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Resumo. O conhecimento da cinética dos processos fermentativos ¢ essencial para avaliar as
condig¢oes operacionais e a possivel amplia¢do de escala. Os modelos cinéticos descrevem o
comportamento da concentragdo celular em relagdo as demais variaveis do ambiente, ao
longo do tempo de cultivo. Uma vez que a quantificagdo direta da biomassa é complexa, faz-
se a estimag¢do dessa variavel a partir de uma medida indireta. Nesse contexto, o objetivo do
estudo foi determinar os valores dos pardmetros e estimativa do crescimento celular de
Trichodeerma harzianum em fermentagdo solida a partir da atividade enzimdtica FPase,
que melhor ajustam o modelo ao conjunto de dados experimentais. A metodologia baseou-se
na resolu¢do por problemas inversos utilizando o método de programacgdo quadrativa
sequencial. Os resultados obtidos para a concentragdo de biomassa foram considerados
satisfatorios, sendo o valor maximo de 0,0247 g cel/ gms alcancado com 24 horas de
fermentagdo, proximo aos relatados na literatura.

Palavras-chave: Trichoderma harzianum, Celulases, Modelagem Matematica, Medida
Indireta de Biomassa, Estimac¢do de Pardmetros.

1. INTRODUCAO

As enzimas celuloliticas sdo biocatalisadores extremamente visados por diversos
segmentos da industria, devido a sua atuacdo na molécula de celulose, polimero fibroso,
resistente e insoltivel a 4gua e principal constituinte da parede celular dos vegetais. A celulose
¢ constituida por 3.500 a 10.000 unidades de glicose unidas por ligacdes B-1,4-glicosidicas,
em que cada molécula de glicose se liga a outra com orientacdo de 180° (NELSON; COX,
2014; STICKLEN, 2008).
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A producao de celulases por fermentagao em estado solido (FES) apresenta inumeras
vantagens em realacdo a fermentacdo submersa (FS), dentre as quais o baixo investimento, o
reaproveitamento de residuos agroindutstriais e o baixo consumo de agua e,
consequentemente, baixa geragdo de efluentes. No entanto, a natureza heterogénea do meio de
cultivo nesse tipo de fermentacdo dificulta a quantificagdo direta das variaveis do processo,
bem como seu controle € monitoramento.

Dentre as variaveis de interesse, tem-se a concentracdo de biomassa, que consiste de uma
medida indispensavel para a verifica¢ao das condi¢des 6timas de fermentacio, bem como uma
possivel ampliagdo de escala. Contudo, a medida direta dessa grandeza ¢ complexa em
processos de FES, devido a dificuldade de separar os microrganismos do substrato e a
interferéncia que este pode causar nos ensaios quimicos (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997).
Por isso, métodos indiretos relacionados aos componentes especificos de determinados
microrganismos e as suas atividades metabolicas sao frequentemente utilizados para estimar a
biomassa, como medidas de ergosterol, glicosamina, enzimas e respiragdo celular
(DALSENTER, 2005; RUTSATZ, 2006).

Diferentes métodos de estimacdo de parametros tém sido abordados na literatura para os
processos de FES (GELMI, PEREZ-CORREA, AGOSIN, 2002; RUTSATZ, 2006;
SILVEIRA, MAZUTTI, SALAU, 2014).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo realizar a estimagdo do
crescimento microbiano a partir da modelagem de medidas indiretas de producdo de gas
carbonico e atividade enzimatica em um processo de FES, bem como realizar a estimagao dos
parametros envolvidos nos modelos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Fermentacao

Os experimentos de FES foram realizados em reatores tipo colunas de Raimbault
(RAIMBAULT e ALAZARD, 1980), as quais estavam conectadas a um sistema de aeragao e
em banho com temperatura de 30 °C durante 120 horas, conforme esquema da Figura 1.
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Figura 1 — Esquema do sistema de colunas de Raimbault.
Fonte: AFONSO (2012).
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O microrganismo utilizado foi o fungo filamentoso 7richoderma harzianum 10C-4127,
obtido da Colecao de Culturas de Fungos Filamentosos da Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz/
CCFF), localizada no Rio de Janeiro — RJ.

O meio so6lido de fermentagdo era composto por 4 g, sendo 60% de bagaco de cana-de-
acucar (BC) e 40% de farelo de trigo (FT). O teor de umidade inicial no meio sélido foi de
60%, calculado em base umida, atingido pelo uso da solucdo salina descrita por Urbanszki,
Szakacs e Tengerdy, (2000).

As colunas e o meio de cultivo foram esterilizados em autoclave vertical (Phoenix
Luferco AV-100) a 121 °C durante 20 minutos. Posteriormente, cerca de 0,1 g de indculo foi
adicionado ao meio de cultivo, o qual foi homogeneizado e transferido para as colunas.

2.2 Medicao de CO,

O sistema de medi¢do era um circuito fechado, composto por uma bomba peristaltica
responsavel por circular o ar a partir do topo da coluna, seguindo pelo sistema de medicao de
CO; e retorna a coluna pela sua parte inferior As medidas de CO, liberado foram realizadas
com um medidor portatil (AZ-77535), registrando-se os valores a cada minuto, durante o
periodo de 30 minutos, nos tempos de fermentagao de 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas

2.3 Extracao de enzimas

A cada 24 horas, aproximadamente 1,0 g do so6lido fermentado foi adicionado em
erlenmeyers de 125 mL, juntamente com 10 mL de agua destilada e 10 mL de tampao citrato
de sédio (0,05 M e pH 4,8) mais uma gota de Tween 80. Os frascos foram submetidos a
agitacao de 180 rpm em mesa agitadora (SPLabor, 180/A) e temperatura ambiente por 60
minutos. Apds o tempo de agitagao, a mistura foi filtrada em gaze para remog¢ao dos solidos e
o extrato enzimatico foi centrifugado (Centrifuga Nova Instruments, NT 810) a 3500 rpm
durante 30 minutos (SALOMAO, 2017) e o sobrenadante utilizado nos ensaios de atividade
enzimatica.

2.4 Determinacao da atividade enzimatica FPase

Para determiner a atividade enzimatica de FPase empregou-se tiras de papel filtro
Whatman n°l, com dimensdes de 1,0 x 6,0 cm, (aproximadamente 50 mg) como substrato e o
teor de agucares redutores foi determinado pelo método DNS (GHOSE, 1987).

A reagdo enzimatica foi conduzida em tubos de ensaio, nos quais foram adicionados o
substrato enrolado e 1,5 mL do extrato enzimatico, mantidos em banho-maria a 50 °C durante
60 minutos. Em seguida, 1,5 mL de 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi adicionado aos tubos
de ensaio, que foram submetidos a banho de 4gua fervente por 5 minutos, seguido de banho
de gelo. O volume foi completado com agua destilada at¢ 10 mL, a mistura foi
homogeneizada e sua absorbancia lida em espectrofotometro (Kasuaki IL 227) com
comprimento de onda ajustado em 540 nm (GHOSE, 1987).

Foram preparadas, ainda, as solugdes de controle e para zerar o equipamento. Na
primeira, realizou-se o mesmo procedimento, porém o extrato enzimatico foi adicionado apos
decorrido o tempo da reagdo enzimatica; para a segunda, substituiu-se o extrato enzimatico
por tampao citrato de sddio
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2.5 Modelos Cinéticos

A taxa de produ¢ao de CO, (CER) foi calculada pela Equagdo 1 e, a partir do coeficiente
respiratorio (CR) definido pela Equagao 2, obteve-se a taxa de consumo de oxigénio (OUR).

d
CER = L LV | e, (1)
M RT\ dt
CER
RO=—— 2
0 OUR (2)

Em que M ¢ a massa seca instantinea; P ¢ a pressdo, R ¢ a constante universal dos gases; 7 ¢ a
temperatura e z¢p; € a fracado molar de CO,.

Foram utilizados os modelos cinéticos de consumo de oxigénio e de formagdo de
produtos, correspondentes as Equagdes 3 e 4, respectivamente, para estimar a biomassa ao
longo da fermentagao.

OUR = 1 d—XerOZX (3)
X/0,

d_P:Ld_X_FmPX (4)

dt Y, dt

Onde Yy, e Yxp sao os coeficientes de biomassa formada por O, consumido e produto
formado, respectivamente; mop, € mp sdo os coeficientes do consumo de O, e formacao de
produtos utilizados para a manutencdo celular, respectivamente; X € a concentracao
microbiana.

2.5 Problema Inverso

O objetivo do problema inverso € predizer, a partir de um efeito, a causa por tras de um
fenomeno. Neste trabalho, foi utilizada a programacao quadratica sequencial (conhecida como
SQP), a qual ¢ um dos métodos de otimizacao disponiveis na fun¢do fmincon do MATLAB.

A fungdo objetivo, conforme a Equagdao 5, foi dada pela diferencas das medidas
experimentais de atividade enzimatica FPase e com as solugdes obtidas pelos modelos
modelos cinéticos.

FOBI (p) =3[ Zugs ~Yons ()] )

Na resolucdo do problema, também foram consideradas as informagdes sequenciais da
taxa de consumo de oxigénio. Na expressao da fungdo FOBJ, o vetor p representa os

parametros; Y, ( p) ¢ a atividade enzimatica estimada no tempo #, Z_ . sdo as medidas

sim,i exp,i
experimentais da atividade enzimatica no tempo ¢, ¢ N o numero total de medidas. Logo, a
partir de uma estimativa inicial para a funcdo objetivo, a minimizag¢do do FOBJ ¢ almejada.

Anais do XXI ENMC — Encontro Nacional de Modelagem Computacional e IX ECTM — Encontro de Ciéncias e Tecnologia de Materiais.
Buizios, RJ— 08 a 11 Outubro 2018



XXI ENMC e IX ECTM
08 a 11 de Outubro de 2018
Instituto Federal Fluminense — Buzios - RJ

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os modelos cinéticos foram ressolvidos de forma direta pelo software Matlab com a
ferramenta ode23s, utilizando os valores iniciais de 0,1 g cel/gms para X e 1x10” U/gms para
a atividade enzimatica de FPase. No entanto, essas medidas ndo sdo precisas, portanto optou-
se por realizar a estimacdo das condi¢des iniciais do processo, pela qual se obteve os valores
de 0,016 g cel/ gms, para a concentracio celular e 5,491 x10” U/ gms para a atividade
enzimatica.

Além disso, os parametros Yyo,, Yxp, mo, € mp presentes nos modelos cinéticos de
consumo de oxigénio e formagdo de produtos foram estimados. Os valores destes parametros
estimados e das condig¢des iniciais estimadas, por meio do sofiware Matlab usando a fungao
fmincon. estdo explicitos na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros estimados para os modelos cinéticos.

Parametro Valor
Yx02 0,259 g cel/ mmol O,
Yxp 1,011x10° g cel/ U
mo2 0,067 mmol O,/ gcel - h
mp 2,508 U/ gcel - h

Considerou-se que o coeficiente respiratério ¢ igual a 1,0, o que significa que a taxa de
oxigénio consumido utilizada pelos microrganismos para a respiragao celular ao longo do
cultivo ¢ igual a taxa de gas carbonico produzida. Dessa maneira, pode-se assumir que
OUR = CER, o que possibilita obter as medidas experimentais em relacdao ao O,.

Como resultados, tem-se a Figura 2, que apresenta a quantidade de biomassa fungica
estimada, em gramas de células por grama de massa seca (g cel/ gms) em funcao do tempo de
fermentagao.
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Figura 2 — Concentracao estimada de células.
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Observa-se que a concentracdo maxima de biomassa fungica obtida foi de 0,0247 g cel/
gms com 24 horas de fermentacdo e apoOs esse tempo, verifica-se uma reduc¢ao de biomassa
até o final do cultivo. Isso ocorre porque no inicio do cultivo ocorre a fase de crescimento
exponencial (log), em que os microrganismos utilizam a maior parte dos nutrientes
disponiveis para se multiplicarem.

Arora et al. (2018) estimaram o crescimento microbiano de Rhizopus oryzae MTCC 1987
em farelo de trigo e torta de 6leo de linhaca para a producdo de fitase, a partir de ensaios de
glicosamina, e obtiveram concentracdo maxima de células de 71 g/kgms.

Trametes hirsuta foi cultivado em silagem de milho e madeira de pinho por Steudler e
Bley (2015). O crescimento celular desse microrganismo foi estimado em relagao a produgdo
de gés carbonico e a concentragdo maxima obtida encontra-se proxima de 0,05 g/ gms.

A Figura 3 mostra a comparagao entre os dados obtidos experimentalmente para a
atividade enzimatica de FPase e os dados simulados pelo modelo, em fungdo do tempo de
fermentacgao.

w » (3]
T T T

Atividade de FPase (U/gms)
N

0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (h)
Figura 3 — Comparacao entre os pontos experimentais (®) e preditos (®) para a atividade
enzimatica de FPase.

Verifica-se que os valores simulados representam suficientemente bem os pontos
experimentais até 72 horas de fermentagdo. A partir de 96 horas, tem-se a atividade méxima
seguida de redugdo caracteristica, todavia os pontos simulados se mostraram discrepantes em
relagdo aos pontos experimentais. E possivel que o modelo empregado represente bem os
pontos de aumento de atividade enzimatica, mas ndo represente suficientemente bem quando
essa atividade ¢ reduzida, apds um certo tempo de fermentacao.

A otimizagdo foi realizada pela minimizagdo da fungdo objetivo, que corresponde a
diferenca entre os pontos simulados e os pontos experimentais. Para ilustrar o comportamento
dessa func¢ao, tragou-se o grafico contendo os valores da fungdo objetivo para cada iteracdo. A

Figura 4 apresenta esse grafico.
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Figura 4 — Variagao da funcao objetivo com o decorrer das iteragdes.

Observa-se que a redugdo mais significativa da funcdo objetivo ocorre apos as quatro
primeiras iteragdes, o que evidencia a alta velocidade com que a funcdo objetivo ¢
minimizada.

3. CONCLUSAO

Baseando-se nas andlises apresentadas, pode-se concluir que foi possivel realizar a
estimativa do crescimento microbiano no cultivo solido de 7. harzianum para a produgdo de
celulases a partir de medidas indiretas da respiragdo celular e da atividade enzimatica. Bem
como, a estima¢do de parametros ¢ uma ferramenta muito Gtil em fermentacdes em larga
escala por promover de modo rapido e eficaz a otimizacao do processo. No entanto estes
métodos de otimizacdo para atingiro Otimo, ¢ requerido um esfor¢o computacional
consideravel. Por isso, uma métodos Bayesianos seriam uma boa alternatica para a tarefa de
estimacdo de parametros, pois sdo consideradas ferramentas robustas e rapidas, tornando
possivel o monitoramento online do processo.
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