdes operacionais e das propriedades fisicas do caldo (BUFFO et al., 2016;
BUSTAMANTE; CERRI e BADINO, 2013; CERRI e BADINO, 2012; DE JESUS; NETO e
MACIEL, 2017; THOMASI; CERRI e BADINO, 2010). Apesar do impacto desses
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parametros (k.a e condi¢des de cisalhamento) em culturas microbianas, poucos estudos tém
focado na andlise simultanea desses dois fatores e na comparagdo dos valores médios
estimados da taxa de cisalhamento e os efeitos reais na morfologia dos microrganismos em
diferentes modelos de biorreatores.

Cerri et al. (2008), Thomasi, Cerri e Badino (2010) e Mendes e Badino (2016)
compararam a hidrodindmica e taxas médias de cisalhamento (y,,,) em diferentes biorreatores
pneumaticos (CB e airlift). Bustamante, Cerri e Badino (2013), Campesi et al. (2009) e Buffo
et al. (2016) avaliaram o k.a, o consumo de energia e aplicaram uma metodologia de analise
analdgica (CERRI et al., 2008) para estimar y,,, em biorreatores TAA operados com diferentes
tipos e combinacgdes de impelidores. De Jesus, Neto e Maciel (2017) compararam biorreatores
TAA e airlift considerando a transferéncia de oxigénio e a taxa média de cisalhamento. Com
base na literatura sobre o assunto, uma analise sistematica das condicdes de transferéncia de
oxigénio e de cisalhamento em diferentes biorreatores considerando as condi¢fes operacionais
e 0 tipo de microrganismo € de importancia crucial para o desenvolvimento de bioprocessos
industriais.

Isso posto, o objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar as condi¢Ges de transferéncia
de oxigénio, consumo de energia e de cisalhamento em biorreatores TAA e ACC sob
diferentes condicGes operacionais. Buscou-se correlacionar as condi¢des de cisalhamento com
a fragmentacdo de pellets de A. niger. Tal método de avaliacdo da condicéo de cisalhamento
(fragmentacdo dos pellets) foi entdo comparado com as taxas de cisalhamento estimadas
usando fluidodindmica computacional (CFD). A. niger € um importante produtor de enzimas
(CUNHA et al., 2015; DRIOUCH; SOMMER e WITTMANN, 2010) e &cidos organicos
(KLAIC et al., 2018; PAPAGIANNI, 2004; PAPAGIANNI e MATTEY, 2006), portanto, é
altamente desejavel entender como as condi¢6es de cisalhamento em diferentes biorreatores

afetam a estrutura desse microrganismo.

4.2. Resultados e Discussao

As condi¢des de cisalhamento nos dois diferentes modelos de biorreatores (TAA e
ACC) foram analisadas considerando a fragmentagéo dos pellets com base na determinagéo
do didmetro equivalente normalizado (Deg/Deq0). Nesta abordagem, uma diminui¢do maior e
mais rapida de Deg/Deqo a0 longo do tempo indicou uma condi¢éo de cisalhamento maior

imposta ao microrganismo pela operagdo do biorreator. A comparacdo dos sistemas TAA e
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ACC foi realizada considerando duas situagdes. Primeiramente, foi avaliado o efeito da
condicdo de cisalhamento (y,,,) nos dois biorreatores operados com coeficientes volumétricos
de transferéncia de oxigénio semelhantes (kra). Posteriormente, os dispositivos foram
operados em condi¢6es de cisalhamento semelhantes, permitindo a anélise do efeito do ka.
A Figura 4.1 mostra os perfis temporais dos didmetros equivalentes de pellets
normalizados (Deg/Deqg0) nos sistemas TAA e ACC operados sob as mesmas condigdes de

transferéncia de oxigénio.

Figura 4.1. Comparacéo da dindmica de fragmentacéo de pellets de A. niger em biorreatores
TAA e ACC operados sob condicdes similares de transferéncia de oxigénio. (a) kia=112 h'
e (b) kLaz77 ht.
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A Figura 4.1a mostra a dindmica da fragmentacéo dos pellets de A. niger nos valores
mais altos de kia, onde o biorreator TAA foi operado a 600 rpm e 0,4 vwm (ensaio TAA?),
enquanto o biorreator ACC foi operado a 5 vwm (ensaio ACCy), resultando em valores de kia
proximos a 112 h™. Sob essas condigdes de kia, uma condigéo de cisalhamento mais alta foi
imposta aos pellets no TAA, em comparacdo ao biorreator ACC, uma vez que Deg/Deqo foi
menor que 0,6 no TAA apo6s 4 h de ensaio, enquanto um valor final de Deg/Deg,0 proximo a
0,85 foi obtido no biorreator ACC. Comportamento semelhante foi observado quando os
sistemas TAA e ACC foram operados com valores de kia mais baixos, em torno de 77 h*
(Figura 4.1b). O biorreator TAA operado a 400 rpm e 0,4 vwm (ensaio TAA1) imp6s uma
condicdo de cisalnamento mais alta aos pellets, em comparacdo com o biorreator ACC a 2
vvm (ensaio ACC3), levando a um valor final de Deg/Deqgo de cerca de 0,8, enquanto que no
ensaio ACC; o cisalhamento imposto ndo afetou o didmetro dos pellets. Esses resultados
indicam que nos sistemas operados em condicdes semelhantes de transferéncia de oxigénio
(kra), o biorreator ACC impds um ambiente hidrodindmico menos prejudicial aos pellets de
A. niger.

Como ja exposto, Braga et al. (2015) também observaram que biorreatores airlift
foram menos danosos as células Yarrowia lipolytica W29, em comparagdo com 0s

biorreatores tipo tanque agitado e aerado. Tais conclusdes foram obtidas através de analise de
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imagens das células da levedura estudada. A producdo méaxima de y-decalactona foi obtida
usando biorreator airlift na menor vazdo de ar estudada (6 L.min™) e kia de 16 h™. Tal
resultado foi atribuido ao menor dano celular. Sob valores semelhantes de kia (=37 h?), o
biorreator ACC operado a 9 L.min’t também apresentou melhores resultados que o biorreator
TAA operado a 400 rpme 1,7 L.min, com producéo de 2,3 e 1,5 g.L* e produtividade de 65
e 16 mg.L1.h", para os sistemas ACC e TAA, respectivamente.

Oliver-Salvador et al. (2013) cultivaram células de Jacaratia mexicana, em
biorreatores tipo tanque agitado e aerado (TAA), airlift de cilindros concéntricos (ACC) e
coluna de bolhas (CB) visando a producdo de protease. Os autores, também por anélise de
imagens, evidenciaram menores danos as células em biorreatores CB e ACC. Tais resultados
concordaram com valores de taxa de cisalhamento media (y,,,) e microescala de turbuléncia
de Kolmogorov (A). O maior valor de y,, observado em biorreator TAA levou ao maior
acumulo de proteinas e maior atividade proteolitica, em comparagcdo com 0s outros dois
modelos de biorreatores.

Os trabalhos de Braga et al. (2015) e Oliver-salvador et al. (2013) mostraram
resultados de acordo com o relatado na literatura, com biorreatores airlift exibindo taxas de
cisalhamento mais baixas em comparacdo com biorreatores tipo tanque agitado e aerado.
Entretanto, comportamento oposto foi observado por Cerri e Badino (2012) que cultivaram a
bactéria filamentosa Streptomyces clavuligerus para a producdo de é&cido clavulanico.
Operando um biorreator TAA de 4 L a 400 ou 600 rpm e vazdo de ar de 0,5 vwm e um
biorreator ACC de 5 L a 3,0 ou 4,0 vwm, foram observadas condicdes de cisalhamento mais
altas no biorreator ACC. Esta conclusdo foi baseada no comportamento do indice de
consisténcia do caldo (K) durante os cultivos. Tal parametro indica indiretamente o grau de
fragmentacdo das células bacterianas frente as condi¢bes hidrodinamicas. O indice de
consisténcia (K) reflete a saude estrutural dos micélios e esta relacionado a viscosidade
aparente do meio, uma vez que os caldos de cultivo apresentam o comportamento reoldgico
de um fluido pseudoplastico ndo newtoniano. Cerri e Badino (2012) constataram que para a
mesma condicao inicial de transferéncia de oxigénio, o biorreator ACC operando com altas
vazoes especificas de alimentacdo de ar (3,0 e 4,0 vvm) exibiu caldo de cultivo com menor
indice de consisténcia ao longo do cultivo, o que é um indicativo de maior fragmentagdo
micelial e, consequentemente, maiores taxas de cisalhamento. Esses resultados foram

correlacionados com uma maior produgéo de acido clavulanico no biorreator airlift.
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Siedenberg et al. (1997) também observaram uma maior taxa de cisalhamento em
biorreator airlift em comparacdo com biorreator TAA, durante cultivos de Aspergillus
awamori com farelo de trigo como fonte de carbono e indutor de xilanase. O biorreator TAA
de 30 L foi operado usando velocidades de agitacdo de 200, 400 e 600 rpm, com uma vazao
especifica de alimentacdo de ar de 1 vvm, enquanto o biorreator ACC de 100 L foi operado a
0,2 vwm. A anélise da morfologia do fungo mostrou um crescimento em forma de pellets em
TAA, enquanto houve formacdo de micelio filamentoso em biorreator airlift. Tal
comportamento morfoldgico foi atribuido a um ambiente de cisalhamento mais alto no Gltimo
dispositivo.

Os resultados descritos com relacdo aos efeitos das condigdes de cisalhamento em
biorreatores convencional e pneumatico sugerem que a fragmentacdo sofrida pelas células
depende néo apenas da taxa de cisalhamento, mas também da fisiologia, morfologia e espécie
do microrganismo empregado. No geral, o biorreator airlift apresentou valores mais altos de
kia para a mesma fragmentacdo de pellets, o que pode ser um resultado favoravel para esse
tipo de biorreator, assumindo que uma alta taxa de cisalhamento seja prejudicial ao cultivo.
Entretanto, condi¢cdes de cisalhamento mais altas podem favorecer a producdo de alguns
bioprodutos, conforme relatado por Cerri e Badino (2012) na producéo de acido clavulanico
e por Oliver-Salvador et al. (2013) na producéo de protease. Portanto, a escolha do biorreator
e as condigdes operacionais dependerdo das necessidades especificas do cultivo, considerando
a transferéncia de oxigénio e o ambiente de cisalhamento.

A Figura 4.2 mostra os perfis temporais do didmetro equivalente normalizado
(Deg/Deg0) na mesma condicéo de cisalhamento, com o biorreator TAA operado a 400 rpm e
0,4 vwm (TAA:), enguanto a vazdo no biorreator ACC foi operado a 5 vwm (ACCy). A
comparagéo entre os resultados de Deqg/Deq,0 NOS dois biorreatores mostrou que a fragmentagéo
de pellets foi semelhante, com um valor Deg/Dego de aproximadamente 0,8 em ambos os
biorreatores apés 240 min, sendo o valor de k.a mais alto em biorreator ACC (108 h*) em
comparagéo ao valor obtido em TAA (78 h1). Essa diferenca representou uma transferéncia
de oxigénio 38% maior no biorreator ACC, refletindo numa maior eficiéncia na transferéncia
de oxigénio desse dispositivo em comparacdo com o TAA, quando os dois biorreatores
expuseram as células fungicas ao mesmo nivel de fragmentacéo.

Em estudo de Michelin et al. (2013), também maiores taxa de transferéncia de oxigénio
(kia) foram obtidas em biorreator TAA (30 h%), o que culminou em uma maior producéo de

xilanase por A. niger (9000 U.L?). Quando operados sob condigdes similares de transferéncia
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de oxigénio (kLa=12 h), a producéo de xilanase foi maior no biorreator ACC (7000 U.L™?)
em comparaco a obtida no biorreator TAA (4500 U.L™), sendo tal fato atribuido as diferentes
condicdes de cisalhamento impostas ao microrganismo..

De Jesus, Neto e Maciel (2017) avaliaram os coeficientes volumétricos de
transferéncia de oxigénio (kLa) e as taxas de cisalhamento médias (y,,) em biorreator ACC de
4 LeTAAde 4 L. Observou-se que para valores semelhantes de k.a, o biorreator ACC exibiu
¥:mm Menor em comparacdo ao TAA. No intervalo de condi¢cbes operacionais empregado por
De Jesus; Neto e Maciel (2017), ndo houve um conjunto de condi¢fes operacionais em que as
taxas de cisalhamento médias fossem semelhantes para os sistemas TAA e ACC. No entanto,
a faixa de variacdo de ¢ar utilizada foi estreita no biorreator airlift. Pode-se esperar que caso 0
valor de ¢ar fosse aumentado, os valores de kia e y,, também aumentariam, atingindo uma
condigdo em que a taxa de cisalhamento média no biorreator ACC seria semelhante ou até

superior a observada no biorreator TAA a 400 rpm.

Figura 4.2. Comparacéo da dindmica de fragmentacéo de pellets de A. niger nos sistemas

ACC e TAA operados sob condicdes de cisalhamento semelhantes.
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Para avaliar e comparar os resultados da fragmentacdo de pellets nos diferentes

biorreatores sob diferentes condigdes operacionais foi definido um valor de reducdo do
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tamanho dos pellets ap6s 240 min de fragmentagdo (Afrag, €m %), dado pela Equacéo 4.1. Tal
parametro indica a diminuicdo do diametro equivalente normalizado do pellet, ou seja, um

valor mais alto de Afag estd associado a uma condicdo de cisalhamento mais intensa.

De
Byrag= (1= 5L). 100 (4.1)

eq,0
onde Deg/Deqo € 0 didmetro equivalente do pellet normalizado ao final do ensaio (ap6s 240
min).
A Tabela 4.1 apresenta os resultados de consumo de poténcia (P), fragmentacéo de

pellets (Afrag), eficiéncia de transferéncia de massa (Ewmr), kLa e taxa média de cisalhamento

(yav) sob diferentes condicdes de operacédo dos biorreatores TAA e ACC.

Tabela 4.1. Comparagéo entre as principais variaveis de desempenho dos sistemas TAA e

ACC sob diferentes condic¢Bes operacionais.

Condicdes de P kia Vm (CFD)  Afrag EmTx10°
Ensaio
Operagao (W) (h) (s1) (%) (119)
TAA: 400 rpme 0,4 vvm 5,2 78 33,0 20 4,2
TAA, 600 rpme 0,4 vwm 12,4 115 42,4 42 2,6
ACC, 2 vwwm 0,7 76 19,9 0 31,8
ACC, 5wvvm 1,6 108 27,3 18 18,4

Os resultados (Tabela 4.1) mostram que os valores de y,,, apresentaram correlagdo com
a fragmentacdo experimental dos pellets. Nos ensaios realizados em condi¢cdes semelhantes
de cisalhamento nos dois biorreatores (ensaios TAA: e ACC), as taxas de cisalhamento
médias foram de 33,0 e 27,3 s?, enquanto os valores de Afag foram de 20 e 18%,
respectivamente. O ensaio com maior fragmentacéo de pellets (TAA?) apresentou 0S maiores
valores de y,, € Arag, 42,4 st e 42%, respectivamente. Foi observada uma relagéo linear entre
a fragmentagdo dos pellets e a condicdo de cisalhamento, com boa correlagdo entre as
variaveis (R?=0,97). E importante ressaltar que esse resultado foi obtido com diferentes tipos

de biorreatores e condicGes operacionais, 0 que mostrou que a relagdo entre a taxa de
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cisalhamento e a fragmentacédo dos pellets foi forte e ndo dependeu do dispositivo utilizado
(Figura 4.3).

Figura 4.3. Fragmentacdo dos pellets (Afag) em fungdo da taxa de cisalhamento média (7;,,)

(regresséo linear com R? = 0,97).
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Outro parametro que pode ser analisado para comparar o desempenho de biorreatores
em termos de fragmentacao celular é o consumo de energia (poténcia consumida). Uma das
principais vantagens que o biorreator airlift apresenta em relacao ao tanque agitado e aerado
é a maior relacdo taxa de transferéncia de oxigénio por consumo de energia. O valor da
eficiéncia da transferéncia de massa (Ewmt) foi uma ordem de magnitude superior no biorreator
ACC, em comparacdo com o TAA (Tabela 4.1), independentemente das condicbes de
transferéncia de oxigénio e cisalhamento empregadas. Além disso, a relagdo entre consumo
de energia e kia (Figura 4.4) mostrou que, comparando esses dois biorreatores, operados com
solucdo de goma xantana, o biorreator ACC exigiu um menor consumo de energia para atingir
0 mesmo ki a, quando comparado ao biorreator TAA. De Jesus, Neto e Maciel (2017) também
relataram comportamento semelhante, quando compararam o consumo de energia em fungéo
da vazdo especifica de alimentagdo de ar para quatro diferentes biorreatores operados com

solugdo de goma xantana. Foram obtidas as seguintes faixas de P.\VV* (do maior para o menor):
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250-3300 W.m3 (TAA), 50-800 W.m (ACC agitado), 1-80 W.m3 (CB) e 1-50 Wm™ (ACC).
Como encontrado no presente trabalho, a P.V?! foi uma ordem de magnitude maior no
biorreator TAA, em comparagdo ao biorreator ACC. YAHIRO et al. (1997) avaliaram o
consumo de energia nos dispositivos TAA e ACC em cultivos de Aspergillus terreus para
producio de acido itaconico. A maxima produtividade em acido itaconico foi de 0,48 g.L1.h-
1 'em TAA operado a 400 rpm e 0,5 vwm (P.V1=1180 W.m?®), enquanto que em biorreator
ACC operado a 3 vwm (P.V1=542 W.m®) alcangou-se uma produtividade méaxima em &cido
itacénico de 0,64 g.L*.h™.

Figura 4.4. Consumo especifico de energia (P.V) em funcéo de kia para os sistemas TAA e
ACC operados com solugdo de goma xantana. (m) TAA: 400 a 1000 rpm e 0,4 vwm; (e)
ACC: la5vvm.
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E importante enfatizar que os resultados de fragmentac&o obtidos neste trabalho s&o
validos apenas para pellets de A. niger e ndo devem ser generalizados para outros
microrganismos ou formas morfoldgicas. Os resultados indicaram que o efeito da condicéo
de cisalhamento nas células depende ndo apenas do tipo de biorreator, mas também das

condi¢des operacionais e da espécie e da morfologia do microrganismo. Portanto, as
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condi¢cdes operacionais devem ser avaliadas para cada bioprocesso especifico, a fim de

selecionar o conjunto mais adequado biorreator/condig¢des do cultivo.

4.3. Conclusoes

Em geral, o biorreator airlift de cilindros concéntricos (ACC) apresentou menor
cisalhamento em comparacdo ao biorreator tipo tanque agitado e aerado (TAA). Para um
mesmo valor de kia, o biorreator TAA causou uma fragmentagdo aos pellets 50% superior,
enquanto que para condi¢cdes semelhantes de fragmentacdo, o valor de ki.a foi 38% maior no
biorreator ACC. Além disso, o biorreator ACC mostrou vantagens em termos de consumo de
energia e eficiéncia de transferéncia de massa. Os valores de fragmentacédo dos pellets (Atrag)
obtidos no presente trabalho tiveram forte dependéncia com a taxa de cisalhamento média
estimada por CFD, apresentando os dois parametros uma boa correlagdo linear (R?=0,97). O
fato do biorreator ACC nao ser agitado mecanicamente pode ser 0 motivo para as condicoes
de cisalhamento menos intensas impostas ao microrganismo. Os resultados fornecem
informacGes importantes relacionadas com a fragmentacdo microbiana em diferentes modelos
de biorreatores e devem auxiliar na selecdo do biorreator e nas condi¢des de operacao ideais
para o cultivo de A. niger, um importante microrganismo produtor de enzimas e acidos

organicos.
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CAPITULO 5. Relagao entre a cinética de fragmentac&o de
pellets e a producéo de enzimas celuloliticas por Aspergillus niger

em biorreator convencional com diferentes impelidores

Resumo: O ambiente hidrodinamico nos biorreatores afeta a transferéncia de oxigénio e as
condigdes de cisalhamento durante os cultivos microbianos. Portanto, a avaliagéo do efeito do
ambiente hidrodinamico na morfologia celular pode contribuir para favorecer a producéo de
metabdlitos de interesse. Nessa etapa do trabalho utilizou-se a analise de imagens para
quantificar a fragmentacdo de pellets de A. niger em biorreator convencional operado sob
diferentes condicOes de agitacdo e aeracédo e configuracdes de impelidores, incluindo turbinas
de Rushton e orelhas de elefante, bem como foi avaliada a influéncia do ambiente
hidrodindmico na produgdo de enzimas celuloliticas. Um modelo cinético empirico foi
utilizado para descrever a dinamica da fragmentacéo dos pellets e quantificar as condicGes de
cisalhamento. Os resultados mostraram que a velocidade de agitacdo afetou a dinamica da
fragmentacdo de pellets tanto acelerando quanto aumentando a magnitude da fragmentagéo
celular. As produgdes de endoglucanase e de B-glicosidase exibiram uma relacdo linear com
0 parametro cinético kg, relacionado com a magnitude de fragmentacao dos pellets e, portanto,
com as condigdes de cisalhamento impostas as células. A produgdo de B-glicosidase foi
favorecida sob condicbes de alto cisalhamento, enquanto uma maior producdo de
endoglucanase foi observada em condicGes de baixa fragmentacdo. Tais resultados podem ser
Uteis para definir sistemas e condi¢des operacionais adequados para a producao de metabdlitos
em biorreator convencional, incluindo enzimas, bem como definir condi¢cdes que favorecam

a obtencdo de um coquetel enzimatico especifico.
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5.1. Introducéo

Os fungos filamentosos sdo utilizados em processos biotecnoldgicos ha décadas para
produzir compostos de interesse industrial como antibi6ticos, &cidos organicos e enzimas. Em
cultivos submersos, esses microrganismos geralmente exibem uma morfologia complexa e
que varia durante o ciclo de vida, sendo frequentemente associada a producao de metabolitos
(QUINTANILLA et al., 2015; VEITER; RAJAMANICKAM e HERWIG, 2018). As formas
morfolégicas mais comuns de microrganismos filamentosos sdo pellets, aglomerados
(clumps), hifas ramificadas e hifas isoladas (GRIMM et al., 2005; QUINTANILLA et al.,
2015). A morfologia dos fungos filamentosos tem um grande impacto na produtividade dos
bioprocessos, porém a relacdo entre morfologia e producéo depende do microrganismo e do
produto de interesse, podendo variar até para a mesma especie (VEITER; RAJAMANICKAM
e HERWIG, 2018).

A morfologia fungica é influenciada pela composic¢éo do meio de cultura (AHAMED
e VERMETTE, 2009), concentracdo de esporos (PAPAGIANNI e MATTEY, 2006), pH
(COLIN; BAIGORII e PERA, 2013) e condicdes de operacdo do biorreator (agitacdo e/ou
aeracdo) (LIN; SCHOLZ e KRULL, 2010; YU et al., 2012). As condicdes de agitacdo e
aeracdo nos biorreatores podem ter efeitos diferentes na morfologia dos fungos durante o
cultivo, dependendo se o microrganismo é inoculado como esporos ou células germinadas
(micelio). Lin, Scholz e Krull (2010) observaram que uma condicéo de alta agitacdo levou a
formacdo de pellets durante o cultivo de A. niger inoculado como esporos. O mesmo efeito
foi relatado por Yu et al. (2012) durante cultivo de T. reesei, onde o aumento da velocidade
de agitacdo de 100 para 400 rpm levou a formacéo de pellets maiores. Tal comportamento
pode ser explicado pelo efeito da agitacdo na agregacao de esporos. Por outro lado, quando a
morfologia ja estd formada, a agitacdo impde um ambiente de cisalhamento ao
microrganismo. Justen et al. (1996) inocularam biorreator com micélio e verificaram que a
area dos clumps foi menor em maiores velocidades de agitacdo. Em outro trabalho, Amanullah
et al. (2002) investigaram a influéncia da intensidade de agitacdo na morfologia do fungo
filamentoso Aspergillus oryzae e analisaram como a morfologia afetou a producdo das
enzimas amilase e amiloglicosidase. Foi verificado que a quantidade de hifas ativas era maior
em velocidade de agitagdo menor (525 rpm) enquanto a alta agitacdo levou a diminuicdo de
tamanho devido a ruptura das estruturas. Portanto, a condicdo de agitacdo pode ter um efeito
substancial na morfologia, influenciando tanto a aglomeracdo celular quanto a estrutura

celular ja estabelecida, onde uma forte agitacdo pode levar a efeitos adversos, como ruptura
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da estrutura (VEITER; RAJAMANICKAM e HERWIG, 2018).

O fungo filamentoso A. niger é conhecido principalmente por sua producdo de acidos
organicos (KLAIC et al., 2018) e enzimas como celulases (CUNHA et al., 2015;
VASCONCELLOS et al., 2016). Um coquetel celulolitico eficiente e de baixo custo ainda é
um desafio na industria de etanol de segunda geracdo e derivados, mostrando a importancia
desse campo de pesquisa (ADSUL et al., 2020). A morfologia predominante no A. niger sdo
os pellets, pois seus esporos tendem a aglomerar-se na fase de germinagédo, resultando na
formacdo de pellets (NIELSEN, 1996). Os pellets consistem em aglomerados esféricos
estaveis compostos por uma rede ramificada de hifas, com formas que podem variar de suaves
e esféricos a alongados e "peludos”. Cultivos realizados utilizando microrganismos com
morfologia peletizada tém a vantagem de gerar caldos com menor viscosidade, melhorando a
mistura e a transferéncia de oxigénio. Além disso, pellets facilitam a separacdo do
microrganismo nas etapas a jusante do processo. A principal desvantagem dessa morfologia
é a difusdo limitada de nutrientes, incluindo oxigénio, do caldo de cultura para o centro do
pellet (EL-ENSHASY, 2007; SERRANO-CARREON et al., 2015). Portanto, o controle do
tamanho do pellet pode ser uma estratégia Util para melhorar a producdo de produtos de
interesse como as enzimas.

As condicGes hidrodindmicas nos biorreatores influenciam a morfologia e a saude
estrutural dos microrganismos. Portanto, é importante entender seus efeitos, a fim de
estabelecer condicdes de processo que favorecam a producdo de compostos de interesse
industrial. O objetivo desta etapa do trabalho foi investigar a influéncia das condigcdes
operacionais (agitacdo e aeracdo) e da associacdo dos impelidores (duas turbinas de Rushton
ou dois impelidores tipo orelha de elefante) nas condigdes de cisalnamento do biorreator, por
meio da analise da fragmentacéo dos pellets de A. niger, obtidos por meio da condicdo padréo
(codigo 0 da Tabela 3.2). Um modelo cinético empirico foi ajustado aos valores experimentais
de didmetro equivalente de pellets normalizado (Deq/Deq0) Obtendo-se pardmetros cinéticos
relacionados com as condi¢bes de cisalhamento, representando uma nova abordagem para
andlise de cisalhamento em biorreatores. Os parametros cinéticos da fragmentacdo de pellets
foram correlacionados com a funcdo de dissipacao/circulacdo de energia (FDCE), um
importante parametro de desempenho do biorreator, e com a producdo de duas enzimas
celuloliticas, endoglucanase e B-glicosidase. Desta forma, as condi¢des hidrodindmicas em
biorreatores e a producdo de enzimas celuloliticas, na maioria das vezes estudadas

separadamente, foram avaliadas em conjunto em funcgdo das condic¢Ges de operacgéo e do tipo
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de impelidor em biorreator convencional.

5.2. Resultados e Discussoes

5.2.1. Efeito das condigOes de agitacdo na fragmentacao de pellets

Foram realizados ensaios para avaliar os efeitos das condi¢es hidrodinamicas na
fragmentacdo de pellets em biorreator tanque agitado e aerado com duas diferentes
configuracbes de impelidores, operando em diferentes condigdes de agitacdo. O efeito da
velocidade de agitacdo (N) na fragmentacéo dos pellets foi avaliado sob vazao de alimentacao
de ar de 0,4 vwm, variando os valores de N de 400 a 1000 rpm (Tabela 3.1 — ensaios Al ao
A10). A fragmentagéo dos pellets foi avaliada monitorando-se o didmetro equivalente médio
(Deq) dos mesmos ao longo do tempo, causada pelos efeitos hidrodinamicos sofridos pelos
pellets. A Figura 5.1 mostra os perfis temporais do didmetro equivalente normalizado dos
pellets (Deq/Deq0) No biorreator TAA equipado com as configuragdes de impelidores RT-RT
e EEDP-EEUP (Figura 5.1). A analise estatistica foi realizada calculando-se o desvio padrao
de duas amostras diferentes. Para cada amostra mais de 100 objetos (pellets) foram avaliados.

Para as duas configuracbes de impelidores testadas foram observadas reducdes de
Deg/Deg,0 a0 longo do tempo até que os valores se tornassem constantes apos aproximadamente
2 h. Esse efeito foi observado em todas as frequéncias de rotacdo e configuracbes dos
impelidores, exceto nos ensaios realizados a 400 rpm nas configuracbes RT-RT e EEDP-
EEUP (ensaios Al e A6). Tal comportamento indica que a estrutura do pellet apresentou um
nivel de resisténcia ao campo hidrodinamico imposto. Os resultados também mostraram que,
para ambas as configuracdes de impelidores, quanto maior a velocidade de agitacdo (N),
menor o valor final do didmetro normalizado dos pellets (Deq/Deq0). Por exemplo, para a
configuracdo RT-RT a 400 rpm, apds 4 h o valor final de Deg/Deq o foi cerca de 0,80, enquanto
que a 1000 rpm o valor Deg/Deqo foi de 0,30, 0 que significa que Deq correspondeu a 80 e 30%

do valor inicial (Deq0), respectivamente.
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Figura 5.1. Efeito da velocidade de rotagéo (N) no diametro equivalente normalizado
(Deg/Deq,0) de pellets de A. niger em biorreatores TAA equipados com diferentes
configuracBes do impelidores e operados a uma vazéo especifica de alimentagdo de ar de 0,4
vvm: (a) RT-RT; (b) EEDP-EEUP. As barras de erro representam o erro padrdo de duas

amostras diferentes.
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Outra caracteristica a ser destacada foi que com o aumento de N decresceu a diferenca
entre os perfis de diametro dos pellets. Por exemplo, para a associagdo RT-RT, as faixas de
tamanho de pellets a 800 e 1000 rpm foram muito mais proximas umas das outras do que a
600 e 800 rpm (Figura 5.1a). O mesmo comportamento foi observado para a associagao
EEDP-EEUP (Figura 5.1b). Além do efeito das condicBes de agitacdo no tamanho final do
pellet, o aumento de N fez com que a reducdo do tamanho do pellet se acelerasse. No ensaios
com a configuragdo RT-RT a 600 rpm, o diametro normalizado equivalente (Deg/Deq,0)
diminuiu até 120 min, permanecendo constante a partir desse tempo, enquanto que nos ensaios
com a configuracdo RT-RT a 1000 rpm, o valor final de (Deq/Deq,0) foi atingido em apenas 20
min.

A fragmentacdo de microrganismos filamentosos em biorreatores tem sido
amplamente relatada na literatura. Os resultados mostram que a fragmentacdo depende do tipo
de microrganismo e das condi¢des operacionais utilizadas. Justen et al. (1996) avaliaram a
influéncia das condi¢des de agitacdo produzidas com diferentes impelidores na morfologia de
Penicillium chrysogenum (livremente dispersa e clumps). Em ensaios de curta duracdo (30
minutos) verificou-se que o comprimento total das hifas e a area média projetada (A)
diminuiram com o tempo e com o fornecimento de energia ou poténcia transferida ao caldo
(P). Choy, Patel e Thibault (2011) cultivaram Trichoderma reesei RUT-C30 em sua forma
filamentosa (clumps e hifas) para producéo de proteinas e avaliaram a varia¢do da morfologia
durante o cultivo. Os autores verificaram que nem o tipo de dispositivo de mistura
(impelidores) nem a velocidade de agitacdo (200 a 500 rpm) afetaram area e no perimetro de
cada tipo morfoldgico. A influéncia da agitacdo na morfologia foi observada apenas para a
unidade de crescimento hifal (HGU), que € definida como o comprimento total do
microrganismo individual dividido pelo namero de pontas de hifa, fornecendo uma medida
indireta da ramificacdo da hifa. Paul, Kent e Thomas (1994) avaliaram a fragmentacdo de
hifas na morfologia dispersa do fungo filamentoso Penicillium chrysogenum em um biorreator
convencional (TAA) e sugeriram que a fragmentacdo foi afetada tanto pelas condi¢cdes de
cisalhamento no biorreator, quanto pelo estado fisiol6gico das células e crescimento celular.

No presente trabalho, o fato dos ensaios terem sido realizados durante um curto
periodo de tempo (4 h) permitiu as células manter um alto nivel de salde fisioldgica, além de
evitar a interferéncia de um possivel crescimento celular, como possivelmente ocorrido em
trabalho de Choy, Patel e Thibault (2011). Dessa forma, foi observado apenas o efeito

hidrodinamico na estrutura celular, permitindo que os ensaios fossem utilizados para a
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previsdo do comportamento de fragmentagédo durante cultivos prolongados.

O efeito da velocidade de agitacdo (N) na fragmentacéao celular esta associado a taxa
de cisalhamento (y). Varios estudos relatam a relacdo de proporcionalidade entre y e N em
tanques agitados (aerados ou ndo) equipados com diferentes impelidores (BUFFO et al., 2016;
BUSTAMANTE; CERRI e BADINO, 2013; CAMPESI et al., 2009; KELLY e GIGAS, 2003;
METZ; DEBRUIJN e VANSUIJDAM, 1981):

y & N® (5.1)

onde, de acordo com a literatura, o expoente a apresenta valores variando de 0,232 a 2,954.
Resumidamente, os resultados obtidos aqui mostraram que N afetou a dindmica da
fragmentacdo de pellets de duas maneiras: aumentando a magnitude da fragmentacéo (ki) e
acelerando o processo de dano a estrutura dos pellets (k2). O aumento da fragmentacéo deveu-
se provavelmente ao aumento da taxa de cisalhamento média (ym) e da frequéncia com que 0s
pellets se aproximaram da zona de cisalhamento mais intensa, proxima aos impelidores. No
entanto, é importante enfatizar que a fragmentacdo também depende da fisiologia e do

tamanho do microrganismo.

5.2.2. Efeito das condic¢fes de aeracdo na fragmentacao de pellets

Com relacdo ao efeito da aeracdo, as celulas podem ser danificadas por dois
mecanismos (CHISTI, 1989; OH e NIENOW, 2000; ALRUBEAI e EMERY, 1992). O
primeiro € o dano hidrodindmico causado pelos perfis de velocidade do liquido dentro do
biorreator (taxa de cisalhamento), com as estruturas morfologicas do microrganismo (como
hifas e pellets) expostas a diferentes velocidades locais do liquido, de acordo com seu tamanho
caracteristico. O segundo mecanismo é o dano associado as bolhas de ar, que envolve
interacdes bolha-liquido-célula e estdo associadas a algumas caracteristicas, como a formacao
de bolhas de ar nos orificios dos aspersores, 0 aumento das bolhas ao longo do fluido e a
dinamica de quebra, coalescéncia e ruptura de bolhas na superficie do liquido. O dano causado
pelas bolhas de ar representa um problema mais complexo no cultivo de células de tecido,
devido a auséncia de parede celular nessa estrutura celular. Em cultivos de microrganismos
como fungos, a principal fonte de dano é geralmente o efeito hidrodindmico no biorreator
(CHISTI, 1989; OH e NIENOW, 2000; ALRUBEAI e EMERY, 1992).
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Para avaliar o efeito das condi¢Oes de aeracdo na fragmentacdo dos pellets foram
realizados ensaios variando a vazdo especifica de alimentacdo de ar (0,40 e 1,20 vvm)
utilizando as duas configuracdes de impelidores (RT-RT e EEDP-EEUP). Nos ensaios foi
mantida a velocidade de rotacdo em 600 rpm, representando uma condicdo de agitagédo
moderada. A Figura 5.2 ilustra os perfis temporais do diametro equivalente normalizado dos
pellets (Deq/Deqo) NOS ensaios com biorreatores equipados com RT-RT (ensaios A2 e A3) e
EEDP-EEUP (ensaios A7 e A8), operando com os diferentes valores de ¢ar.

Nos ensaios com impelidores RT-RT ndo houve mudanga significativa na dindmica de
fragmentacdo dos pellets com a alteracdo da vazdo de alimentacdo de ar (Figura 5.2a). Nas
duas condicdes de aeracao (0,40 e 1,20 vwm), o tamanho final dos pellets correspondeu a
aproximadamente 60% do valor inicial e, apos cerca de 120 min, ndo foram mais observadas
alteracdes no didmetro do pellet. Por outro lado, quando utilizada a configuracédo do impelidor
EEDP-EEUP, 0 aumento de ¢ar promoveu uma diminuicao na condigcdo de cisalhamento, uma
vez que os valores finais do didmetro normalizado equivalente dos pellets (Deg/Deqo) foram
iguais a 0,66+0,03 e 0,55+0,03 (Figura 5.2b) nos ensaios a 1,20 vwm (A8) e 0,40 vwwm (A7),
respectivamente. 1sso mostra que a fragmentacdo dos pellets foi menor quando empregada a
maior vazdo especifica de alimentacdo de ar (¢ar). A diferenca no efeito da aeragdo no
cisalhamento em funcdo da configuracdo de impelidores (RT-RT e EEDP-EEUP) esta
provavelmente relacionada ao tipo de padrdo de escoamento imposto ao fluido por tais
sistemas ao microrganismo. Os impelidores RT-RT apresentam um padrdo de escoamento
radial, enquanto os impelidores EEDP-EEUP imp&em um escoamento misto (axial e radial)
ao fluido (BUFFO et al., 2016).

Tal fato pode influenciar principalmente no escoamento dos pellets dentro do
biorreator e com isso gerar as diferencas de cisalhamento. Sabe-se que as maiores taxas de
cisalhamento sdo observadas proximas aos impelidores (LU et al., 2015; SHAMLOU et al.,
1994), assim, uma condi¢do hidrodindmica que dispersa os pellets dessa regido pode ser
vantajosa para evitar sua fragmentacdo. Dessa maneira, uma condi¢cdo de aeracdo mais intensa
pode ter levado a um efeito de inundacdo proximo aos impelidores (BUSTAMANTE; CERRI
e BADINO, 2013), impedindo a aproximacao dos pellets. Uma quantidade maior quantidade
de ar fluindo pela regido préxima aos impelidores pode ter formado uma camada protetora em
torno deles.

Nas duas configuragOes de impelidores, a diminui¢cdo do consumo de energia causada

pelo aumento da aeracdo também pode ter levado a uma menor fragmentacdo. No entanto,
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como o efeito da aeragdo na reducgéo da fragmentacdo foi observado apenas nos impelidores
EEDP-EEUP, provavelmente a mesma estd mais relacionada as caracteristicas especificas

desses impelidores, como discutido anteriormente.

Figura 5.2. Efeito da vazao especifica de alimentacdo de ar (¢ar) no didmetro equivalente
normalizado (Deg/Deg0) de pellets de A. niger em biorreator TAA equipado com diferentes
configuragOes de impelidores: (a) RT-RT; (b) EEDP-EEUP.
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5.2.3 Efeito da configuracdo de impelidores na fragmentacdo dos

pellets

O efeito da configuracdo do impelidor na fragmentacédo dos pellets foi avaliado usando
ensaios conduzidos a 0,40 vvm, variando-se a frequéncia de rotacdo do eixo do agitador de
400 a 1000 rpm. Como mostrado na Figura 5.3 ndo houve diferenca significativa na variacéo
do diametro equivalente dos pellets nas diferentes configuracoes de impelidores. Por exemplo,
apos 4 h dos ensaios realizados a 600 rpm, 0s valores de Deg/Deq,o0 foram 0,59+0,05 e 0,55+0,03
quando utilizada a configuracdo RT-RT (ensaio A2) e EEDP-EEUP (ensaio A7),
respectivamente. Portanto, foi constatado que a 0,40 vwm as condicGes de cisalhamento
impostas aos pellets foram semelhantes nos sistemas com as duas configuracdes de
impelidores.

Considerando o dano dos pellets a 0,40 vwm como Unico critério para selecionar a
configuracdo de impelidores, ndo houve diferenca entre as duas configuragdes avaliadas. No

entanto, tal resultado ndo pode ser generalizado para outras estruturas morfoldgicas, uma vez
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que trabalhos anteriores observaram diferencas entre impelidores, considerando os danos
causados a aglomerados celulares (clumps) (JUSTEN et al. 1996). Além disso, a configuracéo
EEDP-EEUP apresentou vantagem em termos das condicGes de cisalhamento com valores
mais elevados de vazdo de alimentacdo de ar (ensaios A3 e A8, Figura 5.3e). Relacionando
tal condicdo de operagdo (600 rpm e 1,20 vvm) a outros parametros importantes de avaliacdo
do biorreator, como o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) e a eficiéncia
da transferéncia de massa (Ewmr), razéo entre k.a e o consumo de energia, conforme descrito
por BUFFO et al. (2016), verificou-se que o sistema com impelidores EEDP-EEUP
apresentou um valor de kra 122% maior e uma eficiéncia de transferéncia de massa 72%
maior, em comparagéo ao sistema com impelidores turbina de Rushton.

De maneira geral as configuracfes de impelidores apresentaram pouca diferenca na
fragmentacdo de pellets, quando operadas nas mesmas condigdes de agitacdo ou no mesmo
FDCE. O comportamento observado no presente trabalho difere daquele observado nos
estudos de Justen et al. (1996), onde a fragmentacéo dos microrganismos foi afetada pelo tipo
de impelidor. Justen et al. (1996) avaliaram a fragmentacdo de clumps e hifas de P.
chrysogenum em um tanque agitado equipado com diferentes impelidores (turbina de
Rushton, Prochem Maxflow T, hélice marinha, Intermig e turbina de pas - Paddles). Os
autores verificaram que para uma dada condicdo de poténcia transferida por volume de liquido
(P.V1), a fragmentacdo das hifas e clumps foi afetada pelo tipo de impelidor, com os
impelidores tipo turbina de Rushton e turbina de pas ndo causando fragmentacéo significativa
ao microrganismo, engquanto a turbina de ldminas inclinadas causou 0 maior dano as estruturas
morfologicas. Uma possivel explicacdo para a diferenca entre esses resultados pode ser 0s
diferentes tamanhos e morfologias dos microrganismos estudados. No presente trabalho,
foram utilizados pellets macroscopicos com didmetro inicial de aproximadamente 800 pum,
enquanto Justen et al. (1996) analisaram a fragmentacao usando clumps de aproximadamente
200 um, um tamanho caracteristico quatro vezes menor. Além disso, houve diferencas nas
estruturas morfolégicas dos pellets e clumps, bem como nas fisiologias dos fungos
filamentosos.

Sabe-se que o tamanho das estruturas celulares € influenciado pelos efeitos de
cisalhamento de acordo com a escala de Kolmogorov (A). A teoria de Kolmogorov (1991)
estabelece que estruturas morfoldgicas (ou células) maiores que a microescala de turbuléncia
sdo danificadas pela micro turbuléncia, com a probabilidade de os danos serem maiores

conforme o tamanho da estrutura morfoldgica aumenta. BUFFO et al. (2016) estimaram a
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microescala de turbuléncia em um biorreator convencional equivalente ao utilizado no

presente estudo, obtendo valores variando de 20 a 60 um na mesma faixa de condi¢des

operacionais. Como o tamanho do pellet (800 um) corresponde a estruturas maiores que a

microescala de turbuléncia (L), os pellets foram afetados pelas condi¢des de cisalhamento,

com a magnitude do dano dependente da estrutura fisiologica dos pellets.

Figura 5.3. Efeito da configuracdo de impelidores no diametro equivalente normalizado

(Deg/Deg,0) de pellets de A. niger em biorreator tanque agitado e aerado operado sob

diferentes condicGes de agitacdo e aeracao.
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5.2.4. Mecanismo de fragmentacao dos pellets

Shamlou et al. (1994) propuseram dois tipos principais de tensdo que atuam em
microrganismos filamentosos em biorreatores, a saber, a tensdo devido a forcas paralelas a
superficie da particula (tensdo de cisalhamento, 1) e a tensdo devido a forcas normais a
superficie da particula (tensdo normal). Segundo os autores, a predominancia de um tipo
particular de tensdo depende do tamanho caracteristico das particulas (L) e do tamanho da
microescala de Kolmogorov (). Portanto, para L<<A, a desintegra¢do das células fingicas
ocorre predominantemente pela acao do estresse de cisalhamento (1), enquanto que para L>>A,
a desintegracdo celular ocorre principalmente devido a forcas normais. Para L=\ a
desintegracédo ocorre devido a forgas normais e de cisalhamento em conjunto.

A Figura 5.4 mostra como a fragmentacdo dos pellets ocorreu sob as diferentes
condicdes de agitacdo (N). Pode ser visto que houve a ocorréncia de ambas as tensdes, normais
e de cisalhamento. Nas menores velocidades de agitacdo (400 rpm), o diametro do pellet
diminuiu de maneira mais uniforme e suave, com predominancia de forcas de cisalhamento.
Em velocidades mais altas (800 e 1000 rpm), houve uma diminui¢do abrupta do diametro
equivalente dos pellets (Deg/Deqo), resultante da quebra em fragmentos menores,
provavelmente devido a acdo de tensdes normais. Essa hipdtese foi reforcada pela relacéo
entre o tamanho caracteristico dos pellets (L) e o valor da microescala de Kolmogorov (1)
para cada condicdo de agitagdao. A microescala de turbuléncia (1) tende a diminuir quando a
velocidade de agitacdo aumenta (BUFFO et al., 2016). Portanto, o valor da microescala de

Kolmogorov foi maior a 400 rpm, com A>60 pum et al., 2016), valor mais proximo de L que,
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de acordo com a teoria, deve estar associado a acao das forcas normal e de cisalhamento. Por
outro lado, a 1000 rpm o valor da microescala de turbuléncia é menor, com A podendo chegar
a 20 um (BUFFO et al., 2016), o que fez com que a diferenga entre os valores de A ¢ L fosse
maior (L>>)) e, consequentemente, a microescala de turbuléncia atuasse na direcdo das
particulas, perfurando-as e assim causando a fragmentag&o.

Para analisar a fragmentacédo dos pellets, a morfologia foi classificada de acordo com
o diametro equivalente das mesmas. As seguintes classes foram estabelecidas:

- Class | = pellets maiores: Deg>1,0 mm

- Class Il = pellets menores: 0,5<Deg<1,0 mm

- Class 111 = fragmentos maiores de pellets: 0,2<Deq<0,5 mm

- Class IV > fragmentos menores de pellets: Deg<0,2 mm

Com base nessa classificacdo, quantificou-se a porcentagem de pellets que sofreram
fragmentacéo ou a porcentagem de pellets que permaneceram praticamente intactos, para cada
condicao operacional e sistema de impelidores. A Figura 5.5 mostra os perfis de distribuigdo

percentual das classes, para cada configuracdo de impelidor e condicéo de agitacéo e aeracéo.
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Figura 5.4. Perfil da fragmentacdo dos pellets ao longo do tempo para o ensaio com
configuracdo de impelidores RT-RT operada a 0,4 vvm e em diferentes

condigdes de agitacdo (N).
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Figura 5.5. Perfis temporais das distribuicdes percentuais de cada classe de pellets durante
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(d) RT-RT: 800 rpm e 0,40 vwm (i) EEDP-EEUP: 800 rpm e 0,40 vwvm

-
N
o

=

o

=)

[ ]<02mm[]0,2-0,5 mm [ 0,5-1,0 mm [ > 1.0 mm [ 1<0,2mm[]0,2-0,5 mm 2 0,5-1,0 mm [EH > 1,0 mm

=
o
o

=
o
o

@

o
[oc}
o

N
o

N

o

Porcentagem de elementos (%)
N D
o o

Porcentagem de elementos (%)
(2]
o

N
o

o

0 20 40 60 120 180 240 - 0 20 40 60 120 180 240
Tempo (min) Tempo (min)
(e) RT-RT: 1000 rpm e 0,40 vwm (j) EEDP-EEUP: 1000 rpm e 0,40 vwm
120 120

[ J<0,2mm[]0,2-0,5 mm [ 0,5-1,0 mm [H > 1,0 mm
100 R

[ ]<0,2mm[]0,2-0,5 mm [ 0,5-1,0 mm [ > 1,0 mm
100 B

60

IS
o
I
o

Porcentagem de elementos (%)
Porcentagem de elementos (%)
(2]

o

N
o
N
o

0 20 40 60 120 240 0 20 40 60 120 240
Tempo (min) Tempo (min)

A analise dos perfis de distribuicdo das classes de pellets (Figura 5.5) mostrou que a
velocidade de agitacdo (N) foi a variavel com maior influéncia na fragmentacdo dos pellets.
A 400 rpm (Figuras 5.5a e 5.5f), os ensaios comecaram com 80% dos pellets exibindo
tamanhos maiores que 0,5 mm (correspondendo as classes | e 1l). Apos 4 h (240 min) de
experimento, a proporcao de pellets nessa faixa de tamanho diminuiu para aproximadamente
60%. Por outro lado, nos ensaios realizados a 1000 rpm (Figuras 5.5e e 5.5j), a populacédo
inicial apresentava cerca de 90% dos pellets com diametros equivalentes correspondentes as
classes I e Il (tamanhos maiores que 0,5 mm), enquanto que no final dos experimentos houve
uma diminuicdo de Deq abaixo de 10% do valor inicial.

Frequéncias de rotacdo de 400 e 1000 rpm definem condigdes com baixo e alto niveis
de fragmentacdo, respectivamente. A 400 rpm, a resisténcia do pellet pareceu ser suficiente

para evitar a fragmentacéo, resultado que fez com que a maioria dos pellets permanecesse
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intactos, independentemente da configuracdo de impelidor empregada. A 1000 rpm, a
condigéo de cisalhamento no biorreator foi muito mais intensa, resultando em uma reducéo
substancial da populacdo de pellets j& nos primeiros 20 minutos do ensaio nas duas
configuracOes de impelidores utilizadas. Como essas condi¢des operacionais representaram
0s extremos em termos de fragmentacgéo dos pellets (pouca e alta fragmentacéo), ndo foram
observadas diferencas entre as configuracdes de impelidores, confirmando os resultados
anteriores.

No ensaio a 800 rpm (Figuras 5.5d e 5.5i), a configuragdo EEDP-EEUP causou menos
fragmentacdo do que a configuragdo RT-RT. Ap6s 20 min, a propor¢do de pellets
correspondentes as classes | e 1l foi de quase 60% com a configuracdo EEDP-EEUP, enquanto
um valor de 40% foi obtido com a configuracdo RT-RT. No final do ensaio (4 h), as
porcentagens de pellets foram semelhantes para as duas configuracdes de impelidores.
Quando a configuragdo EEDP-EEUP foi empregada, ainda foi possivel observar pellets da
classe I, enquanto nenhum pellet desta classe foi observado quando empregada a configuracéo
RT-RT. Portanto, a taxa com a qual a fragmentacdo ocorreu foi mais lenta com a configuracéo
EEDP-EEUP do que com a RT-RT, embora a magnitude final do cisalhamento tenha sido
parecida. Outro ponto a ser observado € que a 400 rpm (Figuras 5.5a e 5.5f), os pellets
permaneceram praticamente na mesma faixa de tamanho (classes | e Il), mostrando que os

mesmos foram menos afetados pelo estresse normal, que provoca a ruptura abrupta dos pellets.

5.2.5. Cinética da fragmentacdo hidrodinamica de pellets e relacéo

com a producédo de enzimas celuloliticas

Apos investigacdo da dinamica de fragmentacdo de pellets para cada configuracdo de
impelidores e condi¢cdes de operacdo, 0 modelo descrito pela Equacao 3.4 foi ajustado aos
dados experimentais do didmetro equivalente normalizado (Deq/Deg0) em fungdo do tempo de
ensaio, para a estimativa dos parametros cinéticos ki (porcentagem de reducdo do diametro
equivalente Deq em relagdo ao valor inicial, Deqo) € kz (constante de velocidade de redugdo de
Deg). Portanto, valores mais altos de ki e ko indicam, respectivamente, danos maiores e mais

rapidos aos pellets.

24 = 1— k- (1= e~F2t) (3.4)

Dego
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O modelo se ajustou adequadamente para todas as condi¢des experimentais testadas,
com valores de R? superiores a 0,98 para todas as condi¢ces experimentais (Tabela 5.1). Um
exemplo do ajuste do modelo aos pontos experimentais pode ser visualizado na Figura 5.6,
para a condicdao de 600 rpm e 0,4 vwvm.

Figura 5.6. Ajuste do modelo proposto aos pontos experimentais.
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A Tabela 5.1 também apresenta os resultados do consumo especifico de energia (P.V"
1, funcéo de dissipacgdo/circulacdo de energia (FDCE), parametros de cisalhamento (ki e k»)
e os valores normalizados de producédo de enzimas para as condigdes experimentais estudadas.
Os valores de producdo da enzima foram normalizados em relacdo ao valor mais alto de
producdo (variando de 0 a 100%).

Justen et al. (1996) também propuseram o uso da funcdo de dissipacdo-circulacdo de
energia (FDCE) para relacionar com a fragmentacdo de hifas e aglomerados em diferentes
escalas de biorreatores equipados com diferentes impelidores, obtendo-se uma excelente
correlacio entre esses parametros. E importante determinar e analisar varios parametros de

desempenho do biorreator, pois eles podem fornecer informac6es sobre a dindmica dos fluidos
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e as condi¢cdes de cisalhamento, além de servirem como critério de aumento de escala

(HARDY et al., 2017). Variaveis como a velocidade da ponta do impelidor, poténcia

especifica transferida ao liquido (P.V™') e o FDCE podem ser usadas para serem relacionadas

com grandezas como a velocidade especifica de crescimento celular, viscosidade aparente do

caldo e morfologia do fungo. Dentre todos os parametros de desempenho do biorreator, Hardy

et al. (2017) observaram que o FDCE apresentou as melhores relagbes com a velocidade

especifica de crescimento celular, viscosidade aparente e morfologia do fungo T. reesei, sendo

esse parametro utilizado com sucesso para aumento de escala de biorreatores. Os valores de
FDCE relatados por Hardy et al. (2017) foram maiores (entre 100 e 1000 kwW.m3.s?) do que

0s observados no presente estudo, o que pode ser explicado pelas maiores condicbes de

agitacdo utilizadas nos experimentos (800-1600 rpm).

Tabela 5.1. Parametros cinéticos de cisalhamento (ki e kz), hidrodinamicos (P.V7?, tce

FDCE) e producao normalizada de enzimas (endoglucanase, EG, e B-glicosidase, p-G ) em

funcédo da configuracdo de impelidores e das condigcdes de operacdo (N e dar).

Configuracao de

] pP.v1 tc FDCE k1 k2 R?2 EG® B-GP
Impelidores
N (rpm) - ¢ar (Wm) — (KW.m®) () (kW.m?s?) () () () (%) (%)
RT-RT: 400 - 0,40 1,1 1,81 5,3 0,20 033 099 71 60
RT-RT: 600 - 1,20 2,7 1,43 17,1 0,42 433 0,98
RT-RT: 600 - 0,40 3,1 1,34 21,1 042 683 099 35 53
RT-RT: 800 - 0,40 7,3 1,29 51,2 063 733 098 0 100
RT-RT: 1000 - 0,40 12,2 1,26 88,2 0,68 20,50 0,99
EEDP-UP: 400 - 0,40 0,9 1,37 5,0 0,17 3,17 0,98 100 56
EEDP-UP: 600 - 1,20 2,4 1,25 15,1 0,34 2,67 0,99
EEDP-UP: 600 - 0,40 2,7 1,29 16,4 047 6,67 099 33 77
EEDP-UP: 800 - 0,40 5,8 1,17 38,9 062 467 099 O 84
EEDP-UP: 1000 - 0,40 10,3 1,14 71,0 0,64 13,17 0,99

EG?: Atividade de endoglucanase em valores relativos ao maior valor.

B-GP: Atividade de B-glicosidase em valores relativos ao maior valor.

Os valores de ki e ko mostraram uma tendéncia de aumentar com o aumento da

frequéncia de rotagdo (N) e da funcéo de dissipacdo/circulacdo de energia (FDCE). Tanto N
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quanto FDCE esté&o relacionados com a fragmentacéo dos pellets, tendo efeitos positivos. O
valor de ki foi semelhante nas duas configurages de impelidores, exceto nos ensaios
realizados a 1,20 vvm, onde os impelidores EEDP-EEUP apresentaram menor cisalhamento,
com um valor de ki aproximadamente 20% menor. Os resultados também mostraram que o
efeito de agitagdo foi ligeiramente menor para 0s impelidores orelha de -elefante,
principalmente nas frequéncias de rotacdo mais altas. Esse comportamento foi refletido na
constante k», cujo valor a 800 rpm foi aproximadamente 36% maior para a configuragdo RT-
RT. Tal comportamento esté relacionado com o observado para os valores do FDCE, onde foi
observada maior diferenca entre as duas configuracbes de impelidores nas condicdes de
agitacdo mais intensas (maiores N), confirmando que ha uma forte relacdo entre o FDCE e a
fragmentacdo dos pellets. As regressdes realizadas entre os parametros de fragmentacéo de
pellets (ki e k) e 0 pardmetro de desempenho do biorreator (FDCE) mostraram relagdes claras
(Figura 5.7a e 5.7b). Além disso, os erros méedios dos pardmetros foram inferiores a 3 e 13%
para ki e ko, respectivamente e todos ajustes apresentaram um R? bastante satisfatorio.

As boas correlagdes entre os parametros cinéticos de cisalhamento (ki e ko) e FDCE
mostram que este pode ser um parametro satisfatorio de desempenho para prever a
fragmentacdo de pellets de A. niger. Observa-se uma relacdo hiperbdlica entre k1 e FDCE
(R?=0,96, Figura 5.7a), enquanto uma dependéncia linear foi observada entre k, e FDCE
(R?=0,87, Figura 5.7b). A correlagdo hiperbélica de ki indica a ocorréncia de uma "saturago”
da fragmentacdo de pellets, considerando o tamanho final do pellet relacionado com o
parametro ki). Isso significa que para valores de FDCE superiores a 40 kW.m3s?,
praticamente nenhuma variacdo na fragmentacéo de pellets é observada, uma vez que houve
apenas um ligeiro aumento de k1. Por exemplo, para se atingir 90% do valor maximo de ki,
seria necessario um FDCE de 135 kW.m3.s, um valor 70% superior ao valor mais alto de
FDCE encontrado experimentalmente. Portanto, mesmo para cultivos onde as condicGes de
cisalhamento sdo favoraveis, ndo seria interessante aumentar tanto o fornecimento de energia.
Também, é importante observar que as correlacbes foram estabelecidas com base nos
resultados obtidos para as duas configuracGes de impelidores, mostrando que o FDCE pode

ser usado como um parametro de desempenho representativo no biorreator.
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Figura 5.7. Relagdes entre os parametros de cisalhamento (ki e kz) e fungéo de
dissipacao/circulacdo de energia (FDCE): (a) k1 em funcéo de FDCE; (b) k2 em fungéo de
FDCE. (c) Atividade enzimatica normalizada de endoglucanase ¢ B-glicosidase em funcéo

do parametro de cisalhamento ki.
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A fim de avaliar o efeito da fragmentacdo dos pellets na producdo de enzimas
celuloliticas, foram realizados cultivos utilizando as duas configurac6es de impelidores sob
condicdes operacionais especificas. Os resultados maximos de producdo de enzimas foram
normalizados em relacdo aos valores maximos obtidos em determinada condicéo e para cada
enzima (Tabela 5.1), uma vez que o principal objetivo do trabalho foi analisar os impactos da
morfologia gerado pelo ambiente hidrodindmico do biorreator (condicGes de cisalhamento)
na producdo das enzimas. No caso da endoglucanase, ndo foi observada producdo a 800 rpm
nas duas configuracdes de impelidores estudadas, indicando que as condi¢bes de cisalhamento
fragmentaram fortemente os pellets, impedindo a producdo de tal enzima (Tabela 5.1). Os
maiores valores de producédo de endoglucanase foram obtidos na menor condicéo de agitacédo
(400 rpm) com a configuracdo EEDP-EEUP fornecendo o valor mais alto, usado como
referéncia (Tabela 5.1). Quando a configuracdo EEDP-EEUP foi operada a 400 rpm, foi
necessario um aumento nas condicdes de aeracdo para evitar uma baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido. Curiosamente, comportamento oposto foi observado na produgdo de -
glicosidase, com maiores valores de producdo alcancados em condices de agitacdo mais
altas. A maior produgdo de B-glicosidase foi observada na configuragdo RT-RT a 800 rpm,
que exibiu fragmentacdo dos pellets um pouco maior do que a observada com os impelidores
EEDP-EEUP a 800 rpm (Figuras 5.5e e 5.5f).

Foi possivel observar uma relacdo linear entre o parametro cinético ki e a producéo de

enzimas endoglucanase e p-glicosidase (Figura 5.7c). Valores mais altos de ki, associados a



117

condicdes de cisalnamento mais altas e morfologia mais fragmentada (Figura 5), levaram a
uma menor producdo de endoglucanase. Por outro lado, para a produgdo de -glicosidase, um
valor mais alto de ki foi associado a maior producdo dessa enzima (Figura 5.7c).

Em resumo a fragmentacdo dos pellets na producdo de enzimas celuloliticas revelou
comportamentos opostos para as duas enzimas, em funcdo do parametro cinético ki (Figura
5.7¢). A produgéo de endoglucanase foi favorecida em condiges mais suaves de cisalhnamento
(valores mais baixos de k1), enquanto a producdo de B-glicosidase aumentou em condicGes
mais intensas de cisalnamento (valores mais altos de k1). Um maior cisalhamento levou a um
aumento da fragmentacéo do pellet, com a morfologia do A. niger mudando de pellets para
hifas dispersas, possivelmente contribuindo para a maior produgdo de B-glicosidase. Para
ambas as enzimas (endoglucanase e -glicosidase), a producao exibiu uma boa relacao linear
com k1. Por outro lado, ndo foi observada correlacéo clara entre a producéo das enzimas e 0
parametro cinético k2, 0 que mostra que a producao foi afetada principalmente pela magnitude
do cisalhamento, representada por ki, e ndo pela velocidade da fragmentacdo, representada
por ko. Tal comportamento sugere que as possiveis razdes para a relagdo entre producéo e
cisalhamento s&o a inativaco dos pellets ou a alteragdo morfoldgica. E importante destacar
que a morfologia também foi monitorada durante os cultivos de producéo de enzimas. A partir
dos resultados foi possivel observar que a maior mudanga morfolégica ocorre, de fato, no
inicio do cultivo, devido a acdo das condicdes operacionais do biorreator.

A associacdo direta entre um parametro morfoldgico ou de cisalhamento e a producéao
de um produto de interesse nédo é facil de ser estabelecida, existindo poucas informacdes na
literatura. Diferentes condic6es de cisalhamento, principalmente relacionadas a alteracdes na
taxa de dissipacdo/circulacdo de energia (FDCE), podem afetar a producdo de enzimas
celuloliticas de diferentes maneiras. Até onde se sabe, esse comportamento ndo foi relatado
anteriormente. Estudos anteriores geralmente mostram que condi¢cBes menos intensas de
cisalhamento levam a uma producao enzimatica superior. Em cultivos de A. niger, CUNHA
et al. (2015) observaram que a menor velocidade de agitacéo testada (400 rpm) proporcionou
maior producdo de endoglucanase em cultivo em biorreator convencional com agitacdo
realizada por duas turbinas de Rushton. Lan et al. (2013) observaram maior producdo de
endoglucanase (EG Il) e celobio-hidrolase (CBH I1) em reator de leito fibroso, fato que foi
atribuido a condig@o de menor cisalhamento obtido nesse sistema. Patel et al. (2009) também
encontraram atividades mais altas de FPase sob condi¢cdes mais brandas de agitacdo (menor

tensdo de cisalhamento, 1), em cultivos relizados em dois tipos de biorreatores (convencional
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e de placa). Com relagdo a producdo de endoglucanase, pode-se notar que os resultados
relatados na literatura estdo de acordo com os observados no presente trabalho. No entanto,
até o momento nenhum trabalho de literatura relacionou a produgdo de B-glicosidase as

condicdes de cisalhamento.

5.3. Conclusdes

A velocidade do impelidor (N) e a taxa de dissipacéo/circulacéo de energia (FDCE)
tiveram uma forte influéncia na fragmentacdo dos pellets de A. niger em biorreator tanque
agitado. Sob condigdes de agitacdo mais intensa, a configuracdo de impelidor EEDP-EEUP
pareceu ser ligeiramente menos cisalhante do que a configuragdo RT-RT. Um modelo cinético
empirico foi proposto para descrever o efeito das condi¢des de cisalhamento na fragmentacéo
de pellets, fornecendo valores de parametros que foram correlacionados com sucesso a
producéo de enzimas celuloliticas. Para ambas as associa¢6es de impelidores, uma velocidade
de agitacdo mais alta (800 rpm) causou maior fragmentacdo dos pellets, aumentando a
produgdo de B-glicosidase. No entanto, a producédo de endoglucanase foi favorecida em cultivo
empregando uma velocidade de agitacdo mais baixa (400 rpm), o que levou a uma menor
fragmentacdo dos pellets. Os resultados do presente trabalho fornecem um guia para avaliacéo
dos efeitos da morfologia e do cisalhamento de microrganismos na producdo de outros
produtos microbianos, auxiliando na selecéo da configuracdo de impelidores e das condicbes
operacionais em biorreatores convencionais, com base na condi¢do de cisalhamento ou

morfologia desejadas.
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CAPITULO 6. Engenharia morfoldgica para expressio dirigida

de enzimas celuloliticas por Aspergillus niger

Resumo: Nessa etapa do trabalho o foco é a morfologia microbiana, sendo essa uma
ferramenta que pode ser usada para direcionar a expressdo e secre¢do de proteinas em fungos
filamentosos, como por exemplo Aspergillus niger. Tal fato tem um significado particular
pratico na produgdo de endoglucanases e [-glicosidases, nas quais a secrecdo de
endoglucanase foi favoravel em condi¢cBes de menor agitacdo e morfologia pelletizada e a
secreg¢do de B-glicosidase favoravel em morfologia dispersa. Em condi¢es mais comuns de
cultivo, o fungo filamentoso A. niger cresce de forma predominantemente pelletizada. A
mudanca morfolégica de tal fungo, de pelletizada para dispersa, obtida pela acdo do
cisalhamento ou pela agdo conjunta de uma diminui¢do no pH e aumento na concentragdo de
esporos, dirigiu a expressao de proteinas de favoravel a endoglucanase para favoravel a B-
glicosidase. Além disso, foi possivel quantificar a mudanca morfologica provocada por
diferentes condicdes de pH e concentracdo de esporos atraves da proposicdo de um modelo
que aponta para condi¢cdes que resultam em determinada morfologia e, consequentemente, em
alta seletividade para produgdo de endoglucanase ou B-glicosidase pelo microrganismo. Tal
caracteristica pode ser valiosa na obtencdo de proporcdes desejadas dessas enzimas, em
formulagdes controladas de caldos de fermentacao ricos em endoglucanase ou -glicosidase,
gerados em biorreatores separados e, em seguida, combinados nas proporc¢des desejadas,
maximizando assim a producao enzimatica in house, com a vantagem da utilizacao de apenas
um microrganismo, o A. niger. Portanto, o presente trabalho identifica condicdes que
direcionam a expressdo de enzimas por A. niger para produgdo de endoglucanase ou [-
glicosidase e propoe um modelo que relaciona o rendimento de tais enzimas em funcdo da
morfologia do fungo, fornecendo uma ferramenta de engenharia bastante Gtil para producéo

das mesmas.

Palavras-chave: Engenharia morfoldgica, enzimas, (hemi) celulases, fungos filamentosos, A.

niger.
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6.1. Introducéo

Uma economia mundial de base bioldgica estd emergindo em resposta aos desafios
globais e ambientais. Associado a isso, tem-se a necessidade de reduzir a dependéncia em
relagdo a produtos baseados em fontes fosseis. A Unido Europeia, por exemplo, tem o objetivo
ambicioso de produzir 30% de todos os produtos quimicos e materiais industriais baseados
em materiais renovaveis e/ou bioprocessos até o ano 2030 (ZENG, 2019). Uma grande
variedade de produtos de base biolégica é geralmente produzida industrialmente em
biorreatores por culturas submersas de microrganismos filamentosos. Esses exibem um
comportamento morfoldégico complexo, com formas morfoldgicas classificadas em pellets,
clumps e micélio disperso, que inclui hifas ramificadas e isoladas (QUINTANILLA et al.,
2015).

Do ponto de vista da engenharia de bioprocessos, a morfologia microbiana e as formas
de crescimento tem um impacto importante nas condi¢des internas do biorreator, como
reologia do caldo, transferéncia de oxigénio e condigdes de cisalhamento, que por sua vez
estdo intimamente ligadas a eficiéncia de producdo no biorreator (EL-ENSHASY, 2007,
KRULL et al., 2013; SERRANO-CARREON et al., 2015). O contrario também ocorre, ou
seja, o biorreator e os impelidores podem influenciar a morfologia e o crescimento dos fungos,
principalmente devido as condi¢des de cisalhamento e transferéncia de oxigénio (BUFFO et
al., 2016; JUSTEN et al., 1996). Portanto, manipular a morfologia do microrganismo continua
tendo consideravel interesse no aumento da producdo de importantes produtos de base
biolégica (MCINTYRE, 2001; VEITER; RAJAMANICKAM e HERWIG, 2018).

Relatos da literatura demonstram diferentes méetodos para modificar a morfologia de
fungos filamentosos, a fim de melhorar a producéo de um produto especifico desejado. Essas
diferentes ferramentas chamadas de engenharia morfoldgica incluem alterar a concentracéo
de esporos (PAPAGIANNI e MATTEY, 2006) ou o pH do in6culo (COLIN, BAIGORII e
PERA, 2013); alterar a osmolaridade do meio de cultivo ( WUCHERPFENNIG, HESTLER e
KRULL, 2011) e utilizar microparticulas (DRIOUCH et al., 2012; DRIOUCH, SOMMER e
WITTMANN, 2010). Técnicas para modificar a morfologia microbiana geralmente dependem
do tipo de microrganismo e/ou cepa, 0 que traz desafios em relacéo a definicdo de protocolos
para a selecdo de condigcBes apropriadas de bioprocesso ou condigdes especificas para
produtos de base bioldgica.

As enzimas representam um produto de base bioldgica que tem um papel importante

nas indudstrias de alimentos, racdo animal, papel e celulose e na produgdo de bioetanol. Em
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relacdo a producéo de enzimas celuloliticas, a literatura ndo possui consenso sobre qual a
morfologia mais vantajosa. Por exemplo, Ahamed e Vermette (2009) compararam diferentes
meios de cultura para a producéo de celulases por T. reesei, onde cada meio gerou diferentes
macromorfologias dispersas. Os autores concluiram que a morfologia com o maior nimero
de pontas de hifas apresentou os melhores resultados em termos de producéo de celulases.
Entretanto, o maior rendimento em celulases ndo pode ser atribuido apenas a morfologia, uma
vez que 0s meios de cultura foram diferentes. Por outro lado, Callow e Ju (2012) cultivaram
T. reesei em forma de pellets pela adigdo de surfactantes (“rhamnolipid” e Triton X-100),
resultando em um aumento da producéo de celulases em 73%, em comparagao ao cultivo na
auséncia de surfactantes e morfologia predominantemente dispersa. Mais recentemente, Dong
et al. (2018) usaram microparticulas de 6xido de aluminio para alterar a morfologia do fungo
T. viride, reduzindo o didmetro do tamanho de pellets em trés vezes, resultando em um
aumento de 17% na producéo de celulase.

A. niger é outro importante fungo filamentoso utilizado na producdo de celulases.
Além do status “geralmente reconhecido como seguro” (GRAS) pela Administracdo de
Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA), tal fungo é um bom produtor de
endoglucanase, xilanase (CUNHA et al., 2015) e B-glicosidase (VASCONCELLOS et al.,
2016), com o potencial de que uma alteracdo na morfologia possa melhorar a producao dessas
enzimas. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi investigar como uma mudanca na
morfologia de A. niger influenciaria a producdo de enzimas celuloliticas. O inéculo foi
preparado em diferentes condicGes de cultivo, utilizando-se de diferentes concentracdes de
esporos (Ce) e pH, por meio de planejamento experimental fatorial, ferramenta utilizada para
orientar a selecdo de diferentes condicBes. Usando diferentes morfologias de indculo (pellets,
clumps e hifas ramificadas/isoladas) e tipos de impelidores, o microrganismo pode ser
direcionado para produzir seletivamente um tipo de enzima sobre o outro. As formas dispersas
de A. niger podem ser obtidas aumentando, por exemplo, a concentragéo de esporos do indculo
ou aumentando a agitacdo (cisalnamento). No presente trabalho, a obtencdo de uma
morfologia dispersa favoreceu a expressao B-glicosidase em relagdo a enzima endoglucanase,
cuja melhor producdo foi resultante de formas pelletizadas desse fungo. A engenharia
morfoldgica pode ser uma maneira eficaz de melhoria da producdo de enzimas celuloliticas e,
consequentemente, melhorar eficiéncia da hidrolise de materiais celulésicos (SRIVASTAVA
et al., 2019).
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6.2. Resultados e Discussao

6.2.1. Modificacdo do inéculo para obter diferentes morfologias

Um procedimento simples e econdmico para alterar a morfologia dos fungos
filamentosos é alterar o pH ou a concentracdo de esporos. O delineamento fatorial 22 foi
utilizado como ferramenta estatistica para avaliar a variagdo concomitante do pH e da
concentracdo de esporos do indculo para obter diferentes formas morfolégicas. Anteriormente
a analise estatistica, cada classe morfoldgica obtida nos ensaios foi analisada em termos dos
principais parametros morfoldgicos, tais como area projetada e diametro de hifas ou pellets.
A Tabela 6.1 mostra as grandezas caracteristicas medidas ou calculadas para os elementos

(hifas, clumps e pellets) nas diferentes condi¢des de pH e Ce testadas.

Tabela 6.1. Medidas caracteristicas das principais classes morfolégicas (pellets, clumps e

) Porcentagem
Ensaio Ce pH Ap Anmi (=F) Di .
EpmlY) O () D) @) @m0
esp.m 5 (mm mm mm mm mm
(0< AVAT<1)
0 1x10’ 45 0,57 2,27 0,849 100% Pellets 2,27
1 5x10° 20 011 0,34 0,003 39,4 100% Clumps 0,34
5x10* 1,56x10° 0,003 0,2  92% Disperso
2 5x10’ 2,0 9,92x10%
0,41 1,24 0,629 8% Pellets
3 5x10° 6,0 25,4 96,97 5,556 100% Pellets 96,97
1x10® 3,99x10° 0,564 0,5  82% Disperso
4 5%x10’ 6,0 0,18
0,26 1,00 0,003 18% Pellets
5 5%x10° 4,0 11,8 46,37 3,842 100% Pellets 46,37

dispersa) e resposta quantitativa para morfologia ().

As medidas da Tabela 6.1 sdo caracteristicas médias, obtidas para os elementos
morfoldgicos (pellets, clumps e micélio disperso), sendo Ap a area projetada, Di o diametro
das hifas ou dos pellets, ambos obtidos pelo software ImageJ, L o comprimento total de hifas
ou clumps, estimado pela area projetada (Ar), Am € a area molhada ou a area lateral de um
cilindro ou esfera, baseado no volume de uma esfera ou um cilindro.

Com as medidas caracteristicas obtidas e a estimativa da quantidade de cada classe
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morfoldgica presente (Ai/At), foi possivel estimar valores de Y para cada condigdo de cultivo
pela Equacdo 3.5. A Tabela 6.1 também apresenta as morfologias finais obtidas e os valores
do fator Y calculado (Equacdo 3.5) para as diferentes condigcdes de pH e concentragdo de
esporos (Ce), sendo que Y indica uma resposta quantitativa para a morfologia. Para o célculo
do valor de Y foi utilizada a &rea molhada (Awm) como parametro caracteristico e a frequéncia
de casa classe morfoldgica nos ensaios, representada pela razdo entre a area total de um
elemento e a area de todos os elementos (Ai/At). Dessa forma, valores maiores de Y levam a
uma morfologia pelletizada e valores menores a morfologia mais dispersa, isso por que o
tamanho caracteristico de cada elemento morfoldgico possui grandezas diferentes. Além
disso, a Tabela 6.1 traz também os dados obtidos usando uma condicéo padrdo (Cunha et al.,
2015). Os resultados mostram gque uma variedade de diferentes morfologias foi obtida, desde
pellets (ensaios 3 a 5) a clumps (ensaio 1), até morfologia predominante dispersa (ensaio 2).
Uma ilustracdo das diferentes morfologias obtidas em cada condigdo de cultivo pode ser
visualizada na Figura 6.1.

Como previsto, valores mais altos de Y sdo obtidos em ensaios que apresentam
morfologia predominantemente de pellets e valores menores de Y em ensaios com morfologia
predominantemente dispersa (Figura 3.7). Através do procedimento adotado de estabelecer
uma quantificacdo das morfologias foi possivel gerar dados para analise estatistica e
consequentemente obter o grafico de Pareto (Figura 6.2), onde séo apresentados os efeitos das
variaveis pH e concentracgdo de esporos (Ce) na morfologia final obtida. Na Figura 6.2, efeitos
significativos sdo verificados através da linha vermelha tracejada, obtida em um nivel de
confianca de 5%, sendo que valores de efeito absoluto maiores que os demarcados pela linha
vermelha tém significancia estatistica. Analisando o gréafico, observa-se que todos os efeitos

sdo estatisticamente significativos na morfologia, sendo semelhantes em valores absolutos.
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Figura 6.1. Morfologias dos indculos obtidos nas condi¢des detalhadas na Tabela 6.1.

0 —Controle —Pellet 8 mm) 2 —Disperso

5 — Pellet

3 — Pellet

Legenda: Barra de escala das imagens obtidas em camera é de 10 mm, barra de escala das imagens de

estereoscopio é de 500 pum e barra de escala das imagens microscopicas é de 100 pm.

Figura 6.2. Analise dos efeitos das variaveis concentracao de esporos (Ce) e pH na

morfologia fangica ().

CE -28,1
pH +28,0
Cg and pH -28,0
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A concentragdo de esporos tem um efeito ligeiramente maior e negativo. O efeito
negativo indica que um aumento dessa variavel leva a diminui¢do do valor de Y, ou seja,
diminuig&o na escala morfolégica, com o fungo tendendo a crescer mais disperso (Figura 3.7).
Por outro lado, o efeito do pH foi positivo, o que significa que o aumento do pH favorece o
aumento do valor de Y, ou seja, é favoravel a formacgdo de pellets (Figura 3.7). O efeito de
interacdo das duas variaveis também foi significativo e na mesma magnitude daqueles das
variaveis separadamente, mostrando que a estratégia utilizada de alterar o pH e a concentracdo
de esporos conjuntamente foi adequada para se obter uma maior variedade de diferentes
morfologias. A mudanca concomitante de pH e concentracdo de esporos para modificar a
morfologia fangica de A. niger ndo havia sido investigada anteriormente. Papagianni e Mattey
(2006) alteraram apenas a concentracdo de esporos, enquanto Colin, Baigorii e Pera (2013)
alteraram apenas o pH em estudos para producao de acido citrico e enzima, respectivamente.

O mecanismo de formacao de pellets em varias espécies de Aspergillus, incluindo A.
niger, ocorre através da coagulacdo de esporos, que aglutinam e germinam em pellets
(NIELSEN, 1996). Assim, a morfologia de A. niger é geralmente definida no inicio do
processo de cultivo e depende da agregacdo ou ndo dos esporos. Os principais fatores que
influenciam a agregacdo de esporos sdo as forcas que atuam sobre eles, classificadas em
interacdes inespecificas (interacbes eletrostaticas, forcas de van der Waals, repulsdo
eletrostéatica e hidrofobicidade) e interacdes especificas (componentes da parede de esporos)
(ZHANG e ZHANG, 2016). Ambas as variaveis, pH e concentracao de esporos, podem alterar
essas forcas. O pH pode alterar o ponto isoelétrico da solucéo e, consequentemente, alterar a
carga superficial dos esporos, o que interfere em sua atra¢do-repulsdo. O pH também interfere
na hidrofobicidade dos esporos. A concentracao de esporos altera o nimero de elementos em
solucdo, afetando a interacdo esporo-esporo e aumentando ou diminuindo sua atragdo-
repulsdo (ZHANG E ZHANG, 2016).

Com relacdo a influéncia da concentracdo de esporos, os resultados estdo de acordo
com os observados por Papagianni e Mattey (2006), onde os autores cultivaram A. niger em
biorreator tanque agitado e aerado para a producdo de &cido citrico e avaliaram o efeito da
concentracdo inicial de esporos do indculo na morfologia do fungo. Os autores descobriram
que na presenca de valores mais altos de concentracdo inicial de esporos, houve
predominancia da morfologia dispersa, sendo a faixa de concentracdo de esporos usada no
trabalho de 10* a 10° esporos.mL™.

Com relacdo ao pH, os resultados encontrados para o fungo A. niger também
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concordam com os relatos da literatura. Grimm et al. (2005) estudaram a influéncia das
condicOes operacionais (agitacdo e aeracdo) e do pH na agregacdo de esporos de A. niger
durante as primeiras 15 h de cultivo. Observou-se que o didmetro do pellet diminuiu com a
reducdo do pH, ou seja, a agregacdo de esporos foi menor em valores mais baixos de pH,
sendo a faixa de pH estudada de 2 a 8. Tais efeitos observados estdo relacionados a influéncia
do pH no potencial elétrico das superficies dos esporos. Os potenciais zeta medidos foram
negativos para todos os valores de pH, tornando-se ainda mais negativos a medida que o pH
diminuiu, o que, por sua vez, aumentou a repulsao.

Colin, Baigorii e Pera (2013) avaliaram quantitativamente a morfologia das hifas e a
adesdo de esporos de A. niger sob diferentes condicfes de cultivo, além disso, verificaram
como tais parametros afetaram a macro morfologia dos fungos. Os autores notaram que o pH
inicial alterou fortemente a adesdo dos esporos. Em pH 2 foi observada menor adesdo dos
esporos no inicio e durante o cultivo, o que resultou em uma morfologia dispersa. Por outro
lado, com o aumento do pH inicial, a adesdo dos esporos aumentou com o tempo, resultando
em morfologia pelletizada. Nesse caso, o tamanho e a concentracdo dos pellets variaram de
pequenos e em grandes nimeros em pH 3, a grandes e em pequenos nimeros em pH 8.

No presente trabalho, a agregacdo de esporos no inicio do cultivo também foi
determinante para a morfologia. Os cultivos que culminaram em pellets apresentaram um
maior nimero de esporos agregados, enquanto as culturas dispersas exibiram maior dispersao
dos esporos. No entanto, em alguns casos, a mudanca na morfologia ocorreu durante o
crescimento. Vale a pena mencionar novamente que a combinacdo entre pH e concentragédo
de esporos, versus estuda-los separadamente, gerou uma gama mais ampla de morfologias.
No presente estudo, assim como no estudo de Colin, Baigorii e Pera (2013), ndo foi observada
morfologia dispersa alterando-se apenas o pH.

Para a sequéncia do presente estudo, trés diferentes morfologias (pellets/controle:
cddigo 0, clumps: codigo 1 e disperso: codigo 2) foram escolhidas para serem empregadas em
ensaios de producdo de enzimas. O crescimento do indculo foi verificado previamente, uma
vez que cada condicdo apresentava pH e concentracdo de esporos diferentes. Sendo
importante que os trés indculos estivessem em fase de crescimento exponencial e com
concentracdo fungica semelhante, quando utilizados para iniciar a fase de producao, assim os
resultados obtidos teriam uma maior consisténcia. A Figura 6.3 e a Tabela 6.2 mostram 0s
resultados das concentracgdes celular e de glicose ao longo do crescimento do indculo.

Para as morfologias de pellets e dispersa, o tempo de 24 h mostrou-se mais adequado,
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pois nesse tempo o indculo apresentava-se no final da fase exponencial de crescimento e com
aproximadamente 7 g.L? de massa seca. Para a morfologia de clumps, o final da fase
exponencial, que também resultou em uma concentracdo em massa seca de aproximadamente
7 g.L%, foi obtida no tempo de 40 h (Figura 6.3).

Figura 6.3. Concentrac@es de glicose (linha s6lida e simbolo completo) e de células (linha
tracejada e simbolo vazio) ao longo do tempo de crescimento do indculo nas diferentes
morfologias dos fungos.
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Tabela 6.2. Crescimento celular do in6culo com diferentes morfologias.

Ce pH  Massa seca Glicose
Cadigo Morfologia
(esporos.mL?) () (g.LY) (g.L Y

24h  40h 24h 40h

0 Pellet 107 4,5 6,7 7,0 1,0 0,0
1 Clumps 5x103 20 20 71 79 0.2
2 Dispersa 5x107 20 75 79 03 0,0

6.2.2. Producéo de enzimas celuloliticas em frascos agitados

As trés diferentes morfologias dos indculos, pellets/controle (codigo 0), clumps
(codigo 1) e dispersa (cédigo 2) (Tabela 3.2), foram empregadas em cultivos em frascos
agitados a fim de investigar a influéncia da morfologia do in6culo na producéo de quatro
enzimas diferentes (endoglucanase, B-glicosidase, amilase e xilanase). Essas enzimas foram
escolhidas com base em suas importantes aplicagcdes em diferentes tipos de inddstrias, como
alimentos, racdo, téxtil, celulose, papel e, mais recentemente, na industria de etanol de segunda
geracdo (BISCHOF; RAMONI e SEIBOTH, 2016; SRIVASTAVA et al., 2019).

A Figura 6.4 mostra os resultados das atividades enzimaticas apds 24, 48, 72 e 96 h de
cultivo utilizando as diferentes morfologias de in6culo. A maior atividade de endoglucanase
(~900 UL.L™) foi observada com a morfologia pelletizada (Figura 6.4A) quando comparada
as formas dispersas, sendo esse valor cerca de trés vezes maior. Por outro lado, a maior
produgdo de B-glicosidase foi observada no cultivo com morfologia dispersa (Figura 6.4B),
com atividade de pB-glicosidase de 2.300+120 UI.L?, correspondendo a um valor
aproximadamente quatro vezes maior que a forma pelletizada. As outras duas enzimas,
amilase (Figura 6.4C) e xilanase (Figura 6.4D), apresentaram valores de atividade
semelhantes nas diferentes morfologias de indculo testadas, aproximadamente 500 Ul.L? de
amilase e 300 UI.L? de xilanase.

De acordo com a literatura, a morfologia dispersa normalmente favorece a producéo
de enzimas, devido a secrecdo de enzimas ocorrer nas pontas das hifas (EL-ENSHASY, 2007;

ROBSON et al., 2008). Tal fato pode ter contribuido para a maior producdo de B-glicosidase.
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No entanto, observou-se maior produgdo de endoglucanase quando empregado inéculo com
morfologia de pellets. Uma possivel explicacdo para a menor producdo de endoglucanase na
morfologia dispersa € o fato dessa morfologia gerar caldo com maior viscosidade aparente, 0
que prejudica a transferéncia de oxigénio para a fase liquida (CERRI e BADINO, 2012).
Como em frascos agitados a transferéncia de oxigénio é limitada, isso pode ter contribuido
para diminuir a producdo dessa enzima. O fato da quantidade de oxigénio dissolvido
possivelmente afetar apenas a producdo de endoglucanase indica que essa enzima € mais
dependente desse nutriente para sua producéo.

A concentragdo de P-glicosidase foi semelhante a valores considerados altos
encontrados na literatura. Por exemplo, Zhao, Deng e Fang (2018) obtiveram produgao de B-
glicosidase de 1.930+280 UlL.mL™ em cultura mista de T. reesei e A. niger geneticamente
modificados. Outra observacgdo interessante € que as enzimas estudadas tiveram tempos de
secrecdo diferentes ao longo do cultivo. Por exemplo, a endoglucanase (Figura 6.4A) teve seu
pico de producdo nas primeiras 24 h de cultivo, enquanto a B-glicosidase teve o pico de
producéo no final do cultivo (96 h) (Figura 6.4B). Tal resultado n&o foi surpreendente, levando
em consideracdo que a endoglucanase atua sinergicamente primeiro que a B-glicosidase na
hidrolise de materiais lignocelulésicos (JUTURU e WU, 2014). O mesmo comportamento foi
também observado em outros estudos. Li et al. (2017) observaram um pico de producéo de
endoglucanase por T. reesei em 120 h de cultivo, enquanto o pico de produgéo de B-glicosidase
ocorreu em 168 h de cultivo, quando se utilizou também lactose como indutor. Anteriormente,
Gaikwad e Maheshwari (1994) observaram que a endoglucanase era secretada primeiro que a
B-glicosidase no cultivo de Sporotrichum thermophile. Endoglucanase foi secretada na fase
de crescimento celular e com a utilizagdo de celulose, enquanto a produgido de B-glicosidase
mostrou um comportamento distinto, qual seja, a expressdo ocorreu apos a utilizacdo da
celulose e aumentou progressivamente com o inicio da autOlise da hifa. O mesmo
comportamento foi observado em cultivos com lactose, os quais indicaram uma relacéo causal

entre a autdlise dos micélios e a liberagdo da B-glicosidase.
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Figura 6.4. Atividades enziméticas ao longo de cultivos de A. niger em frascos agitados a

32 °C e 200 rpm com diferentes morfologias de indculo (pellets, clumps e dispersa): (a)

endoglucanase, (b) B-glicosidase, (c) amilase e (d) xilanase.
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6.2.3. Producéo de enzimas celuloliticas em biorreator com diferentes associagdes

de impelidores

Para confirmar os resultados obtidos em frascos agitados e como forma de aumentar a
producédo de enzimas com as trés diferentes morfologias (pellets, clumps e dispersa), foram
realizados cultivos em batelada em biorreator convencional com diferentes associacdes de
impelidores. Apenas as produgdes de endoglucanase e f-glicosidase foram analisadas, uma
vez que essas enzimas apresentaram resultados mais expressivos em frascos agitados, com
comportamentos opostos em relagdo & morfologia do indculo. A Tabela 3.3 mostra as
condicOes experimentais empregadas nos cultivos. As Figuras 6.5A e 6.5B mostram as
atividades de endoglucanase ¢ B-glicosidase maximas obtidas, respectivamente, sob diferentes
condicdes de cultivo.

Comrelacéo a endoglucanase (Figura 6.5A), pode-se observar producdes semelhantes,
em torno de 500 UI.L™, para todas as condigGes avaliadas de indculo. Apesar de se observar
uma certa tendéncia dos cultivos com impelidores orelha de elefante apresentarem maior
producdo de endoglucanase, os resultados ainda estdo dentro do erro experimental. A
producéo de endoglucanase foi menor que a obtida com pellets (~900 UI.L™) e maior que a
obtida com morfologias de clumps ou dispersa (~300 UI.L™?) em frascos agitados. Tal
resultado confirma a hipdtese anterior de que uma maior viscosidade aparente do inoculo
disperso possa ter limitado a transferéncia de oxigénio em frascos agitados. Em biorreator, a
transferéncia de massa € facilitada devido a agitacédo e aeracao serem mais eficientes, em todos
os cultivos realizados em biorreator ndo houve limitacdo de transferéncia de oxigénio, sendo
que o valor minimo medido foi arredor de 10%. O fato da maior producao de endoglucanase
ter ocorrido em frascos de agitacdo, com pellets, mostra que essa morfologia € possivelmente
a melhor para obter tal enzima.

Outra variavel que apresenta comportamento bastante diferente quando comparada em
frascos de agitacdo e em biorreator € a condicdo de cisalhamento. Peter, Suzuki e Buchs (2006)
analisaram a taxa maxima de dissipacdo de energia local em frascos de agitacdo e em
biorreator tipo tanque agitado e verificaram que a taxa maxima de dissipacdo de energia e,
consequentemente, a condicdo de cisalhnamento foram cerca de 10 vezes menores nos frascos
agitados. Tal observacdo também é pertinente para o presente trabalho, onde em frascos
agitados os pellets permaneceram intactos em maior namero. A endoglucanase parece ser uma

enzima mais sensivel as condicGes de cisalhamento, uma vez que a 800 rpm (maior condicdo
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de cisalhamento) e in6culo com pellets, a producdo de tal enzima foi insignificante. Outros
trabalhos de literatura também indicam que o cisalhamento é prejudicial a producdo de
endoglucanase (PATEL et al., 2009; LAN et al., 2013). Além disso, as diferentes morfologias
sdo afetadas de maneira diferente em relacdo ao ambiente de cisalhamento e modelo de
biorreator. Os pellets parecem ser mais suscetiveis ao cisalhamento do que a morfologia
dispersa, uma vez que a producdo com pellets diminuiu no biorreator. Tal fato pode ser
explicado pela diferenca de tamanho das formas morfoldgicas, sendo as estruturas maiores
mais suscetiveis ao cisalhnamento, de acordo com a teoria de Kolmogorov (KOLMOGOROV,
1991). Nesse sentido, dispositivos que tragam uma boa transferéncia de oxigénio combinada
com um baixo cisalnamento seriam os mais recomendados para a producéo de endoglucanase.
Um exemplo desses dispositivos sdo os biorreatores airlifts, que foram estudados no Capitulo
4 da presente tese e mostraram tais caracteristicas.

Com relagdo a producdo de B-glicosidase, foi possivel observar diferencas entre as
atividades nos ensaios do biorreator. Da mesma forma que nos ensaios em frascos agitados,
os in6culos dispersos proporcionaram maior produgdo de PB-glicosidase. Comparando 0s
resultados de atividade dos indculos com morfologias dispersa e com pellets a 800 rpm (Figura
6.5B), o in6culo disperso proporcionou produgdo de B-glicosidase 63% superior do que o
indculo com pellets. No entanto, a 800 rpm, os pellets sofreram uma maior fragmentacéo (ver
figura na Figura 6.5B), levando ao surgimento de morfologia dispersa. Comparando a
morfologia dispersa com a de pellets a 400 rpm, que praticamente mantiveram sua estrutura,
a morfologia dispersa teve uma producdo de B-glicosidase significantemente maior, cerca
160%.

Uma possivel explicag@o para a melhoria da producdo de B-glicosidase em morfologia
dispersa, sem alteracdo da producao de endoglucanase, é que essas enzimas sdo produzidas
em locais diferentes e secretadas de maneira diferente por fungos filamentosos. Staykova et
al. (1985) estudaram as localizagdes de endoglucanase e B-glicosidase em Aspergillus terréus.
A endoglucanase foi observada predominantemente no meio de cultivo, sendo transportada
do periplasma para o caldo de cultivo por meio de vesiculas, sendo entdo excretada. Por outro
lado, verificou-se que a B-glicosidase esta localizada principalmente no interior das células e
na superficie celular e sua liberacdo celular para o caldo de cultivo estd localizada no
glicocalice. Resultados de estudo ultraestrutural também indicaram que as endoglucanases e
as B-glicosidases sdo transportadas através da parede celular para o caldo de cultivo de

diferentes maneiras. Jackson e Talburt (1988) descobriram que a B-glicosidase de T. reesei
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estava associada ao complexo parede celular/membrana celular. Além disso, os autores
observaram que niveis mais elevados de B-glicosidase estavam associados a conidios
germinativos. A presenca desta enzima no sobrenadante resultou de sua liberagdo por enzimas
esquizoliticas durante a fase de autolise, sendo que a principal fungdo das B-glicosidases no
crescimento de T. reesei estava relacionada ao amolecimento da parede celular. Tais
informagdes nos auxiliam a explicar a maior secregdo de B-glicosidase no final do cultivo,
onde o substrato é mais escasso e o0 fungo apresentava alguma esporulacdo. Ou seja, as células
ja estavam em fase de autolise, o que também colaborou na secre¢do. No geral, a B-glicosidase
parece ter um mecanismo secretério menos conhecido e, possivelmente, menos eficiente que

0 da endoglucanase.

Figura 6.5. Atividades enzimaticas em cultivos de A. niger com diferentes morfologias de
indculo (pellets: P, clumps: C e dispersa: D) em biorreator convencional com diferentes
associagdes de impelidores (RT-RT: impelidores turbinas de Rushton e EEDP-EEUP:
impelidores orelha de elefante) em diferentes condi¢des de agitacdo (N em rpm):

(a) endoglucanase e (b) B-glicosidase. As figuras a esquerda representam as morfologias em
12 h de cultivo.
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Em geral, os impelidores tiveram menor influéncia na producéo das enzimas do que a
morfologia. A associacao orelha de elefante (EEDP-EEUP) apresentou uma leve tendéncia a
melhores resultados para a producdo de enzimas, principalmente com relacdo a
endoglucanase, enzima cuja expressdo mostrou ser mais sensivel ao cisalhamento. Essa
associacdo de impelidores apresenta uma taxa de cisalhamento média menor que a associagdo
de turbinas de Rushton (RT-RT) (BUFFO et al., 2016), o que pode ter levado a tais resultados.
No capitulo 5 também foi verificado que a associacao de impelidores EEDP-EEUP foi um
pouco menos prejudicial que a RT-RT para pellets de A. niger em algumas condi¢cbes de
agitacdo, enquanto que em outras condicdes a fragmentacdo dos pellets foi bastante
semelhante. Tal resultado estd de acordo com a semelhanca encontrada para a produgéo de
enzimas nos dois sistemas de impelidores testados.

Na tentativa de isolar o efeito morfolégico e analisar como ele influencia a producéao
das enzimas, foram utilizados os resultados obtidos em frascos agitados. A Figura 6.6 ilustra
a producdo normalizada (com base no valor mais alto) em funcdo do pardmetro morfologico
proposto (Y). Pode-se observar que a B-glicosidase apresentou maior produgdo em valores
menores de Y, onde a morfologia apresenta tamanho menor ou forma dispersa. Por outro lado,



136

a maior producdo de endoglucanase foi obtida em maiores valores de Y, ou seja, em
morfologia de pellets. A tendéncia de producao de B-glicosidase foi aproximada por uma
curva logaritmica, com alto coeficiente de determinacio (R?=0,99) e a producdo de
endoglucanase aproximada por tendéncia linear (R?=0,90). Dessa forma, foi proposto uma
producdo combinada de ambas as enzimas, sendo dada pela soma da producéo individual
normalizada de cada enzima, para uma determinada morfologia (). Analisando os resultados
obtidos (curva de sinergismo combinado), verifica-se que a maior producéo total de enzimas
ocorre em condicdes extremas, valores mais baixos ou mais altos de Y. Além disso, um melhor
equilibrio entre as duas enzimas pode ser obtido nos valores intermediarios de Y. No entanto,

tal condicdo ndo é a de maior producdo total de enzimas (endoglucanase + B-glicosidase).

Figura 6.6. Producdo de enzima como fungdo da morfologia e previsao da producéao
combinada em cada condigé@o (soma producgéo enzimatica individual).
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Dessa forma, uma producdo em biorreatores individuais e nas condigdes ideais para

cada enzima, principalmente em termos de morfologia e condi¢des de cisalhamento, seria
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mais vantajoso para uma produgdo global maxima de endoglucanase e [-glicosidase. Os
resultados também apresentam potencial para gerar coquetéis enziméticos especificos para
usos especificos. Por exemplo, ao visar apenas a liquefacdo de substratos lignocelulosicos
com alto teor de sélidos, conforme descrito no trabalho de Cunha et al. (2014), é requerido
um coquetel rico em endoglucanase e pobre em B-glicosidase. Para tanto, considerando 0s
resultados do presente trabalho, os cultivos devem ser realizados com morfologia de pellets e
em condicdes de cisalhamento mais amenas. Para aplicacdes visando um coquetel enzimatico
rico em B-glicosidase, uma morfologia dispersa seria requerida.

A morfologia padrdo da linhagem de A. niger utilizada no presente trabalho é a
pelletizada. Portanto, alterar a morfologia para dispersa provou ser uma boa estratégia para a
producdo de enzimas celuloliticas. A morfologia dispersa favorece a produgdo de f-
glicosidase, uma enzima importante na tecnologia de producdo de biocombustiveis e que
muitas vezes apresenta producdo insuficiente por T. reesei, um dos maiores produtores
industriais de celulases (SRIVASTAVA et al., 2019). Sendo assim, o controle morfologico se

mostra uma estratégia interessante para a obtencdo de coquetéis enzimaticos mais especificos.

6.3. Conclusodes

Os resultados mostraram que a morfologia de A. niger pode ser modulada para
favorecer a producdo de enzimas celuloliticas especificas. Utilizando diferentes combinacdes
de pH e concentracdo de esporos, foi possivel obter indculos com morfologias variadas, desde
pellets de diferentes tamanhos até morfologia completamente dispersa. A producdo de
endoglucanase foi maior na morfologia pelletizada, enquanto que a producéao de B-glicosidase
foi favorecida quando a morfologia foi a dispersa, com predominancia de hifas ramificadas e
isoladas, sendo a producédo cerca de 160% maior que com pellets em biorreator. Diferentes
morfologias podem influenciar a forma de secrecdo enzimatica, bem como a transferéncia de
oxigénio e cisalhamento no biorreator. O presente trabalho mostra o potencial uso da
engenharia morfologica para otimizar a producdo de produtos de base biolégica, no nosso

caso mais especificamente a producdo de enzimas celuloliticas.
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CAPITULO 7. Consideracdes finais e perspectivas futuras

Com relacdo a fragmentacdo de pellets de A. niger, o biorreator airlift de cilindros
concéntricos (ACC) apresentou menor cisalhamento em comparagédo ao biorreator tipo tanque
agitado e aerado (TAA). Considerando um mesmo valor de kia, o biorreator TAA causou uma
fragmentac&o aos pellets 50% superior ao biorreator ACC. O biorreator ACC mostrou também
vantagens em termos de consumo de energia e eficiéncia de transferéncia de massa.
Provavelmente o tipo de mistura e as regides de cisalhamento maximo diferentes sdo os
motivos para as condi¢des de cisalhamento menos intensas impostas ao microrganismo pelo
biorreator airlift. Além disso, tais conclusbes sdo validas para a morfologia pelletrizada
apenas, possivelmente a fragmentacdo tambem depende da morfologia, microrganismo e
dimensdes de ambos.

Comparando apenas os biorreatores TAA, a frequéncia de rotacdo (N) e a taxa de
dissipacao/circulacdo de energia (FDCE) foram as variaveis que tiveram maior influéncia na
fragmentacdo dos pellets de A. niger. Em termos de impelidores, as fragmentacdes foram
semelhantes apenas sob condi¢cfes de agitacdo mais intensas, a configuracdo de impelidor
EEDP-EEUP mostrou-se levemente menos cisalhante do que a configuracdo RT-RT.

Um modelo cinético empirico foi proposto com sucesso para descrever o efeito das
condicdes de cisalhnamento na fragmentacdo de pellets, através qual foi possivel obter
parametros que podem ser utilizados como medida de cisalhamento em biorreatores. Tal
modelo fornece informagdes importantes relacionadas com a fragmentacdo microbiana em
diferentes modelos de biorreatores e podem auxiliar na selecdo do biorreator e das condicGes
de operacdo ideais para o cultivo de A. niger, um importante produtor microrganismo de
enzimas e acidos organicos.

Comparando o efeito do cisalhamento na producéo de enzimas celuloliticas, em ambas
as associacdes de impelidores, uma velocidade de agitacdo mais alta (800 rpm) causou maior
fragmentagdo dos pellets, aumentando a produgdo de B-glicosidase. Quanto a produgdo de
endoglucanase, esta foi favorecida em cultivo empregando uma velocidade de agitacdo mais
baixa (400 rpm), o que levou a uma menor fragmentacdo dos pellets.

Outro importante resultado obtido foi a definicdo da morfologia de A. niger através de
diferentes combinacdes de pH e concentracdo de esporos. Foi possivel obter indculos com
morfologias variadas, desde pellets de diferentes tamanhos até morfologia completamente

dispersa. Com tal manipulagdo foi possivel favorecer a produgdo de enzimas celuloliticas
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especificas. A producédo de endoglucanase foi maior na morfologia pelletizada, enquanto que
a producéo de B-glicosidase foi favorecida quando a morfologia foi a dispersa. Tal resultado
estd de acordo com o obtido anteriormente, em que a producdo de B-glicosidase havia sido
favorecida em condicGes de maior cisalhamento e define uma morfologia mais dispersa e
endoglucanase favorecida em condi¢Ges de menor cisalhamento e que, portanto, manteve 0s
pellets mais intactos.

De forma geral o trabalho mostrou que de fato, o cisalhamento e a morfologia
influenciam a produgdo de enzimas celuloliticas, sendo que ia influéncia foi diferente para
cada enzima especifica produzidas por A. niger.

Seguindo a linha da pesquisa, propde-se 0s seguintes temas de trabalhos que seriam
interessantes de serem realizados:

- Otimizacdo da producéo de endoglucanase e B-glicosidase para se obter um coquetel
ideal e aplicagéo de tal coquetel na hidrolise de materiais lignocelulosicos. Por exemplo, por
ser favoravel em menor cisalnamento e em morfologia de pellets a endoglucanase poderia ser
produzida em biorreatores airlift com A. niger em morfologia pelletizada. A B-glicosidase
seria produzida em biorreator convencional com morfologia dispersa em com alto grau de
cisalhamento. Maximizando a producdo de cada enzima, essas seriam aplicadas
conjuntamente na hidrolise do material Ignocelulésico.

- Uso das diferentes morfologias de indculo de A. niger na tentativa de melhorar outros
produtos importantes metabolizados por tal fungo, como por exemplo, acidos organicos.

- Teste da técnica conjunta de pH e concentracdo de esporos para modificar a
morfologia de outros microrganismos filamentosos, verificando a influéncia da morfologia na

producdo de produtos de interesse.
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APENDICE A. Viabilidade do uso de esporos congelados (criotrubos)

O uso de criotubos, como descrito em materiais e métodos, foi adotado depois de
realizado alguns testes em relacédo a validade de tal procedimento. Tal validade foi verificada
analisando-se a atividade enzimatica e massa seca de indculos crescidos através de esporos
frescos (ressuspendidos no mesmo dia) e esporos recém descongelados (provindos de
criotubos). Os resultados de massa seca (g.L™), atividade enzimatica (endoglucanase — U.L™?)
e atividade de endoglucanase especifica (Atividade enzimatica/concentragdo indculo — U.g?)
para as duas condi¢bes sdo mostrados na Tabela Al. Pode-se observar que todos os resultados
foram similares para os dois tipos de esporos utilizados. Os ensaios foram realizados em
concentracio de esporos de 107 e pH 4,5 (condigdo adotada como padrdo na presente Tese) e
em triplicata.

Tabela A1. Comparacdo massa seca e atividade enzimatica esporos ressuspendidos e

esporos advindos de criotubos.

) Atividade Desvio Massa Desvio Atividade  Desvio
Condicao N = 3
. endoglucanase Padréao seca Padrdo especifica Padrao
sporos
(U.L? Q) (9.L7) Q) (U.g? Q)
Ressuspendido 729 46 7.0 0.2 104 7

Criotubo 892 92 7.5 1.0 119 20
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APENDICE B. Outros métodos utilizados para alterar morfologia flngica

Além do mostrado no capitulo 6, referente a mudanca concomitante da concentracao
de esporos e pH, outras técnicas também foram testadas no intuito de alterar a morfologia
fungica. Sendo essas: alterar a quantidade de surfactante utilizada (tween 80) e 0 uso de
microparticulas e nanoparticulas. Tais ensaios sdo enumerados na Tabela B1 e as morfologias,
em 48 horas de indculo, mostradas na Figura B1.

Tabela B1. CondicGes extras avaliadas para mudanca da morfologia do indculo

Condicao Caracteristica
A 0,1% m/v Tween 80
(Controle) (Cunha et al. 2015)
B 0% Tween 80
C 1% Teween 80

Microparticulas Al,O3 (5 pm)

D
30 g/L

£ Microparticulas de Celulose
30 g/L

- Nanoparticulas Al,O3 (13nm)
30 g/L

s Nanoparticulas de Celulose

30 g/L
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Figura B1. Morfologias obtidas com base nas alteracGes propostas na Tabela Al.

Controle

Surfactante

Microparticula

Com base nos resultados obtidos realizou-se estudo da quantidade de nanoparticula de
Al>O3 (condigdo F) a ser utilizada, os resultados séo apresentados na Figura B2, onde observa-
se que uma quantidade de 5 g.L™ ja se mostra suficiente para diminuir bastante o tamanho da

morfologia.
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Figura B2. Morfologias obtidas alterando a concentra¢éo de nanoparticulas de Al>Os
utilizada (Condicéo F). F1: 1 g/I; F2: 5 g/I; F3: 10 g/lI; F3": 10 g/l (diluido 1:50).

Foram realizados ensaios para producdo de endoglucanase, comparando os indculo da
condicdo controle (pellets) com os in6culos com mais fase dispersa obtidos através do uso de
nanoparticulas. Tais resultados podem ser verificados na Figura B3. Os resultados estdo de
acordo com a comparacdo em shaker para producdo de endoglucanase, em que a morfologia
pelletizada apresentou melhores resultados. Nao foram analisadas as producdes de f-
glicosidase ou outras enzimas. Os estudos com diferentes morfologias de in6culos foram
realizados através da mudanca concomitante do pH e da concentracdo de esporos, visto que
se trata de uma técnica mais economicamente viavel e que também apresentou bons
resultados. Porém os resultados com nanoparticulas também sdo promissores, principalmente
considerando a evolucdo de estudos nesse tema e a obtencdo de nanoparticulas em um

contexto de biorrefinarias.



Endoglucanase (U.L™)

Figura B3. Uso de nanoparticulas para alterar a morfologia do in6culo e
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consequéncia na producdo de endoglucanase.

Controle  Nano Celulose  Nano Celulose  Nano Al,O,
30g.L"? 10g.L? 10g.L"

159



