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Resumo:

Em bioprocessos, cultivo em estado solido (CES), ou semi-sélido (CSS), pode ser definido como o cultivo
envolvendo solidos insolGveis na auséncia, ou quase, de agualivre. Destaforma, o CES se distingue dos cultivos
submersos (CSm), onde os substratos e microrganismos encontram-se dissolvidos ou suspensos em grande
quantidade de agua.

A quantificagdo da biomassa ao longo do cultivo é de importancia fundamental para caracterizar o crescimento
microbiano e essencial nos estudos de cinética e modelagem do processo. Entretanto, a natureza insoltvel do
meio nos CES impede a utilizagdo das metodol ogias tradicional mente consagradas no CSm. Desta forma, varias
alternativas j& foram propostas na literatura, e uma das mais promissoras envolve a determinacdo da taxa de
producdo de CO,, que é relacionada ao crescimento. A medida pode ser realizada por cromatografia gasosa. A
técnica tem a vantagem de ser uma medida on-line e ndo-destrutiva, de resposta rapida, que pode ser inclusive
utilizada paracriar estratégias de controle do processo.

Além disso, foram estudados os fendmenos de transferéncia de massa num biorreator cilindrico horizontal
agitado para CES. O substrato utilizado, residuo industrial fibroso de soja, tem natureza pastosa, enquanto
trabalhos encontrados na literatura lidam com substratos de natureza particulada. Utilizando-se corantes
artificiais comuns, pdde-se estudar o padréo de mistura do agitador e o tempo para obter mistura satisfatoria nas
direcGes radial e axial. Os resultados auxiliaréo na determinacgéo do tipo de modelo matemético adequado para
representar o biorreator.

Palavras Chaves: Cultivo em estado sdlido, estimagdo de biomassa, crescimento, taxa de produgdo de CO,,
transferéncia de massa.

1 INTRODUCAO Entretanto, o substrato deve conter umidade
suficiente para sustentar o crescimento e o
metabolismo microbiano (Pandey, 2003). O CES

Cultivo Em estado solido imita o crescimento de microrganismos na natureza

Em bioprocessos, cultivo em estado solido (CES), em sdlidos Umidos e € considerado responsavel
ou cultivo semi-solido (CSS), pode ser definido pelo inicio das técnicas fermentativas na
como o cultivo envolvendo sdlidos insoltveis na Antiglidade (Mitchell e Lonsane, 1992). A

auséncia (ou quase auséncia) de agua visivel. fermentacdo do pdo, por exemplo, pode ser



classificada como CES.

Assim, o CES se distingue dos cultivos submersos
(CSm), onde os substratos e microrganismos se
encontram dissolvidos ou suspensos em grande
guantidade de agua. As fermentagtes para producéo
de cerveja e vinho sdo cultivos submersos.

Gervais e Molin (2003) lembram que, mesmo em
CES, os microrganismos estdo em meio liquido, ja
que as transferéncias de massa se ddo num filme
liguido que circunda os microrganismos. Assim, em
geral, trés fases estdo presentes nos CES, sdlido,
liguido e gas, em oposicdo aos sistemas bifasicos
do CSm.

Pandey (1994) aponta que, embora os registros da
utilizac8o de CES venham desde a Antiglidade, na
fabricacdo de pédes, queijos e koji (alimento
fermentado tipico do Extremo Oriente), a partir da
década de 1940, inicio da biotecnologia moderna,
0s processos em meio sélido foram completamente
negligenciados no Ocidente em beneficio dos
processos submersos. O autor afirma ndo haver
umarazao clara para esta escolha, mas talvez tenha
sido decorréncia do sucesso da producdo da
penicilina em CSm. Poucos trabalhos foram
realizados em CES nas décadas seguintes, até que
na década de 1980 ressurgiu o interesse por estes
processos.

Atualmente, varios trabal hos apontam vantagens na
utilizacggo de CES em comparagdo a CSm
(Lonsane, 1994; Raimbault, 1998), como:

= Utilizago de substratos mais baratos, em geral,
residuos agro-industriais.

» Menor necessidade de condigBes assépticas,
devido ao menor risco de contaminagdo

= Menor gasto energético
= Menor uso de dgua
= Menor geragdo de efluentes liquidos

= Maior transferéncia de oxigénio, favorecendo
processos aerdbios

= Menor volume de equipamento
= Menor capital inicial

= Maior concentragdo final de produtos,
reduzindo custos do processamento
“downstream”.

Entretanto, o nivel de desenvolvimento dos
processos de CES ainda estd bastante atras do
obtido pelos processos de CSm. Isto decorre do fato
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de que muitos importantes aSpectos cientificos e de
engenharia ainda estdo pouco caracterizados em
CES. A maior parte do trabalho ainda é qualitativo
ou empirico, devido as dificuldades encontradas na
quantificacdo de pardmetros importantes como
biomassa (Mitchell e Lonsane, 1992). Por isso,
ainda ndo ha informagéo suficiente sobre a cinética
de reacOes em CES e a modelagem dos processos
ainda precisa ser muito estudada (Pandey, 2003).

Os trabalhos em CES concentram-se quase que
totalmente na utilizagdo de fungos filamentosos.
Em geral, acredita-se que tais organismos seriam
mai s adequados, devido a capacidade de gerar hifas
gue penetram no substrato sélido e por sua maior
adaptabilidade a condi¢cdes de baixa atividade de
adgua. Entretanto, ja ha um bom ndmero de
trabalhos que obtém sucesso no uso de bactérias em
CES (Heck, 2005).

Quantificacao de biomassa em CES

A biomassa é um pardmetro fundamental na
caracterizagdo do crescimento microbiano, logo,
sua medida é essencial para estudos cinéticos de
cultivos em estado solidos. Entretanto, a medida
direta da biomassa em CES é bastante dificil,
devido adificuldade de separar o microrganismo do
substrato (Mitchell, 1992), e técnicas consagradas
nas culturas submersas ndo podem ser aplicadas.
Segundo Lekha e Lonsane (1994), a cinética e a
modelagem matematica do crescimento microbiano
em CES tém recebido pouca atencdo devido a
dificuldade em estimar a biomassa.

Mitchell (1992) aponta ainda a questdo de como
expressar a quantidade de biomassa em CES: em
termos absolutos (gramas de peso seco) ou como
concentracdo (grama de peso seco por grama de
meio de cultivo). Esses valores irdo diferir porque
normalmente a massa do meio diminui
significativamente ao longo do cultivo devido a
conversdo do substrato em didxido de carbono.
Além disso, ha a questdo de se usar base seca ou
Umida para a concentragdo de biomassa no meio.
De qualquer forma, é importante que o método de
expressar estes valores sga cuidadosamente
descrito, para que comparagdes possam ser feitas.

Segundo 0 mesmo autor, métodos ideais para
estimar biomassa em CES devem apresentar as
seguintes caracteristicas:

= Obtencdo de resultados com rapidez, de forma a
permitir tomada de decisdes durante o processo.

= Ser barato, tanto em termos de aparelhagem
como de reagentes.



= Ser simples em sua execugdo, ja que operadores
deveré&o precisar apenas de treinamento basico.

= Ser reprodutivel, preciso e nado-suscetivel a
interferéncia por componentes do substrato.

Héa uma grande variedade de metodologias que sdo
utilizadas para quantificar biomassa, e, novamente,
agrande maioria se destina aos cultivos envolvendo
fungos filamentosos. Percebe-se que cada trabalho
pode exigir uma metodologia diferente, de acordo
com o sistema trabalhado (microrganismo,
substrato).

As metodologias utilizadas se encaixam
basicamente nestas categorias (Lekha e Lonsane,
1994; Mitchell, 1992; Raimbault, 1998):

= Meétodos diretos, com a separacdo direta da
biomassa da matriz sélida. Exemplo: contagem
em placas.

= Métodos indiretos, com medida de algum
componente da biomassa ou medidas de
atividade metabdlica (respiragdo, producdo de
enzimas).

Os autores concordam que, no caso de bactérias e
leveduras, os métodos de contagem em placas sao
aplicaveis.

Entre os métodos indiretos, a medida da atividade
respiratéria merece destague. A respiracdo € o
processo metabdlico pelo qual os microrganismos
aerdbios obtém a maior parte de sua energia para o
crescimento, consumindo Q e produzindo CO..
Estas atividades estdo, portanto, associadas ao
crescimento e podem ser utilizadas para a
estimacéo da biomassa (Mitchell, 1992; Raimbault,
1998).

E interessante notar que todos os trabalhos na
literatura utilizam a medi¢do de apenas um dos dois
gases (oxigénio e gas carbbnico) na estimacéo de
biomassa.

A determinacéo da producéo de CO, (CPR — carbon
dioxide production rate) envolve a medida da
concentracdo do gas no ar de entrada e saida do
biorreator. Conhecendo-se avazéo de ar que entrae
sai, além da quantidade de meio de cultivo contida
no biorreator, obtém-se o valor de CPR, conforme
Koutinas et al (2003):

CPR — F%CSSZ B Ciioz) YM CO,

Veo,

D

Onde:
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CPR  taxa de producdo cij'e CO, (carbon dioxide
production rate) (gcop/ Jeito-h)

F vazdo de ar que entra e sai no biorreator
(L/h)

Cout™™® concentracéo de CO, no ar que sai do
biorreator (v/v)

Cin“®* concentracdo de CO, no ar que entra no
biorreator (v/v)

M massa do |eito (Qjeito)

Mcoz  massamolecular do CO, (gcoz/mol)

Voo volume molar do CO, (L/mol)

Esta medida tem a grande vantagem de ser uma
técnica online e ndo-destrutiva (Raimbault, 1998),
mas para ser utilizado na estimagéo de biomassa,
precisa ser calibrado por algum outro método.

A medida da producdo de CO, é mais poderosa
quando acoplada a um modelo matemético para
correlaggo. O termo modelo de correlagéo indica
um modelo que relacione a quantidade de biomassa
aum parémetro mensuravel. Model os de correlagéo
nao sdo, assim, model os de crescimento, ja que ndo
fazem predicdo sobre o comportamento do
parametro medido. A utilidade destes modelos
reside no fato de que, acompanhando-se o perfil do
pardmetro medido, pode-se construir um perfil de
biomassa (Mitchell, 1992).

A correlagdo entre CPR e biomassa costuma ser
descrita por modelos do tipo Luedeking-Piret, que
consideram um termo associado ao crescimento e
outro termo de manutencdo, ndo associado ao
crescimento (Sugama e Okazaki, 1979; Sato et al,
1983), conforme a equagéo 2:

CPR =Y o,x x%( +Meg, XX (2

Onde:

Ycozx quociente da produgdo de CO2 em relagéo
abiomassa (gcodcelulas)

X biomassa (celulas)

Mco2  coeficiente de produgdo de CO2 ndo
associado ao crescimento (gcop/celulas.h)

A razé&o entre producéo de CO, e consumo de O,
chamado de quociente respiratério (RQ), pode
mudar com a fase de crescimento (Raimbault,
1998). E, segundo Sato et al (1983), se 0 RQ ndo é
constante, entdo os pardmetros do modelo de
correlagdo entre CPR e biomassa também néo
seriam constantes, 0 que representa uma limitagéo
datécnica.

De qualquer forma, o monitoramento da produc&o
de CO, produz uma boa medida da atividade



metabdlica do microrganismo, sendo muito
interessante como ferramenta no controle do
processo. Saucedo-Castafieda et a (1992b)
desenvolveram sistema de controle para um
biorreator de leito fixo, tendo como pardmetro de
controle a taxa de aeracdo do leito, de forma a
manter a concentragdo de CO, no ar de saida
constante em niveis baixos e assim conseguir
rendimentos étimos na producé@o de biomassa em
todas as alturas do leito.

Biorreatores de CES

A literatura traz um grande nimero de tipos de
biorreatores que tém sido utilizados para
desenvolver trabalhos em cultivo em estado sélido,
como leito fixo, bandejas, tambor rotatério, leito
fluidizado.

Este trabalho se concentra na utilizagdo de um
biorreator cilindrico horizontal agitado (BCHA),
conforme descrito por Heck (2005). Este tipo de
biorreator tem sido pouco explorado pelos trabal hos
descritos na literatura, por ser pouco adequado ao
cultivo de fungos filamentosos. Entretanto, possuli
grande potencial para a aplicagdo no caso de
mi crorganismos como bactérias e leveduras.

Os trabalhos que utilizam este tipo de biorreator
costumam consideré-lo como homogéneo (Mitchell
et a, 2003; Nagel et a, 2000). N& foram
encontrados na literatura modelos  que
descrevessem as heterogei nidades da mistura.

Nagel et al (2000) realizaram experimentos com
gréos de trigo coloridos e concluiram que o grau de
mistura obtido é funcdo do nimero de revolugdes
das pés, e ndo do tempo de agitagdo. Além disso,
perceberam que a misturaradial € bastante rapida (6
revolucdes para homogenei zagdo), enquanto a axial
€ lenta (mais de 120 revolugdes), sendo
recomendavel que as pas sgjam em forma de V,
para impulsionar as particulas também na direcéo
axial. Para o desenvolvimento de estratégias de
controle do processo, no mesmo trabaho, o
biorretor foi considerado homogéneo.

O substrato utilizado por agueles autores difere,
entretanto, do apresentado neste trabalho. Os graos
de trigo formam um sistema particulado, enquanto
o RIFS forma uma pasta. Esta diferenca devera se
refletir naformacomo o substrato se mistura.

Heck (2005), utilizando 0 mesmo sistema
apresentado neste trabalho, desconsiderou as
eventuais heterogeneidades do leito.
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2 MATERIAIS E METODOS

Biorreator cilindrico horizontal agitado (BCHA):

O biorreator utilizado nos experimentos esta
apresentado nas figuras 1 e 2. Compde-se de um
corpo cilindrico em aco inox 304, com
encamisamento para circulagdo de agua. As
dimensdes do cilindro sdo 40cm de comprimento e
20cm de didmetro.

Figura 2: Visdo interna do BCHA.

Nota-se que o biorreator possui pas de agitacdo
retas, sem inclinacdo, ligadas a um eixo central por
onde também entra o fluxo de ar.

Preparo deinéculo:

O in6culo para os cultivos em BCHA é preparado
em 400mL de meio LB. O meio é esterilizado a
120°C por 15min, resfriado a temperatura ambiente



e inoculado com Bacillus circulans BL53. O
inoculo cresce durante 18 a 20h em shaker a 37°C
com agitacdo orbital.

O meio LB é utilizado por ser totalmente soltvel,
permitindo assim a padronizacdo do inéculo pela
absorbancia a 620nm. O in6culo é agjustado a
absorbancia 1,0 com agua destilada, de forma ater-
se uma condigéo inicial padr&o no cultivo.

Preparo do meio de cultivo:

O meio de cultivo utilizado foi o residuo industrial
fibroso de soja (RIFS), subproduto da producéo de
proteina isolada de soja, que foi obtido junto a uma
empresa da regido. A composi¢do do RIFS foi
analisada por Heck(2001), e esta reproduzida na
tabela 1:

Tabela 1: Composicdo do RIFS

Proteina 29,4%

Carboidratos 56,7%
Hemicelulose  235%
Celulose 16,3%
AcUcarestotais  16,9%

Umidade 10,1%

Fonte: Adaptado de Heck (2001)

O preparo do meio seguiu os procedimentos
apresentados por Heck (2005), adicionando-se 800g
de RIFS (granulometria média mesh 30) a 4400mL
de meio mineral e esterilizando-se a 120°C por

20min. O meio mineral é composto de sais
dissolvidos em &gua de acordo com atabela 2.

Tabela 2: Composic¢édo do meio mineral

MgSO,x7H,O 0,41 g/L
CaCl, 0,02 g/L
KHPO, 1,00 g/L
KoHPO, 1,00 Q/L
NH;NOg 1,00 g/L
FeCl;x6H,0 0,05 g/L

O meio foi resfriado até 37°C, sendo ent&o
adicionados 200mL de inéculo padronizado a
absorbancia 1,0. A mistura foi homogeneizada e
transferida para dentro do biorreator.

Condigdes do cultivo:

A agitacdo do biorreator foi ajustada a 4rpm, o
fluxo de &gua no encamisamento foi mantido a
37°C, e a aeracdo foi feita com ar umidificado a
37°C, aumavaz&o de 4L/min.

Testes de mistura:

Com o objetivo de ter uma avaliag8o qualitativa da
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Al P
agitacdo proporcionada pelas pas do biorreator,
foram realizados testes de mistura.

Utilizou-se duas porcbes de 400g de RIFS com
2200mL de agua. Uma foi colorida com 0,3g de
corante azul brilhante, e a outra com 0,3g de
corante amarelo tartrazina. ApOs esterilizagcdo a
120°C por 20min, ambas foram resfriadas até a
temperatura ambiente. Adicionou-se mais 200mL
de &gua a cada por¢cdo, misturando bem. Este
procedimento  buscava  reproduzir  aquele
normal mente adotado nos cultivos, sem inoculagéo
de microrganismo.

Dois tipos de teste de mistura foram realizados,
buscando qualificar as velocidades de mistura
radial e axial.

Para avaliar a mistura radial, as por¢des de fibra
reconstituida foram distribuidas, sem se misturar,
no sentido longitudinal dentro do biorreator,
conforme mostra a figura 3.

No caso da avaliagdo da mistura axial, as porgdes
de fibra foram distribuidas na outra direcfo,
conforme figura 4.

Figura4: Disposicao inicia dafibrano teste de mistura axial



Em ambos os casos, o biorreator foi fechado e a
agitacdo foi gjustada para 4rpm (rotacdo normal
utilizada nos cultivos). Em intervalos regulares,
parou-se a agitacdo e observou-se o grau de mistura
das duas cores (azul e amarelo) dentro do
biorreator.

Quantificacéo de biomassa:

Em intervalos regulares, pequenas amostras foram
retiradas do biorreator para quantificagdo de
biomassa.

Imediatamente, procedeu-se a diluicdo seriada da
amostra e plaqueamento em meio PCA (plate count
agar) pela técnica do espalhamento com al¢a de
Drigalski. As placas foram armazenadas em estufa
a 37°C, e a contagem das coldnias foi feita ap6s 15
a20h.

Andlise do CO, liberado:

O ar de saida do biorretor foi continuamente
conduzido a um cromatégrafo a gas (CG) modelo
Shimadzu GC-14B, equipado com uma vélvula de
injecdo automética marca VICI, coluna Supelco
Carboxen 1006 Plot 30m x 0,53mm, detector TCD
(a 230°C). O gas de arraste e referéncia utilizado
foi hélio a 30mL/min (arraste) e 10mL/min
(referéncia), medidos com a colunaa 35°C. O perfil
de temperatura na coluna iniciou com 6min a 35°C,
seguindo-se de aquecimento de 25°C/min até
110°C, mantendo-se esta temperatura por 3min.
Segue-se resfriamento até 35°C. Nestas condicdes,
o tempo de retengdo do CO, foi de 4,2min. A
amostragem automética do gas de saida do
biorreator foi realizada a cada 20min.

Para quantificar o CO, no ar que entra no
biorreator, foram feitas analises cromatograficas do
ar antes e depois do cultivo.

Calibracéo da medida de CO, no CG

A calibracdo do CG para a medi¢do do CO, sera
realizada pela injecdo de volumes conhecidos de
gés puro, utilizando-se seringa de injecdo comum
para cromatografia. O volume injetado podera ser
convertido em concentracdo de CO, dividindo-se
pelo volume do loop do injetor automatico
(280mL.). Assim, o sinal gerado no cromatograma
sera relacionado com a conecentracdo de CO,. Para
obter maior precisdo, as injecbes devem ser
repetidas varias vezes para cada volume utilizado.

Este método de caibragdo  mostrou-se
surpreendentemente reprodutivel, comprovado pelo
ato coeficiente de correlagdo, e os resultados
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obtidos para uma outra comdlgao de operagéo do
CG estéo apresentados nafigurab.

pH

Medidas de pH do substrato serdo realizadas em
suspensdo aquosa com 10% de amostra do meio de
cultivo, utilizando potenciémetro da marca “Nova
Técnica’ modelo NT pH/Brasil.

4,0%
35 y = 4,284E-06x + 2,336E-03
5% >
R"=9,957E-01 /
30%
2,5% /
20% /
15% /
10% 7/'
05%

22

% CO2

0,0%

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Area (uV.s)

Figura5: Curva de cdibrago obtida para andlise de CO, em CG

Umidade do leito

A umidade do leito sera medida conforme método
descrito em Carvalho e Jong (2002). Toma-se
aproximadamente 5g de amostra e mistura-se com
areia tratada em capsula previamente seca (minimo
3h em estufa a 80°C) e pesada. A capsula, apds
pesada com amostra, é levada a estufa a 105°C por
3 horas, resfriada em dessecador e novamente
pesada. A diferenca das pesagens é atribuida a dgua
daamostra.

Umidaderelativa do ar de entrada e saida

Para redlizar balangos de &gua no sistema, é
necessario monitorar a umidade do ar de entrada e
saida do biorreator.

A umidade do ar de entrada do biorreator, quando
ndo for ar saturado, serd controlada pelo uso de
solugbes saturadas de sais no umidificador,
conforme descrito por Labuzaet al (1985).

Ja a umidade do ar de saida sera monitorada com o
uso de um medidor de temperatura e umidade
modelo Center 310.

3 RESULTADOSE DISCUSSOES

Testes de mistura

Nos testes de mistura, verificou-se que o biorreator
possui 6tima capacidade de mistura na direcéo



radial, sendo que em menos de 15min de agitacdo a
4rpm (total de 80 revolugdes) ndo ha mais
diferencas de cor no leito, conforme pode ser
observado nafigura6.

Porém, foram identificadas zonas mortas dentro do
biorreator, que nédo sdo atingidas pelas pas e, por
isso, acumulam peguena quantidade de substrato
gue ndo se mistura muito rapidamente com o resto
do leito. Estas zonas mortas localizam-se na fina
camada que reveste as paredes do biorreator, com
aproximadamente 3mm de espessura e has
estremidades do eixo. Estas regides, entretanto,
correspondem a menos de 5% do volume do leito.

Flgura6 Aspecto do blorreator apos 15 minutos de
teste de misturaradial.

Ja na direcdo axia, a mistura é mais lenta,
conforme esperado devido a configuragdo das pés.
A figura 7 mostra o aspecto interno do biorreator
ads 45 minutos de agitacdo (180 revoluces).
Percebe-se que a massa esta bem misturada,
entretanto, as zonas mortas ainda ndo se
misturaram. Esta mistura mais completa s sera
obtida apos quase das horas de agitacéo.

Figura 7: Aspecto do biorreator apds 45 minutos de
teste de mistura axial.
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Estes resultados concordam com os resultados de
Nagel et al (2000), que também perceberam que a
homogeneizacéo na direcdo radial se d4 muito mais
rapidamente que na diregcdo axial. Entretanto, cabe
ressaltar que a mistura completa no sistema
particulado de Nagel et a (2000) se deu muito mais
rapidamente (6 revolucbes em teste de mistura
radial e 120 revolucdes em teste de mistura axial).

Com estes resultados, aliados aos dados da
literatura, decidiu-se tratar o leito do biorreator
como homogéneo. O fato da mistura axial ser lenta
€ contrabalancado pela distribui¢do do ar de entrada
ao longo de toda a extensdo do cilindro.

Quantificagdo de biomassa e correlagdo com
producéo de CO,

Os resultados obtidos em cultivo piloto estéo
apresentados nafigura6.

A quantificac8o da producdo de CO, apresentada na
figura 8 ainda ndo estd completa, pois as medidas
ainda devem ser calibradas. Entretanto, sabe-se da
proporcionalidade entre area do pico de CO, e
concentragao.

2,5E+09 7000
@ Biomassa

e . © AreaCO2 T 6000
2,0E+09 & X '
o °s ..' b + 5000
£ o= ] «
Py
o LsE9 N @ 1 4000 E
g ) o
< . N ‘e °
*
ﬁ 1,0E+09 ? S 008
£ o e 8
°  ® 2000 <
) Py ° *
5.0E+08 P Lo W
o 1 1000
.l

0,0E+00 0
00 50 10,0 150 200 25,0 30,0 350

Tempo (h)

Figura 8: Resultados de biomassa e produgéo de CO, em cultivo
em estado sdlido piloto.

Percebe-se que a andlise de biomassa esta sujeita a
imprecisdes. Para corrigir esta distor¢do, pode ser
necessario filtrar os dados por meio de gjuste auma
curva de crescimento. O tipo de curva mais
comumente utilizado para CES é a logistica
(Mitchell et al, 2004) :

(). & X 0

— =gl ——= 3
dt Xoex @

Onde

m Taxade crescimento (h™)

Xmax  Contedido maximo de biomassa (celulas)

Além disso, neste experimento foi notada a queda



na concentragéo de biomassa apbs
aproximadamente 15h de cultivo. Esta queda ndo
pode ser atribuida somente a imprecisdo da andlise,
mas ha uma hip6tese possivel para explicar o
fendbmeno: o aumento da umidade do meio de
cultura, que poderia ter aumentado a massa do leito
e, assim, diluido a concentracdo de biomassa. Esta
hip6tese, que ainda tera de ser verificada, reforca a
preocupacdo de Mitchell (1992) com a forma de
expressar a quantidade de biomassa no leito, em
valores absolutos ou como concentragcdo sobre a
massa seca do leito.

Exemplo da correlacdo entre producédo de CO, e
biomassa em cultivo submerso

Para mostrar a boa correlagdo que pode ser obtida
entre producdo de CO2 e biomassa, foram
utilizados dados ndo publicados de cultivo
submerso em batelada simples da levedura
Kluyveromyces mar xianusem soro de queijo.

A figura 7 ilustra as curvas de biomassa obtidas
experimentalmente, e a curva predita pelo modelo
de correlagdo utilizando os dados de producéo de

CO..

Os parédmetros do modelo foram estimados
minimizando a soma dos quadrados dos erros de
predicdo, utilizando o método dos poliedros
flexiveils de Nelder-Mead (Método Simplex),
implementado no software Matlab v.5.3.

Por outro lado, no momento em que o0 mesmo
modelo foi utilizado para estimar a biomassa em
cultivo em batelada alimentada, os resultados ainda
ndo foram satisfatérios, o que expde algumas
limitacBes da técnica.

Figura 7: Estimacdo da biomassa pela producdo de CO, em
cultivo submerso.
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4 CONCLUSOESE PERSPECTIVAS

A quantificagdo de biomassa, apesar de ser um
pardmetro fundamental para o desenvolvimento de
bioprocessos, ainda tem de ser muito estudada em
CES. As técnicas desenvolvidas tém se destinado
basicamente aos processos envolvendo fungos
filamentosos, enquanto a analise por contagem em
placas, tradicionalmente recomendada para
bactérias, ainda ndo mostra a precisio desejada.

Por outro lado, a estimagdo da biomassa por
métodos indiretos, através da medida da producao
de CO,, representa uma perspectiva muito
promissora para 0 monitoramento e controle de
bioprocessos.

Nos proximos passos deste trabalho, havera
monitoramento da umidade no leito, da umidade
relativa e temperatura do ar de entrada e saida do
biorreator, além do monitoramento da temperatura
de entrada e saida da agua da camisa, de forma a
estabel ecer balangos de agua e energia no sistema.

Sera determinada arelagdo entre produgdo de CO, e
reducdo de massa seca do leito. Segundo Nagel et
al (2000), esta relacdo € linear, ja que os solidos do
leito sdo convertidos em CO, pelo metabolismo
microbiano. A medida da massa seca do leito é
importante para que se possa escolher a melhor
forma de expressar a quantidade de biomassa,
conforme citado por Mitchell (1992).

Para desenvolver o estudo da transferéncia de
massa no biorreator, estda sendo estudada a
possibilidade do uso de andlise de imagens nos
testes de mistura com corantes, para determinar um
coeficiente efetivo de transferancia de massa. Esta
informagdo seria Util no momento de propor
modelos adequados para descrever os fenémenos
de transferéncia de massa no processo.
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