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Apresentacao

A celulose é a matéria prima de origem organica mais abundante no planeta e é fonte
renovavel de energia que pode ser utilizada na producao de etanol a partir da matriz
lignocelulésica. Essa rota é considerada a mais promissora para aumentar a producao de
etanol de forma sustentavel. Por sua vez, o desenvolvimento da fermentacao sélida tem
recebido cada vez mais atencao, nao sé de pesquisadores, mas também da industria,
devido a maior produtividade de enzimas hidroliticas, do menor custo, menor producao de
dejetos e menor uso de dgua, quando comparada a fermentacao submersa. No estado atual
do desenvolvimento dessa tecnologia, faz-se necessario o desenvolvimento de biorreatores
em escala industrial, tanto quanto os sistemas que controlam o ambiente microbiano. Este
trabalho apresenta uma contribuicao da Embrapa Instrumentacao Agropecudria visando a
automacao desses reatores.

Alvaro Macedo da Silva
Chefe Geral
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Automacao de reatores de
fermentacao sélida para producao
de enzimas

Victor Bertucci-Neto
Rafael Frederico Fonseca
Cristiane Sanchez Farinas
Sonia Couri

Introducao

Na natureza, a principal funcao dos fungos é a producado de enzimas hidroliticas para a
quebra de moléculas de origem orgénica em outras menores, que podem ser absorvidas na
forma de alimento por esses microorganismos. Essa capacidade dos fungos é explorada,
hoje em dia, em varios processos industriais na producdo de metabdlitos utilizados nas
industrias alimenticias, farmacéuticas, agropecudria e, mais recentemente, na producao de
combustiveis renovaveis (NAGEL, 2002).

Na maioria dos processos ja existentes, a fermentacado submersa (FS) é a que tem sido
usada, podendo ser descrita como o crescimento microbiano em meio nutriente liquido.
Esses processos tém sido muito utilizados pela maior facilidade de controle das varidveis
internas do biorreator: temperatura do meio durante a fermentacao, pH, aeracao (oxigénio
dissolvido). Na inddstria farmacéutica, por exemplo, a producao de antibiéticos necessita
de um controle preciso dessas varidveis, para manter o padrao de qualidade e a
produtividade desejada. Por sua vez, a base industrial voltada para muitos produtos
relacionados a fermentacao é quimica, ou seja, foi adaptada a experiéncia existente em
grandes plantas industriais para fermentacao submersa.

Os processos de fermentacao soélida (FES) tém sido usados ha muito tempo nos paises
orientais para a producao doméstica de derivados de produtos agricolas (DURAND, 2003).
Nos ultimos tempos, esses processos tém obtido maior destaque também nos paises
ocidentais devido a possibilidade de producao de produtos industriais a partir de matérias
primas de origem organica, tais como a celulose do bagaco de cana, do farelo de trigo,
entre outros residuos agro-industriais (BERTUCCI et al., 2009).

Os processos de FES podem ser descritos como o crescimento de microorganismos em
substratos sélidos sem excesso de dgua. Esses processos sdo vantajosos com relacao aos
de FS devido a possibilidade de utilizacao de residuos agro-industriais sélidos, pela menor
producao de dejetos, menor uso de agua, maior produtividade e menor custo na producao
de metabdlitos por quantidade produzida (SARGANTANIS et al., 1993). Apesar dessas
vantagens, a FES ainda nédo é aplicada em escala industrial devido a dificuldade de controle
e monitoracdo das variaveis durante o processo. Isso ocorre devido a auséncia de agua livre
no processo, a baixa condutividade térmica dos substratos sdlidos e a baixa capacidade
térmica do ar, que limitam a remocao de calor produzida pelo crescimento fungico (WEBER
et al., 1999). Existem poucas informacdes sobre instrumentacao e automacéao aplicadas a
processos de FES.

Por sua vez, processos de FES sao capazes de usar como substratos residuos da
agricultura para produzir substancias de alto valor agregado, sendo comparativamente mais
compensadores em relacao ao custo e produtividade, conforme mostrado por Zhuang et al.
(2007). Quando comparadas a producdo de enzimas chamadas Celulases, capazes de
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transformar a celulose das plantas em acucares que serao transformados em Etanol (este é
o processo de producao de Etanol em segunda Geracao) por processos de FES, verifica-se
uma diminuicdo de custo de quase trés vezes em relacdo aos processos de FS. E
interessante observar que a producao de Celulases por FS é bastante conhecida e estudada
em escala industrial, o que nao ocorre no caso da producao por FES. Desta forma, existe a
possibilidade de aumentar a eficiéncia de producao e baixar ainda mais os custos.

Fermentacdo Soélida para Producdo de Enzimas

Os comentarios feitos aqui sobre as Celulases nao sao acaso. A celulose é a matéria prima
de origem organica mais abundante no planeta, é fonte renovavel de energia que pode ser
utilizada na producao de etanol a partir da matriz lignocelulésica. Essa rota é considerada a
mais promissora para aumentar a producao de etanol de forma sustentavel (KNAUF e
MONIRUZZAMAN, 2004). Desta forma, produzindo-se Celulases com custo acessivel tem-
se um processo de producao de Etanol a partir de residuos da agricultura, como por
exemplo, bagaco de cana-de-aglcar, e palha, que possuem cerca de 80% da energia da
planta.

Os estudos de caracterizacao desses processos sao feitos com base nas propostas de
biorreatores ja existentes, tais como: os de coluna, bandeja, e tambor rotativo (DURAND,
2003). Para cada um desses sao necessarios instrumentacao e controle especificos, dados
pela variabilidade espacial existente nas fermentacdes em cada uma das configuracoes.
Para o fungo Rhysopus oligosporus, crescendo em farelo de soja, foi observado um
gradiente de temperatura de 3°C.cm” (WEBER et al., 1999), o que prejudica o crescimento
fungico e podendo inclusive causar a morte microbiana.

Nos ultimos anos, a grande maioria dos artigos publicados em FES estéa relacionada com a
escala de laboratério (DURAND, 2003), sendo que poucos trataram do escalonamento do
processo. A utilizacdo de biorreatores em escala industrial diminuiria consideravelmente os
custos da producao das enzimas hidroliticas, porém esse escalonamento esbarra em alguns
entraves tecnoldgicos, principalmente a remocao de calor e a retencao de dgua no
substrato (NAGEL et al., 2001). A remocao de calor durante os processos de FES tem sido
feita tipicamente através da conducao térmica das paredes do biorreator ou do resfriamento
por evaporacao de 4gua, dependendo do tipo do biorreator. Desde a década de 1990 tem
havido um consideravel avanco no sentido de se entender muitos dos fenédmenos
envolvidos nos processos de FES. Significativas melhorias no entendimento em como
projetar, operar e escalonar processos de FES tém como base a aplicacdo de técnicas de
modelagem para descrever os fenébmenos biolégicos e de transporte no sistema (MITCHELL
et al., 2000). A modelagem passa pelo estudo de fendmenos fisicos e biolégicos em
constante interacao, em micro e macro escalas.

A aeracao dos biorreatores de FES é considerada um fator critico na produtividade do
processo. Além de prover O, aos microorganismos, também retira o CO, produzido, entre
outros elementos volateis expelidos durante a fermentacao. A taxa de aeragcao também
pode ser aplicada, de maneira integrada ao controle da umidade relativa e da temperatura
do ar passante, ao controle da temperatura durante a fermentacdo (CASTANEDA et al.,
1992).

Para cada tipo de biorreator a aeracao e a remocao de calor sao feitas de modo particular,
podendo ser citados alguns tipos ja existentes:

- Escala de bancada.
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- O biorreator construido em colunas é um dos mais utilizados, este é projetado para
pequenas quantidades de substrato, alguns gramas, e serve para estudar o comportamento
dos processos com relacdao ao substrato e o microorganismo utilizado, além do metabdlito
produzido. A remocao de calor é feita através da parede do mesmo, que esta imersa em um
banho controlado por termostato com a temperatura desejada pelo usudrio. A aeracao é
feita pela parte inferior da coluna.

- Os biorreatores construidos em tambor rotativo e pas misturadoras horizontais servem
para estudo do calor gerado pelo crescimento fungico em quantidades maiores de
substrato, variando de alguns a muitos quilogramas. A aeracao é feita através de um
cilindro central, que distribui o ar no interior do biorreator, e a cultura recebe troca gases
com o meio pela continua agitacao do substrato. A remocao de calor pode ser feita através
da aplicacao de borrifos de agua na cultura e pela conveccao do ar interno.

- Escala piloto e industrial

Para os reatores de escala piloto e industrial a remocao de calor se torna critica devido a
grande quantidade de substrato sélido utilizada. O desenvolvimento desses biorreatores tem
sido em partes a aplicacdo em larga escala da tecnologia ja utilizada pelas civilizacoes
antigas.

- O biorreator do tipo Koji é provavelmente o mais antigo e também o mais simples. Sao
construidos em bandejas empilhadas, com no maximo 15cm de substrato em cada uma,
sendo colocados em ambientes climatizados, com ou sem aeracao forgada.

- Outros biorreatores utilizam misturadores para maximizar a exposicdo do substrato ao ar
termostatizado. Normalmente sdao tambores rotativos ou em leitos mixados.

Para o controle do fluxo, umidade relativa e da temperatura do ar algumas estratégias
podem ser assumidas. Sendo que qualguer controle das mesmas deve ser baseado na
entalpia do processo.

- Para o biorreator em colunas, Castaneda et al. (1992) utilizaram um borbulhador
conectado a entrada da coluna de fermentacédo. A temperatura do ar que passa no mesmo
é mesma da temperatura do banho onde estao imersas as colunas e a umidade relativa do
ar que entra nas colunas é sempre saturada (100%).

- Nagel et al. (2001) sugerem a utilizacdo de um controlador de fluxo de vapor para
controlar a umidade relativa do ar que alimenta um biorreator do tipo tambor rotativo. Esse
sistema é constituido por um controlador de fluxo de massa, para o fluxo de ar; um
controlador de fluxo de liquido, para o controle da umidade relativa; e um vaporizador de
temperatura controlada.

Sargantanis et al. (1993) adotaram o controle da umidade relativa através da divisao de
uma linha de ar em duas e posteriormente na soma dessas; uma para a secagem do ar e a
para outra para a umidificacao até a saturacdo. A umidade relativa final é a soma das duas,
com fluxo estabelecido por controladores de fluxo de massa.

Neste Ultimo caso, a temperatura do ar que vai para o biorreator depende da temperatura
do ar que entra no sistema, da temperatura do umidificador e do secador, do comprimento
da linha de alimentacao e da temperatura externa ao sistema.

O pequeno numero de trabalhos relacionados a instrumentacao e automacao de processos
de FES mostra a grande lacuna existente na area. Apesar de existirem alguns trabalhos
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voltados ao desenvolvimento de novos sensores e técnicas de medidas diretas e indiretas
de parametros da FES nao existem produtos comercializados para medida de crescimento
de biomassa, por exemplo. Outra dificuldade é a medida de pH e umidade no meio sélido.
E, por sua vez, também sao poucos trabalhos relacionando técnicas classicas, ou modernas
de Sistema de Controle, com modelagem fisica, ou ldentificacdo de Sistemas, juntamente
com processos de FES. Este é um vasto campo a ser estudado e mais bem entendido.
Bellon-Maurel et al. (2003) apresentaram uma revisao sobre as técnicas de medidas e
sensores usados em processos de FES mostrando que o monitoramento requer as medidas
de parametros ambientais (temperatura, pH, contelddo e atividade de agua), a as do ciclo de
carbono (biomassa, concentracao de substrato, e CO,). Entretanto, dada a complexidade e
heterogeneidade do meio sélido, estas varidveis ndo sao facilmente acessiveis e
mensuraveis. Em geral, métodos diretos de medida de temperatura, pH, e conteddo de
agua sao usados com sensores classicos, o que nao ocorre em métodos de medida de
biomassa, por exemplo.

Ryoo et al. (1991) aplicaram um algoritmo de controle adaptativo a um reator do tipo
balance. Os conteudos da biomassa e da matéria seca total foram estimados pela medida
da evolucao da concentracdao de CO,por meio de um Filtro de Kalman Estendido. O controle
adaptativo on-line foi usado para fazer estimativas e variar as proporcoes de ar seco e
Umido misturados para alimentar o reator, de forma a controlar a temperatura do leito.
Continuando este trabalho, Sargantanis e Karim (1994) usaram o modelo de operacao
descrito no trabalho de 1993 para fornecer dados de fermentacdo simulada para o
algoritmo de controle. Erros aleatérios foram adicionados ao modelo de predicdes para
simular os erros que aparecem no processo real. As duas variaveis usadas para simular
prontamente as varidveis em um sistema real foram a evolucdo da taxa de CO, e o peso
total de matéria seca no reator. Estes dados foram convertidos para estimar o contetido de
biomassa e o total de matéria seca com um Filtro Estendido de Kalman. Um algoritmo de
controle foi usado entao para variar o fluxo de ar seco e de ar imido misturados e a taxa
de abastecimento de agua no meio para controlar a temperatura. Estas investigacdes
mostraram que, embora a temperatura possa ser efetivamente controlada dentro de um
reator de balanco usando um algoritmo SISO (Single Input and Single Output) isto €,
variando a taxa de ar seco em resposta direta a temperatura medida, o controle de umidade
do meio é melhor quando se usa um algoritmo MIMO (Multi Input and Multi Output), ou
seja, variando-se também a taxa de abastecimento de dgua ao meio em reposta direta ao
peso de matéria seca. Agosin et al. (1997) usaram um reator com agitacado, em escala de
50 Kg, com medidas on-line de temperatura do meio de fermentacéao, e do ar de entrada e
de saida, além das medidas de umidade do ar de entrada, da concentracdo de CO, do ar de
saida, e da queda de pressao sobre o reator. O setpoint da temperatura do ar de entrada foi
controlado por um algoritmo com histerese, sendo o valor manualmente reduzido durante o
periodo de grande geracao de calor. A temperatura do leito foi controlada pela manipulacao
do setpoint de umidade do ar de entrada de acordo com um controle em cascata com um
algoritmo PID (Proporcional + Integral + Derivativo), baseado nas medidas de temperatura do
meio. Por sua vez, a umidade do ar de entrada foi controlada por meio de um algoritmo on-
off de controle do vapor na linha de vapor de 4gua. Fernandez et al. (1996) caracterizaram
a resposta da temperatura do ar de entrada e da umidade relativa devido a mudancas em
diferentes setpoints. Usando o mesmo esquema de controle liga-desliga eles obtiveram uma
resposta bastante oscilatéria no comportamento da temperatura e umidade do ar de
entrada; no entanto, um resultado satisfatério foi obtido no controle de temperatura do
meio.

Uma das caracteristicas de processos com arraste de calor por meio de resfriamento
evaporativo em meio soélido é que a umidade do meio tende a diminuir muito, ou seja, o
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conteudo de agua do meio diminui e isso pode diminuir a producao de biomassa. Nagel
(2002) usou um reator to tipo tambor com agitacao, de 60 litros, com instrumentacao e
automacao de forma que um estimador Pl indicava a diminuicdao do conteddo de dgua do
meio. Apds certo valor critico, pequenos volumes de d4gua eram borrifados no meio de
fermentacao sendo procedidos por um periodo de agitacdo do tambor para homogeneizar.

Em resumo ao que foi discutido até aqui, os processos de FES sao objeto de estudos para
producao em vdrias areas (farmacos, enzimas em geral, por exemplo), mas carecem de
resultados aplicaveis em grande escala. O diminuto nimero de trabalhos voltados a
instrumentacdo e automacao desses processos chama atencao, principalmente devido ao
grande avanco existente na integracao entre as areas de software, hardware e sensores.
Por sua vez, as técnicas de Sistemas de Controle aplicadas nesses processos sao
parcamente descritas e acredita-se que uma grande contribuicdo pode ser feita na drea com
conseqliente aumento de eficiéncia.

O Brasil, com sua enorme diversidade biolégica, possui microrganismos que ainda deverao
ser estudados e catalogados conforme sua caracterizacdo. Uma das maneiras de
caracterizar a atuacao de diferentes fungos é através de FES por meio de curvas de
crescimento cinético, as quais indicam a producao de varios grupos de enzimas para cada
espécie estudada, como por exemplo, o que foi descrito por Durand (2003). Conhecendo-
se a atuacao de cada espécie na presenca de diferentes substratos e condicoes de
operacao em umidade e temperatura possibilita a classificacdo segundo as caracteristicas
para cada aplicacao, ou produto desejado. A etapa posterior a escolha de cada processo
caracterizado é a de escalonamento e estudo de viabilidade comercial do processo.

Automacado de Reatores de Fermentacao Solida

No Laboratério de Agroenergia da Embrapa Instrumentacao Agropecudria, ha um reator de
FES em continuo desenvolvimento tecnolégico dotado de um sistema de controle de fluxo e
umidade do ar. Esses parametros sao comandados pelo usudrio, que estabelece para a
entrada do biorreator o fluxo de ar passante e a umidade relativa. O principio de
funcionamento do sistema é manter uma razao entre fluxo de ar seco com outro de ar
saturado com agua de forma a obter um fluxo de ar constante com umidade também
constante, conforme a necessidade do operador. Conforme mostra o diagrama na Figura 1,
o sistema é composto de uma entrada de ar saturado de 4gua e outra de ar seco.

crmdo”| CF1

saturado
& ¢
C1 M1 URT1 Reator URT2 >
Ar AR 5 9
seco ™ CF2 M3 M4 M5 M6
& 0
C2 M2

Fig. 1. Diagrama em blocos do sistema de controle de fluxo de ar.
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Cada uma dessas linhas de entrada possui um controlador de fluxo de massa (CF1 e CF2)
que sdo comandados por sinais elétricos entre O e b VDC, através dos sinais de comando
C1 e C2. Os controladores possuem saida de medida de fluxo indicadas por M1, e M2. As
duas tubulacdes de ar seco e Umido sao ligadas entre si para fazer a mistura ajustada pelos
comandos. Um conjunto sensor mede a umidade relativa e a temperatura do ar resultantes
dessa mistura, indicados por URT1. Um segundo conjunto sensor mede a umidade e a
temperatura resultantes do ar de saida do reator. As medidas de temperatura e umidade de
cada conjunto sensor sdo dadas por M3, M4, M5, e M6.

Nos experimentos foram usados sensores do tipo estado sélido de fluxo, de umidade, de
pressao relativa (para a linha de alimentacao de ar), e de temperatura Para efetuar o
controle de fluxo de massa em linha foram usados dois controladores sendo um deles para
a linha de ar saturado, e outro para a linha de ar seco. O sensor de umidade usado também
possui um resistor de platina para medida de temperatura. Desta forma, a expressao
matematica indicada pelo fabricante para célculo da umidade em funcao da diferenca de
potencial elétrico entre os terminais do sensor também inclui a compensacao de
temperatura. Foram usados trés sensores de fluxo alimentados em corrente continua com
10+0,02 volts, com saida entre O a 5 volts, para um fluxo entre O a 1000 mililitro/minuto.
Os controladores de fluxo de massa controlam o fluxo de ar entre O e 1 litro/minuto,
conforme o comando via sinal de corrente continua entre O e 5 volts. As medidas sao
armazenadas através de uma placa de aquisicdo de dados, a qual possui, entre outras
caracteristicas, 16 canais de entradas analdgicas (ou oito entradas diferenciais) e dois
canais de saidas analégicas para acionamento externo. Cada canal de entrada, ou de saida,
usado no sistema para medida de um sensor, ou de acionamento de um controlador, é
configurado individualmente de acordo com as caracteristicas especificas. A seqliéncia de
medidas, armazenamento de dados, desenhos de graficos em tempo real, e acionamento
dos controladores de fluxo de massa, é feita com auxilio de um pacote de programacéao por
interface grafica, chamado LabView, da National Instruments. Este pacote permite o
desenvolvimento de instrumentos virtuais que fazem interface com placas de aquisicao de
dados, a exemplo do que foi
usado no sistema. Na Figura 2

Configuragies 1 Dados J

Ikabre o e (k) it vé-se a interface gréfica de um
i s O e (a |nstrumen'Fo virtual
% 50 oo 10 ] . desenvolvido no trabalho
E;gg ftl——i: —: 8 usado para aquisicao e
E I 7 % armazenamento de dados, e
o- T TR X acionamento dos
-ISIU;EIIU:UU 210300 Tezmlpglstsu)u 2090 21311117 o S & controladores de fluxo de
e R P sz massa. O programa
[azio iy 81 2¢[ o=l o e desenvolvido possibilita o uso
Unidack Relatha2  Tomperatura2 de até 32 sensores, com
CnntrnladeFlljxu | Gravacdn dedados i ey 100 50 — conversao de dados de
Corg kg = voltagem para as unidades
& (e - 0= 0 desejadas. As medidas e
Em_; - ok Unidade Relativad  Temperatwad acionamentos sao feitas em
< ‘;moémmmmm ' s intervalos de tempo escolhidos
™ o i = @ pelo operador, bastando para
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Fig. 2. Detalhe do instrumento virtual desenvolvido para o sistema de aquisicao de dados e
controle de fluxo de ar.
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O sistema foi posto em funcionamento de forma que um fluxo de ar totalmente seco
promovesse a secagem de um substrato composto de farelo de trigo, com massa igual a
2,45 gramas, previamente secado em estufa, durante varias horas. O substrato foi
colocado em uma coluna de vidro imersa em um banho com agua, de forma a simular um
reator de fermentacao sélida. Em seguida foi ajustado o fluxo de ar seco e imido para
garantir a umidade do ar de entrada com umidade relativa igual a 80%. Foram medidos e
armazenados os parametros M1 a M6, com amostragem de 1 segundo cada canal. Na
Figura 3 observa-se o resultado do comportamento do degrau de umidade do ar de entrada
da coluna, UR1, e da umidade relativa do ar de saida da coluna, UR2. Observa-se, como
esperado, a concentracdao de umidade em funcao do tempo no substrato previamente seco,
tendendo ao valor ajustado pelo controle. Como nao houve atividade bioldgica consideravel
no meio (o substrato nao foi inoculado), as temperaturas do ar de entrada e saida (Te, e Ts,
respectivamente) se equipararam. Dessa forma, a temperatura do ar variou principalmente
devido a variacdo do ar de entrada do compressor de ar, ao longo do tempo. O ajuste de
umidade em 80% do experimento foi iniciado as 17h30min e durou cerca de 750 minutos.
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Fig. 3. Degrau de umidade de 80% (UR1) em substrato e resposta de saida (UR2), com
medida de temperatura de do ar de saida (Ts).

Conclusoes

O sistema que estd em desenvolvimento permite versatilidade suficiente para trabalhar em
diferentes faixas de fluxo e pode manter com bastante fidelidade o que for comandado pelo
operador. Entretanto, o ajuste de umidade depende das variacdes da temperatura e da
umidade do ar entregue pelo compressor. Uma maneira de contornar essa situacao é
garantir que essas variaveis se mantenham constantes em uma faixa restrita, ou
implementar uma malha de controle a mais no programa para que o sistema possa
comandar pequenos desvios de umidade desejada aumentando ou diminuindo os fluxos de
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ar seco e ar umido. Entretanto, com os resultados obtidos também é possivel modelar a
resposta a degrau de umidade referente a massa de substrato utilizada, aproximando-a de
um sistema de primeira ordem com atraso de tempo. Dessa forma serd possivel realizar
experimentos de fermentacao sélida de forma a investigar as melhores faixas de operacao
em relacao a umidade, temperatura, e fluxo de ar, as quais determinam as maiores taxas de
producao de enzimas de interesse ao trabalho.
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