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— FERMENTACA ==

EM ESTADO souno:—-:-

Vanlldo Lunz Del Blanchl
Iracema de Oliveira Moraes
Deise Maria Fontana Capalbo

13.1 - Introducao

Quem nunca viu uma laranja coberta por uma camada verde ou negra de
mofos? Um pdo embolorado? Ou mesmo um sapato mofado apés ter sido deixado
em um lugar umido? Pois bem, esses exemplos citados, que acontecem com fre-
qiiéncia na natureza, ocorrem principalmente devido a determinadas condigdes
ambientais e alimentagdo propicias ao crescimento desses microrganismos.

Porém, esse desenvolvimento microbiano indesejdvel pode ser, se houver
um controle do processo, uma ferramenta potencialmente interessante na obten-
cdo de diversos produtos, tais como enzimas, biomassa microbiana, inéculos, além
de alimentos, medicamentos, pigmentos, etc.

Essa forma de processo é denominada “fermentacido em estado sélido”, “fer-
mentacdo em substrato sélido”, “fermentacdo em meio semi-sélido” ou simples-
mente “fermentacdo semi-sélida”. Como forma abreviada, pode ser utilizada tam-
bém a sigla FSS (embora, menos freqiientemente, alguns pesquisadores prefiram
usar as siglas FMS e FES).

Esse processo, comumente empregado em paises do Oriente e do continente
africano visando a elaboragdo de alimentos, vem ganhando adeptos em sua utili-
zagao, ano apoés ano, entre pesquisadores da Europa e do continente americano,
devido a peculiaridades que serdo enfocadas nas paginas seguintes.

Tomando por base a defini¢do utilizada por DURANT et al.!, na qual tam-
bém se enquadram algumas outras extraidas da literatura,”>*® mas ressalvando
que o substrato ndo tem de ser necessariamente insoltivel em agua e, desta forma
ser s6lido, pois ocorrem exemplos em que o substrato liquido (solugdo de sacaro-
se e de sais nutrientes ou melago) estd umedecendo uma matriz sélida inerte (sa-
bugo de milho ou bagago de cana),”’” a fermentacdo em estado sélido pode ser
definida como “processos que referem-se a cultura de microrganismos sobre ou
dentro de particulas em matriz sélida (substrato ou material inerte), onde o con-
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teudo de liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ela estd a um nive] d
atividade de dgua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo g
células e, por outro, ndo exceda & maxima capacidade de ligacdo da dgua com |
matriz sélida”.

Por essa deflmgao eliminam-se também algumas confusdes criadas por de
terminados autores,’ que colocam erroneamente os sistemas de filtro biolégico ae
robio utilizados em processos de tratamento de aguas residudrias e o sistema
fermentagdo acética para obtencdo de vinagre, onde em ambos os casos, hé a per
colagdo de nutrientes liquidos através de uma matriz sélida inerte e insoltivel, n;
qual estdo imobilizados 0s microrganismos, como processos de fermentacido err
estado sélido.

O termo fermentagdo em superficie, as vezes utilizado para referir-se a cul-
tura em substrato sélido, deve ser evitado, pois esta denominagao diz respeito ao
processo em que hd o crescimento microbiano sobre a superficie liquida estatica
de um substrato, tal como a antiga forma de produgédo de vinagre em barris.

Outro erro que nao deve ser cometido é confundir esse processo com a cul-
tura em meio sélido ou semi-sélido utilizando agar, usualmente empregada em
microbiologia para a selecao e manutenc¢io de microrganismos.

Nesse capitulo serdo descritos, de maneira sucinta, topicos de interesse a
compreensdo desse processo, mais especificamente tipos de microrganismos, ca-
racteristicas dos substratos, formas de reatores e principais controles comumente
utilizados, as vantagens e desvantagens inerentes ao sistema em relacdo ao pro-
cesso submerso, além de exemphflcar alguns casos relatados por pesqmsadores
em diversos artigos cientificos.

Porém, dentre todos os assuntos analisados, o estudo sobre produgao de co-‘
gumelos comestiveis, pela quantidade de material bibliografico existente, mesmo’
empregando os meios em estado sélido para o crescimento e produgao enzimatica,’
nao sera examinado neste capitulo, pois merece uma atengao a parte. !

No item “Referéncias bibliograficas” serd apresentado um vasto nimero de
titulos de artigos cientificos utilizados neste capitulo, visando facilitar a procura
de material bibliogréfico para aqueles que quiserem iniciar uma pesquisa envol—
vendo esse processo. -

13.2 - Histoérico do processo da FSS

Pelos primeiros exemplos citados neste capitulo, pode-se concluir que 2
ocorréncia da fermentagdo em estado s6lido €, com certeza, mais antiga que 0 pfo
prio homem, sendo, portanto, muito dificil precisar o inicio desta prética pela ati-
vidade humana. Sabe-se, contudo, que varias formas de alimentos utilizando eSS?,_
processo microbiano fazem parte da dieta de diversos povos ha muitos séculos.

Sao citados exemplos de alimentos que necessitavam, de alguma forma, da
fermentagdo em estado sélido hd milénios. Como, por exemplo, na China, a pro”
ducao de molho de soja em 1.000 a.C. e a de “chiang” (similar a0 “miso ”) entr®
2.500 e 500 a.C.,*" os quais sdo obtidos a partir da modificagdo enzimaética do
meio utilizando-se o “koji”. O “koji” consiste numa massa umidificada de ur



Histérico do processo da FSS 249

Eereal cozido (na maior parte dos casos, arroz) na qual houve o crescimento de
Aspgrgl'lll-ls g B o conseqliente producdo de um complexo enzimatico com ati-
vidade diastatica.™

: Uma das primeiras referéncias que se tem sobre o processo em meio sélido
10 Ocidente, além de uma citagdo da obtencido de queijo roquefort em 100 d.C.,>
estd associada, no inicio deste século, nos Estados Unidos, ao nome do pesquisa-
dor Takamine na produgédo de “mold bran”, similar ao “Koji”, que consiste basica-
ihente no emprego do farelo de trigo no lugar do arroz e de outros fungos para a
obtencdo do complexo enzimético. Esse estudo visava substituir o malte na indus-
tria de destilados. *>*°

Segundo HESSELTINE,"” UNDERKOFLER ¢t al.”*"* continuou este trabalho de
1937 a 49, no objetivo de produzir 4lcool etilico a partir de milho. Utilizaram-se
para esse processo fermentadores do tipo tambores rotativos, tambores estaticos
ou simples bandejas, sendo estudadas as vantagens e desvantagens de cada um
destes reatores.

Assim, até a metade deste século, e sempre se referindo a esta parte do pla-
neta, dominaram, para o caso de fermentagdo em estado sélido, as pesquisas em
torno da producao de enzimas microbianas.

Porém, principalmente para agilizar a producado de penicilina, durante o pe-
riodo da Segunda Guerra Mundial, houve a opgdo de desenvolver os processos
que envolviam a fermentagdo liquida em tanques profundos, negligenciando os
‘processos em estado sélido.'*"

Dessa forma, as pesquisas voltaram-se quase que exclusivamente para o
projeto de desenvolvimento de fermentadores para os processos em fase liquida,
com muito poucos estudos empregando a fermentagdo em substrato sélido.

Apenas para exemplificar, ha citagdes de experiéncias para producdo de &ci-
do citrico em fermentacdo em estado sélido até 1936, retornando novamente o in-
teresse nesses estudos somente em 1975."

No Japéo, contudo, o processo tradicional, que era realizado em bandejas de
madeira ou bambu, onde os cereais, tais como arroz e trigo ou trigo e soja eram
inoculados e fermentados com o “koji”, foi sendo aperfeicoado. Projetaram-se in-
cubadoras automatizadas com inoculagio, controle das condi¢cdes ambientais, agi-
tacdo controlada do meio e recuperagao do produto final, utilizando-se também
linhagens mutantes melhoradas." Esses fatos conduziram o Japao a obtencao de
uma tecnologia cada vez mais avangada, em termos de produgdo por fermentacédo
em estado sélido.

Nos paises do Ocidente, nos dias de hoje, diversos estudos estdo sendo reali-
zados utilizando-se substrato sélido, tanto na obtencdo de bioprodutos como no
desenvolvimento de reatores ou conhecimento do metabolismo e condicdes do
Processo. Porém, em niveis industriais, o processo submerso continua sendo o
Principal sistema de geragdo de produtos obtidos via fermentagio, sendo insigni-
ficante o niimero de empresas que empregam a fermentacao em estado sélido para
estes fins.
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13.3 — Microrganismos comumente utilizados

PANDEY" indica que 0s processos por fermentacdo em estado sélido podem
utilizar tanto microrganismos em seu estado natural, como por exemplo nos casos
de ensilagem ou compostagem,’® como na forma de culturas puras individuais, em
que se enquadram a maior parte das pesquisas nesta area, ou, mais raramente, na
forma de culturas mistas."”

Devido aos baixos niveis de dgua no sistema, os fungos filamentosos tém re-
cebido a maioria das aten¢des nas pesquisas, pois apresentam melhor capacidade
de crescimento nestas condic;ées.2 Assim, um vasto campo de estudos tem se vis-
lumbrado utilizando estes microrganismos.

Como exemplos, podem ser citados, dentre muitos outros, o uso de culturas
de Rhizopus, Trichoderma, Penicillium ou Aspergillus para obtengdo de enriqueci-
mento protéico e produgdo de enzimas, Mucor ou Rhizopus na produgéo de renina
microbiana, Penicillium para a produgdo de penicilina e Fusarium ou Giberella para
a obtencio de 4cido giberélico.”

Porém, outros microrganismos tém obtido espago nesse tipo de sistema,
como a producio de esporos de Bacillus thuringiensis' para a produgio de bioinse-
ticidas, de a-amilase por linhagens de Bacillus,” e de dlcool por Zymomonas mobilis
ou por leveduras tradicionais.”*

Ou seja, como todo o processo fermentativo, a escolha do microrganismo
adequado é uma peca chave no sucesso da producao desejada. Por exemplo, a
a-amilase pode ser produzida por, no minimo, 28 tipos diferentes de culturas mi-
crobianas. J4 a cultura de’ Aspergillus niger tem a capacidade de produzir nada me-
nos do que 19 tipos diferentes de enzimas, dependendo da indugdo e/ou do
substrato utilizado.” J

Neste sentido, a fermentacdo em estado sélido tem se mostrado apta a reali-
zar varios tipos de transformacdes, seja ela por fungos, leveduras ou bactérias, € 0
que ird determinar a escolha da linhagem mais apropriada, durante a fase de sele-
cao de microrganismos, serd o estudo detalhado do processo, visando obter o me-
lhor meio de cultura e as melhores condicdes ambientais da fermentagao,
principalmente no que se refere & temperatura e a umidade do sistema.

3.4 — Substratos: caracteristicas e composicao

i

Ao iniciar este item, antes de tudo é necessario comentar que o termo fer-
mentacdo em estado s6lido remete a idéia de dois tipos de materiais insoliveis e
dgua, sobre os quais os microrganismos irdo crescer: quando o suporte sélido atud
ele préprio como fonte de nutrientes e no caso em que os nutrientes sao solivels.
em 4gua e 0s microrganismos estdo aderidos a uma matriz sélida, inerte ou naos:
que ird absorver o meio de cultura liquido. A maioria dos processos revistos em 11’_.-;
teratura utilizam o principio em que o suporte sélido atua também como fonte di‘
nutrientes. K

Em relacdo ao segundo caso existem, dentre outras, as citagdes da produsa%

de esporos de Aspergillus niger em sabugo de milho umedecido com solugao de 2™
carose para a formagdo de inéculo na produgao de 4cido citrico,” do emprego de
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ma solucdo de glicgﬁse e de nutrientes umedecendo bagago de cana para a produ-
‘é-:éo'de acido latico,” de particulas de polpa de madeira fornecendo umidade e
.r.-.--'ermitindov;nelhor ventilagdo em meio de arroz ou farelo de trigo para producio
de enzimas™ e a obtengado de alcool etilico em bagaco de cana umedecido com me-

7,8

o
L. E possivel notar, pelos exemplos citados, que o substrato pode estar tanto na
forma natural como na forma sintética, dependendo do processo que se deseja rea-
fizar, da facilidade de se obter determinadas matérias-primas ou dos resultados
que se deseja conseguir. Bagaco de cana pode ser abundante em determinadas re-

gioes, assim como o sabugo de milho ou a palha de arroz pode ser em outras.

Ja para estudos de cinética das fermentagdes, cita-se o exemplo da utilizacao
de particulas de argila“'23 como matriz sélida inerte insolivel, que ndo exercem in-
fluéncia sobre o consumo de substrato e facilitam a separagdo entre a massa mi-
crobiana e o meio de cultura.
¥ Porém, de forma geral, os materiais utilizados sdo provenientes de maté-
fias-primas, produtos e/ou residuos agroindustriais, sendo que, logicamente, de-
pendendo do produto que se deseja obter, estes ultimos tém tido a preferéncia nas
pesquisas, devido ao baixo ou nenhum valor comercial.

Pode-se também incorporar solugdo nutriente ao substrato sélido, visando
adequé-lo melhor as condigdes nutricionais do microrganismo para a fermentacao
idesejada. Como o estudo realizado para a produgdo de a-galactosidase por Asper-
gillus niger,* no qual ao meio composto de farelo de trigo foram adicionados uréia
(como fonte de nitrogénio), 4gua de maceragdo de milho (como fonte de fatores de
crescimento), farinha de soja ou farinha guar (como indutores da enzima) e acido
citrico (que favorece a produgdo da enzima desejada). Ou, no caso de enriqueci-
mento protéico, quando se introduz fontes de nitrogénio tais como amoénia, uréia,
triptona e caseina® ou solucdes sintéticas como sulfato de aménia.

O substrato (ou a matriz sélida) deve ter algumas caracteristicas que possi-
bilitem o maior rendimento do processo. A principal peculiaridade é o alto grau
de acessibilidade do microrganismo a todo o meio e, para tanto, de suas caracte-
risticas mais importantes destacam-se a porosidade, o tamanho e o formato das
particulas.

Em relagdo ao tamanho da particula, um problema se apresenta: se, por um
lado, quanto menor o tamanho maior a 4rea superficial e, conseqiientemente, maior
0 grau de transformacao, por outro lado o processo necessita ter uma granulome-
tria prépria visando permitir a circulacio do ar por entre a massa e a dissipacao
de gases e calor produzidos, os quais poderiam vir a prejudicar o rendimento do
Processo. Esse item é importante para a defini¢do da altura do substrato e da gra-
nulometria do meio que deve ser empregada no processo.

Por exemplo, segundo estudo de PANDEY et al.,* particulas de farelo de tri-
80 e farinha de milho (a uma proporgéo de 9:1) com didmetros entre 425-500 um e
5_00-600 um, respectivamente, resultaram em uma maior produgido de amiloglico-
Sidase, embora tenha sido notado que particulas de didmetro entre 180 pum e 1,4
Mm tenham apresentado rendimentos similares.
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ECHEVARRIA et al.” obtiveram o melhor rendimento de enriquecimento pro-
téico de Aspergillus niger utilizando particulas de cana-de-agucar com 1,4 mm, J3
BUDIATMAN; LONSANE® utilizaram residuo fibroso do processamento de mandig:

ca com didmetro entre 3,0 e 5,0 mm para a produgao de pectinase.

A Figura 13.1 apresenta a velocidade de fermentagdo, avaliada pela porcenf
tagem de CO, produzida no decorrer do processo, em fungdo do tamanho das par-
ticulas do meio sélido. Pode-se observar que, conforme diminui o tamanho dag
particulas, aumenta a quantidade de gds carbbnico produzido, assim como dimi-
nui o tempo em que o processo atinge 0 maximo de produgao de CO,. '

10
)
N8
8 4,0mm
6 8,0mm
] 12,0mm
4
2
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo de fermentagéo (horas)
Figura 3.1 - Influéncia do tamanho das E>oam'culas na velocidade de fermentacao de aglcar de beterraba por Zymo:

mones mobilis para a producao de etanol.

Quanto & porosidade, a principal qualidade desta caracteristica é a capacida;
de de absorcdo de dgua, que facilita o transporte de enzimas e metabdlitos por en-
tre 0 meio e 0S MiCrorganismos.

Embora alguns autores citem como aspecto importante a simplicidade do
meio de cultura utilizado no processo, em boa parte dos estudos o substrato ne-
cessita de um pré-tratamento para se adequar as condigdes necessarias ao cresci-
mento e & producdo de metabdlitos pelos microrganismos..Assim, para facilitar 2
atuacdo dos microrganismos sobre o meio, podem ser empregados os processos
de:

* esmagamento, quebra, moagem e peneiramento, visando adequar 0 meio

a granulometria mais adequada do processo; ,

e suplementacio de nutrientes e corregdo de pH, para suprir a falta de
algum nutriente ou adequar as melhores condi¢des de crescimento m&-
crobiano;

e hidrélise acida ou alcalina de material celuldsico, visando facilitar a atua-
cdo enzimatica;
 embebicdo, para regular o teor de umidade inicial do processo;

* vaporizagdo ou aquecimento, visando a gelatiniza¢do ou inchamento do
substrato;®
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e adi¢do de agente seqliestrante, com o objetivo de retirar fons metalicos do
meio, que podem diminuir o rendimento do processo;’'

e processo de esterilizagdo, que visa a diminui¢do ou eliminagdo de possi-
veis contaminacdes.

Nesse ultimo caso, porém, além de ser uma etapa de consumo muito grande
de energia, a esterilizagdo pelo calor pode causar uma modificacdo nas caracteris-
ticas do substrato, tais como textura ou qualidade nutricional, que refletem na for-
macdo de uma massa compacta ou granular, um ressecamento da massa e, as ve-
zes, uma adesdo da massa a parede do fermentador. OSHIMA32 cita a modificacio
da textura de diferentes meios apds a esterilizacao.

Félizmente, alguns autores mostram que, a partir da adicdo de uma quanti-
dade grande de inéculo que visa evitar ou abrandar o problema de contamina-
coes, a ndo esterilizacdo do meio nédo afeta a produtividade, como por exemplo na
obtencdo de penicilina33 e de etanol.34

Diversas matérias-primas e, dentre estas, principalmente diversos tipos de
residuos agroindustriais, podem ser empregadas na fermentacdo em estado séli-
do. A escolha de cada meio, logicamente, ird depender do produto final que se de-
seja obter.

Pode-se exemplificar os seguintes materiais:

* celulose, hemicelulose e lignina oriundas de biomassa vegetal e/ou ester-
. . - Al 35,3
co de animais para a producdo de compostos organicos;*

o farelo”” e palha de trigo,’ farinha e farelo de soja,” farinha, manipueira e
residuos sélidos do processamento da mandioca,” palha e quirera de ar-
roz,"* bagago de cana™* e melaco para producio de enzimas;

* sorgo,” polpa de beterraba,”*! “grits” de milho,'” bagaco de maca, bagaco
de uva, quirera de arroz, melago e cana-de-agtcar" para a produgio de al-
cool;

e residuos de banana, farinha,* manipueira e residuos sélidos do processa-
mento de mandioca, espiga de milho, bagago de laranja,® ca
na-de-actcar,” bagaco de cana, bagaco de macd,” melaco, vinhaca, farelo
e palha de trigo,* grao-de-bico, beterraba, polpa de café,” polpa de bata-
ta-doce,' arroz cozido,” folha de “maple”® para a obtencio de enriqueci-
mento protéico;

* bagaco de cana, 4gua de maceracdo de milho, lactose, sacarose™ e farelo
de trigo® para a produgéo de antibiéticos;

® graos de milho,* alfafa e aveia,” graos de sorgo, soja, trigo, amendoim,
milho™ e arroz'™” para a verificacdo de producio de toxinas;

* farelo de trigo,' beterraba, bagaco de cana e melago®*

de acidos organicos;

para a producao

* soja (“hamanatto”, “tempeh”, “miso”, “natto”, “shoyu”), pasta de amen-
doim (“ontjom”), peixe (“katsuobushi”) e mandioca (“gari”, “kokonte”,

’ ~ . . : « 211,53
“lafun”) para a elaboragdo de alimentos e condimentos orientais™''> e

. 9
africanos;
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° sacarose, polpa de beterraba e gréos de argila,”** farinha de mandioca ¢
solugdo nutriente™ para a determmacao das cinéticas do processo.

Um problema que pode surgir quando da atividade em larga escala para 3
obtengdo de um bioproduto por FSS é o descarte ou o aproveitamento do residug
gerado.

Segundo ROUSSOS,” tem-se sugerido a utilizagdo do residuo na geracio de
biogas, de racdo animal, disposi¢do em aterro sanitario e de fabricacdo de chapase
papéis, sem, porém, haver uma pesquisa concreta da viabilidade de cada aplica-
cao. Foi, entao, realizado um estudo de ensilagem com o residuo proveniente da
producdo de celulase por Trichoderma harzianum em meio de bagaco de cana, fare-
lo de trigo e solugdo nutriente. O residuo foi prensado e ajustado a uma umidade
entre 33 e 45%. ApOs a adigdo de bactérias lacteas, solugdes acidas e melaco de
cana, a massa foi colocada em sacos plasticos perfurados a 23-28°C. Depois de 6
meses, verificou-se que o residuo mantinha as mesmas qualidades iniciais.

13.5 - Reatores para a fermentacao semi-sélida

Para iniciar a discussdo sobre os tipos de reatores comumente empregados,
€ interessante analisar quais as formas de processo que sdo utilizadas para a reali-
zacao de uma fermentacao em estado sélido.

A forma empregada em praticamente todos os estudos revistos diz respeito
ao processo em batelada no qual, basicamente, o meio é adicionado ao reator,
ocorrendo entdo a inoculagdo do substrato e a incubagdo do mesmo por um deter-
minado periodo de tempo.

A seguir, o produto obtido pode ser extraido por suspensao do meio com
agua, solugdes-tampao ou solventes (como no caso de enzimas, acidos, 41cool,...)
ou entdo, simplesmente, secado e armazenado (como para a producédo de bioinse-
ticidas ou proteina microbiana).

Porém, outros processos sao citados na literatura.

Efetuou-se uma fermentagdo semicontinua para a produgdo de 4cido citrico,
em que ha, por cinco vezes consecutivas no maximo, a extragdo do produto e a re-
introdugdo do meio de cultura a matriz inerte e microrganismos para uma nova
fermentacdo, permanecendo assim a matriz sélida junto com a massa microbiana
durante 20 a 25 dias dentro do reator empregado.”'

No caso da produgio de 4cido giberélico, cita-se o processo em batelada
alimentada, no qual hé a adicdo de porcdes iguais de sacarose ao meio no terceiro
quarto e quinto dia de fermentagdo, visando d1m1nu1r o efeito inibidor ocasionado
por este substrato a massa microbiana.

Nos anos 40, hd uma citacdo de produc¢do em escala industrial de enzimas
fingicas, por Aspergillus oryzae, por processo continuo.” O método, baseado 10
sistema de bandejas, consistia na esterilizagdo, resfriamento, alimentacéo e inoct
lagdo do substrato por meios mecanicos, fermenta¢io e secagem através da passd”
gem das bandejas, colocadas em uma espécie de estantes rolantes, por tiineis
aclimatados, finalizando com moagem e empacotamento mecanicos.
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Um outro item que deve também ser analisado refere-se a escolha dos fer-
mentadores e, neste caso, deve-se levar em conta os objetivos da fermentacao,”” a
nélise econdmica dos custos iniciais e operacionais do processo,!>7 a manipula-
50 simplificada do sistema (carga/recarga, limpeza, manutencdo)! e a possibili-
Jade de monitoramento e controle de diversos parametros, se houver necessida-
.1,57

Para a ampliacdo de escala do reator, deve-se verificar, primeiramente, em
scala de laboratério, se os objetivos foram alcangados,”” e observar parametros
que, em pequena escala, ndo sdo compativeis com a escala industrial (como os
feitos da espessura da camada, da compactagdo do substrato, da taxa de aeragao
da dissipacdo de calor).! .
Dos diferentes tipos de reatores encontrados na literatura, segue-se como

exemplos de alguns dos mais comumente empregados:

e Reatores de vidro: logicamente, por ser um processo ainda ndo muito di-
fundido, quando se fala em fermentagdo em estado sélido deve-se pensar
antes de tudo em pesquisas que sdo realizadas, em nivel de laboratério,
através deste método.

Assim, os primeiros reatores que devem ser citados sdo os de vidro, comu-
nte utilizados em laboratério. Erlenmeyers sdao os primeiros a serem lembra-

Frascos de Fernbach% também sdo bastante utilizados, inclusive em nivel in-
dustrial, para a produgéo de esporos, devido a ampla area superficial entre o substra-
0 e a atmosfera que o mesmo fornece para o desenvolvimento dos microrganismos.

Garrafas de cultura também sdo muito empregadas pelos mesmos fatos ex-

Dessa forma, diversos tipos de reatores tém sido propostos para amenizar os
oblemas de aeracdo, troca de calor, umidade, entre outros.

%

BUra 13.2 _ Reatores de vidro: pela ordem, frasco de Fernbach de 2500 mL. garrafa de cultura. tubular vertical,
‘Meyer de 250 mL, erlenmeyer de 2800 mL.
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e Bandejas: as pr1me1ras a sur01rem foram as bande]as rasas. Construldas em
estrutura de madeira,” bambu, aluminio® ou outros materiais,’ de diver-
sos tamanhos (mas, com a altura do meio variando basicamente entre 2 3 7
sz,«;), elas podem possuir seu fundo intacto, o que significaria uma atuacio
muito parecida com a dos erlenmeyers, porém com uma area superficial de
troca e uma capacidade de alocar meio de cultura muito maior. Podem
também ter seu fundo substituido por uma tela perfurada, o que lhes con-
fere uma maior eficiéncia na circulagdo de ar por todo o meio, e nio so-
mente na parte superior exposta ao ambiente.

Para a disposicdo das bandejas, deve-se ter um local apropriado para o de-
senvolvimento da fermentacdo. Podem ser utilizadas simplesmente salas com es-
tantes, fazendo-se uso de ar natural ou aeragdo forcada (passando antes por umi-
dificadores), desde que haja o controle de temperatura e umidade. As bandejas,
perfuradas, por outro lado, podem ser também dispostas em estufas que possuam
uma adaptacdo para a entrada de aeragao forgada pelo fundo do equipamento.

CANNEL; MOO-YOUNG?® citam o exemplo de utilizacdo de grandes bandejas
(1,4 a 4,5m’) com fundo de tela, para a produgdo de “koji” em processo mecaniza-
do, que sdo colocadas em camaras de incubagéo tendo a temperatura ajustada pela
passagem de ar por entre o substrato.

Nesses casos, o substrato é aspergldo por uma solugdo de inéculo. Instala-
¢oes desse tipo requerem um elevado nimero de trabalhadores, além de o nimero
de bandejas manipuladas diariamente ser igualmente elevado.

Figura 13.3 — Reatores tipo bandeja: pela ordem, com meio de cultura e vazio com fundo perfurado.

e Tanques circulares: pode ser visto, na Figura 13.4, o exemplo de um equiy
pamento em cultura estatica, em nivel industrial. TOYAMA® indica llm
equipamento, denominado produtor de “koji” automatico estac1onar10¢
que consiste de dois tanques rotatérios de 7 m de didmetro, dotados 9¢
um agitador helicoidal, dentro de uma cdmara de condi¢des controladas"
Podem ser processados, a cada batelada, cerca de 2 a 3 toneladas de mel%
de cultura, com alimentacdo, esterilizacdo, inoculacdo e retirada do pro®

duto realizados automaticamente.
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Condicionador de ar

O

Figura 13.4 — Tanques circulares’

e Esteira rolante: este sistema é uma variante do fermentador de bandejas.
As etapas de inoculagdo e incubagido do material esterilizado sdo realiza-
das em longas esteiras de fundo perfurado por onde circula ar imido. De
acordo com as necessidades de cada produto, pode ser realizada também
uma agitagdo ocasional.’

Figura 13.5 — Esteira rolante’

e Tubular horizontal: neste processo, também denominado tambor rotativo,
0 substrato € esterilizado e resfriado diretamente no tambor. A rotacdo do
reator pode ser ocasionada tanto por um eixo central como pela movimen-
tagdo de roletes sobre os quais o fermentador esteja montado. A rotacdo
pode variar de 1 até 180 rpm.

" Carga
g | Agua
g I N M i
N

f

Descarga

Figura 13.6 — Reator tubular horizontal com agitagio interna’

A agitacdo do substrato pode ser realizada pela simples rotacdo do reator ou
POr agitador central contendo nimero varidvel de pas; neste segundo caso, o pro-
€esso € denominado por fermentador tubular com agitagdo interna.
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A aeragd@o da massa é realizada pela passagem de ar esterilizado e umidifj.
cado através do reator, objetivando também o controle da temperatura interna.

Esse equipamento apresenta como dificuldades a serem suplantadas o custg
relativamente elevado para o volume de material produzido, a manutencéo da ip.
tegridade do micélio devido a agitagdo do sistema, além das dificuldades de am.
pliacdo de escala do processo.”

Utilizou-se esse tipo de reator para a produgio de ocratoxinas,” tendo 33 cm
de diametro, quatro chicanas internas e uma rotacdo a uma velocidade de 1 a 40
rpm. Estabeleceu-se que, para permitir a formacédo das hifas, a fase inicial deverig-
ser realizada em processo estatico. TOYAMA® citou, também, o exemplo de um
tambor rotativo automatico, em escala industrial, para a producao de “koji”, em
que todas as etapas do processo sdo realizadas automaticamente.

Em nivel laboratorial, o tambor rotativo foi utilizado por NISHIO™ (capaci-
dade de dois litros) e SILMAN™ (capacidade para 150 g de meio) para a producio
de extrato enzimatico a partir de Aspergillus.

* Tubular vertical: também denominado fermentador tipo coluna, tem
sido o reator utilizado em pesquisas quando se deseja obter o controle
do pracesso. Esses reatores podem ser construidos em vidro®™ ou aco
inox,' com dimensdes de 2 a 40 cm de didmetro por 20 a 180 cm de al-
fural 636! , permitindo uma capacidade entre 10 g e 8 kg% a
cada batelada.

O controle da temperatura deve ser feito através da passagem de ar por en-
tre 0 meio, embora alguns pesquisadores indiquem a existéncia de jaquetas em
torno do reator.” Porém, devido a baixa condutividade térmica do material sélido
utilizado, somente a utilizagdo de jaquetas ndo é suficiente para controlar a tempe-
ratura interna do reator.

Dentro dessa categoria, encontra-se o reator Zymiotis, projetado pela
ORSTOM-Franga, que possui capacidade para receber 21 kg de meio.”

Esse tipo de reator apresenta, como vantagens, um espaco reduzido, a
rapidez de carga e descarga e uma relagdao volume total/volume ttil préximo
a1l. Como desvantagens, a compactacdo da massa, a dificuldade de dissipagao
de calor e um grau de umidade da massa nao uniforme ao longo do equipa-
mento.’

Visando superar algumas das desvantagens apresentadas, se inclui tamberrt})
o denominado reator de leito fluidizado ar-sélido que, segundo pesqmsadores,
fornece um melhor controle de temperatura, de umidade e maior homogeneidade
do sistema.

* Sacos pldsticos: na verificacao de produgao de tempeh, * de toxinas” e
pesticidas,” foram utlhzados sacos de pohet1leno autoclavaveis, com
dimensdes de 20,0 x 38,0 cm™ e 30,5 x 61 0 cm.” Também utilizaram-se
tubos plasticos de 10,0 cm de didmetro.” Cita-se que é necessério per-
furar os sacos apés um certo periodo, para permitir a aeragdo do
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13.6 — Controles do processo

Como em todo processo fermentativo, o controle de determinados pardme-
s se faz necessario para a obtengado de produtos com caracteristicas constantes e
iformes.

Em relacdo aos conhecimentos de engenharia bioquimica, importantes a
é‘mpreenséo desse item, RAMANA MURTHY et al.”® apresentam uma resenha a res-
eito de transferéncia de massa, transferéncia de calor, cinética das reacdes, medi-
as experimentais de crescimento de biomassa e controle de temperatura e con-
ntracdo de gases, além da influéncia do substrato e do biorreator no processo
srmentativo.

O controle da umidade, da temperatura e do pH do meio, a velocidade e fre-
iiéncia de agitagdo, as condigdes de transferéncia de oxigénio e de nutrientes, as
aracteristicas do substrato, além das caracteristicas e estimativa de crescimento e
a automacdo do processo sdo os parametros mais freqiientemente analisados em
liversos estudos revistos.

e Umidade: o teor de umidade do substrato é um dos principais parametros
que influencia o sucesso de uma fermentacdo em estado sélido.

A natureza do substrato, as necessidades do microrganismo utilizado e o
po de produto final desejado sdo os principais fatores que determinam o grau de
idade que o substrato devera ter no inicio e ao longo da fermentagao.*

" Um substrato apropriadamente umedecido deve ter um filme superficial de
gua visando facilitar a dissolugdo e a transferéncia de massa de nutrientes e de
Xigénio. Porém, entre as particulas devem existir canais que permitam a difusdo
e gases e a dissipacdo de calor.'

Assim, se o nivel de umidade for elevado, implicara no decréscimo de poro-
idade do substrato e ird resultar em uma menor difusdo de oxigénio no interior
0 meio e conseqiiente decréscimo de trocas gasosas, além de aumentar o risco de
ontaminacdo, principalmente a bacteriana.’

-~ Para niveis de umidade menores que o necessitado, havera maior dificulda-
ena difusdo de nutrientes, resultando em um crescimento do microrganismo me-

or do que o possivel e esperado e, conseqilientemente, com menor producao do

produto desejado (lembrando que, a um teor de umidade abaixo de 12%, ndo ha
esenvolvimento microbiano).’

O teor de umidade na FSS pode variar entre 18 e 85%, sendo ele estipulado
fungzo do poder de absorgio do substrato. Como exemplo, pode-se citar o pro-
S50 “koji” (cultura de fungos sobre arroz cozido) onde o substrato é moderada-
lente umedecido durante o cozimento pelo vapor (35 a 40% de agua), e mantido
mido pela passagem de ar com 80 a 90% de umidade relativa, para o desenvolvi-
1ento de determinados fungos em sua superficie.

Para a producio de toxinas, é necessério apenas um teor de umidade entre
-8_a 30%,°%3 enquanto que para o crescimento de microrganismos, tendo a ligno-
elulose como substrato, os niveis variaram entre 70 a 80%. Quando o microrga-
Mo utilizado é uma bactéria, a umidade costuma ser sempre superior a 60%.

A Figura 13.7 apresenta a taxa de produgéo de proteinas de Aspergillus niger

U 5“ . . - - .
€ acordo com a umidade inicial do meio de cultura. Pode-se observar que, con-
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forme hd o aumento da umidade do meio de 35% para 55%, aumenta-se a prody-
cao de proteinas no processo, assim como diminui o tempo em que se dé a fase
logaritmica e o ponto maximo de obtencdo do bioproduto desejado.
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Figura 13.7 - Influéncia do teor de umidade no crescimento de Aspergillus niger.44

Durante a fermentacgado, havera uma perda de umidade devido a evaporacao
e as atividades metabdlicas microbianas. Essa perda podera ser reposta ou evita-
da, pela adi¢do de 4gua esterilizada em intervalos constantes de tempo, pela ma-
nutencdo da umidade atmosférica entre 90-97% de umidade relativa através de
injecdo continua de ar imido no fermentador ou com a instalagdo de umidificado-
res.’

e Atividade de dgua: este parémetro fornece a quantidade de dgua nao li-
gada viavel a disposigdo dos microrganismos. Ela € definida como a ra-
z&o0 entre a pressdo de equilibrio de vapor do substrato em relagdo a
dgua pura, 8 mesma temperatura. A atividade de dgua (a,,) influencia 0
desenvol\flmento microbiano e os processos b10qu1m1cos Assim, cada
microrganismo tem um nivel de a,, minimo para que possa efetuar suas
atividades metabdlicas. Em termos gerais, por exemplo, os fungos pos-
suem uma a,, minima de 0,7, enquanto que para as leveduras o valor si-
tua-se em 0,8 e para as bactérias, 0,9.%

Em PANDEY,"” sdo citados exemplos em que, durante uma fermentagdo em
estado sélido para fungos filamentosos, altas atividades de dgua favorecem a €5
porulagdo, enquanto que para baixas atividades hé o favorecimento de crescimen”
to micelial ou germinagdo dos esporos. A atividade da agua influencia a produg&lo
de aromas em queijos, sendo encontrado que o ponto 6timo de produgéo situa-5€
na faixa de a,, = 0,98. NARAHARA™ cita que o desenvolvimento de Aspergillus 07Y-
zae em arroz cozido cessa a valores inferiores a a,, = 0,90. YANG,” para o enriqueci-
mento protéico de residuos de batata- doce com leveduras amiloliticas, indic2
valores de a,, = 0.98-0,99.
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e Temperatura: devido as atividades metabdlicas dos microrganismos e de-
pendendo da altura da camada de substrato, uma grande quantidade de
calor pode ser produzida durante o processo fermentativo.

Por exemplo, RATHBUN, SHULER”' indicam um gradiente de 3°C a cada cen-
timetro de meio em um reator, sem dissipacdo de calor, com uma camada de subs-
trato de 6,5 cm de profundidade, para a producédo de tempeh.

Como a temperatura afeta diretamente a germinagdo dos esporos, o cresci-
‘mento e a esporulagdo dos microrganismos e a formacgdo de produto, o calor pro-
duzido devera ser imediatamente dissipado, para que o aumento da temperatura
nio prejudique a fermentacdo desejada.

Isso pode ser efetuado com a introdugdo de ar comprimido através do meio
de cultura, com o controle da temperatura da sala ou do equipamento onde ocorre
a fermentagdo, ou pelo sistema de camisas em torno do fermentador com circula-
cdo de agua refrigerante.*

0 pr e compostagem, que utiliza gran iras de dificil oxigena-
No processo d tag q tiliza grandes leiras de dificil
cdo interna, a temperatura interior chega a atingir niveis de 60 a 70°C.”

Ja em um exemplo de producédo de etanol, a temperatura 6tima situou-se na
faixa de 35°C, sendo que foi observada a producéo de sorbitol a temperaturas pou-
‘co maiores (39°C) e a formacio de levana a temperaturas mais baixas (25°C).”

A Figura 13.8 apresenta a taxa de produgdo de proteinas de Aspergillus niger
em relacdo a temperatura empregada no processo. Pode-se observar que, embora
a temperatura de 40°C tenha apresentado um menor tempo em que ocorre a fase
logaritmica, o processo a temperatura de 35°C obteve os maiores valores de pro-
‘dugdo protéica. Observa-se também que a temperatura de 45°C apresentou uma
‘perda sensivel na eficiéncia do processo.
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Figura 13.8 — Influéncia da temperatura no crescimento de Aspergillus niger.44

_ Quanto ao controle de temperatura, NARAHARA™ reporta que para a produ-
£0 de enzimas proteoliticas utilizando-se Aspergillus oryzae em arroz cozido, a
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temperatura ideal situa-se na faixa de 30°C, sendo que, visando o crescimento dq
microrganismo, a temperatura deve ser mantida a 38°C.

e pH: o controle do pH durante a fermentacdo em estado sélido, embora
este seja um dos parametros mais criticos, dificilmente serd conseguido
devido a heterogeneidade e a consisténcia do material. Como tentativa de
amenizar o efeito de uma variacdo brusca do potencial hidrogeniénico,
utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a adi¢do de so-
lucdes-tampao durante a etapa de umidificagdo do substrato.”

e Aeracdo: para um bom rendimento e uma rdpida fermentacdo em substra-
to sélido, é necessério o uso de uma grande area superficial do meio de
cultura, no qual o microrganismo pode se desenvolver em contato com o
ar. Na maior parte dos processos, tanto em nivel laboratorial como em ni-
vel industrial, a oxigenagdo do meio € realizada pela introdugao de ar es-
terilizado sob pressdo no equipamento de fermentacao.

Dependendo do valor da taxa de aeragdo introduzida; pode ser ocasionada
uma perda de umidade devido a exaustdao do ar, provocando uma secagem nao
desejada do substrato. Assim sendo, torna-se sempre necessario, nesses casos, a
presenca de umidificadores de ar antes da introdugao do mesmo ao reator.

Ha diferentes maneiras para se obter uma melhor movimentagéo do ar por
entre o substrato, permitindo assim uma melhor transferéncia de oxigénio, quer
seja pela utilizagao de material poroso medianamente granulado ou fibroso, pelo
uso de pequena espessura da camada de substrato, pela utilizagdo de bandejas
perfuradas ou reatores com fundo composto por uma tela de arame, pela a01taca0
do substrato ou ainda pela introdugao de ar forgado estéril dentro do reator.’

Essa quantidade de ar estéril a ser introduzida no processo fermentativo vai
depender da natureza dos microrganismos, da quantidade de calor metabdlico a
ser dissipada do processo, da espessura da camada de substrato, da quantidade de
CO, e outros metabdlitos volateis a serem eliminados e da necessidade de oxigé-
nio para a sintese dos produtos. :

Em comparagao com a fermentacdo submersa, esta nece551ta de quatro a cin-
co vezes mais oxigénio que a fermentacdo em estado sélido.”

Para se avaliar a taxa de consumo de oxigénio e de formagado de outros ga-
ses, pode-se utilizar tanto um analisador de O, e CQO,, assim como um cromatogra-
272
fo a gas, capazes de analisar os gases existentes na atmosfera do reator. =

» Agitacdo: o emprego da agitacdo em um processo em estado sélido pode
vir a fornecer uma melhor homogeneizagdo quanto a distribuicdo dos in6-
culos e do umidificante, impedir a formagdo de agregados e favorecer tan-
to a transferéncia gasosa pela exposicdo de particulas de substrato a
atmosfera do fermentador como a troca de calor dentro do meio.” A agita-
cdo, porém, devido a fragmentagdo mecanica do micélio, pode m’teIferlr
na formagao dos esporos e no desenvolvimento natural do microrganis-
mo.” Pode causar também a compactagdo do meio e a danificacdo das hi-
fas.’

e Estimativa e caracteristica de crescimento: a sequenc1a de crescimento mi-
crobiano em meio de cultura, em condigfes 6timas, envolve a oermmaGao
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nas pr1me1ras horas, seguida de um aumento gradual de temperatura de-
vido ao inicio das at1v1dades metabélicas, uma taxa crescente das ativida-
des metabdlicas, a fase estaciondria e de declinio. A duragédo de cada etapa
vai depender das condi¢des de fermentagdo, do microrganismo emprega-
do e do produto que se deseja obter.*

O fungo filamentoso tem a capacidade de penetrar nos espagos inter e intra-
granulares por meios mecdnicos ou enziméticos, com a firme fixagdo das hifas na
superficie do substrato e posterior intensa ramificagdo e penetracdo na parede ce-
Jular do substrato pela atuacdo de enzimas extracelulares produzidas e excretadas
‘I","‘élos microrganismos.

- Alguns estudos tém sido realizados visando determinar as cinéticas de cres-
cimento do microrganismo, de consumo de substrato e de geragdo do produto.
Contudo, é muito dificil estimar diretamente a biomassa microbiana no processo
em estado s6lido,” assim como separar, em muitos casos, o micélio do substrato.

Dessa forma, sdao utilizados métodos indiretos, tais como extracao alcali-
ha da proteina micelial do complexo celulose-fungo; estimativa da quantida-
de de ATP ou glicosamina®***** do microrganismo; estimativa da quantidade
de proteinas por infravermelho'; determinagdo da atividade da lacase extrace-
lular; determinacgdo continua da quantidade de CO, e O, presentes na atmosfe-
ra do fermentador por analisadores de gases,"****”*”*™ ou por absorgdo do
CO, em NaOH.*

e Extracdo de produtos: existem poucas informagdes disponiveis em litera-
tura relacionadas a estudos de extragao de produtos obtidos por FSS. Por
exemplo, para extragdo de enzimas extracelulares, em geral, apenas € cita-
da a utilizagao de um diluente, como agua corrente, agua destilada, solu-
cao diluida de sais ou solugao-tampao.

RAMAKRISHNA et al.”” realizaram uma pesquisa visando recuperar amilo-
glicosidase, produzida por Aspergillus niger em meio de farelo de trigo, farinha
de milho e solucdo nutriente, utilizando os métodos de percolagdo e recupera-
cdo em sistemas multiestagios em contracorrente. Concluiram, por esse estudo,
que:

a) para a percolagdo, o rendimento da extragdo é o mesmo, tanto utilizando a
proporcao 1:10 como 1:100 entre meio e diluente. Nesse caso, o rendimento maxi-
mo de extragao foi de 80 a 82%.

b) A recuperagdo com agitagdo é cerca de 8% maior em relagdo ao processo
estatico. Ainda assim, tende a restar 17% da enzima produzida retida na matriz
sdlida.

c) a utilizacdo de solucdo de sais, na faixa de 0,5% a 5%, ndo afetou a taxa de
€Xxtracio.

d) o sistema utilizando cinco estagios, com o diluente circulando continua-
Mente por entre eles, mostrou-se mais vantajoso, devido ao fato de o extrato enzi-
Matico obtido estar mais concentrado, eliminando, por vezes, a necessidade de
Concentragdo que poderia interferir na atividade enzimatica.
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3.7 — Vantagens e desvantagens

O processo em estado s6lido apresenta as seguintes vantagens operacionais
em relagdo ao processo submerso:

apresenta uma aceleracao na taxa de reagao devido ao direto contato entre
- . 2
o substrato e o mlcrorgamsmo;'1

pode eliminar etapas de pré-tratamento do substrato, como no caso da
produgéo de etanol, no qual ndo ha a necessidade do processo de extracio
do caldo de cana;”

vérios estudos apontam que o substrato utilizado € relativamente simples,
necessitando, em muitos casos, somente de adi¢do de 4gua ou uma peque-
na correcao do meio com a introducao de fontes de nitrogénio e de outros
nutrientes minerais;>*""”®

devido a menor quantidade de 4gua empregada, o volume do reator deve
ser sempre bem menor que a operacgio similar em processo submerso, o
que ird reduzir os custos de operacao e de capital investido assim como o
espaco ocupado necessario ao processo;”” 7

essa baixa quantidade de 4gua empregada também deve reduzir os custos

de capital investido e de energia consumida na recuperacido do produto,
=~ 2 2,21

como no caso da producao de alcool;

a utilizagdo de agitacdo continua raramente é necessaria, podendo ser em-
pregada, ocasionalmente, apenas uma leve mistura do substrato;’

a aeracao, natural ou forcada, é facilmente acessivel aos microrganismos,
devido aos intersticios existentes entre as particulas do substrato;**”®

os baixos teores de umidade empregados, somados a alta concentragéo de

inéculo incorporado ao meio, reduzem, ou muitas vezes até eliminam, 0
L ) : " <z s 27333476

problema de contaminagdo por outros microrganismos indesejaveis;

as condicdes de crescimento empregadas sdo, em geral, similares as condi-
¢des naturais de crescimento dos fungos filamentosos, o que possibilita,
em muitos casos, maiores rendimentos na obtengdo de produtos de utili-
zacdo industrial;”

também esse fato permite o estudo de casos que somente ocorrem em cOn-
dicSes semelhantes a fermentagio em estado sélido, como a produgéo de
toxinas por determinados fungos filamentosos em graos;”*

o produto final encontra-se mais concentrado, o que permite, em alguns
casos, como na producdo de bioinseticidas ou ragdo animal,” o processO
direto de secagem e embalagem do produto final obtido, ou mesmo a utili-
zaco direta, como para alguns alimentos orientais;*”*

quando for necessaria a recuperagdo do material obtido, a concentraga0
do mesmo facilita esta etapa, pois permite a utilizacdo de menores quantl”
dades de solventes empregados para extrair o produto;”®

h& uma menor produgéo de residuos liquidos a serem tratados ou disp0s~
tos, 0 que reduz também os custos de capital investido e de operagao da



Vantagens e desvantagens 265

planta de tratamento construida, além de resultar em uma reducdo nos
3 . 4 2,7,76
problemas ambientais originados pelo processo; "

assim como o0 processo submerso, a fermentagdo em estado sélido pode
ser realizada de modo continuo, semicontinuo ou em batelada, e os equi-
pamentos empregados em laboratério, planta-piloto ou em escala indus-
trial por este sistema ndo sdo mais complexos em comparag¢ao com aqueles
utilizados na fermentacao tradicional;

sendo necessdria uma area de estocagem do produto semiprocessado ou
final, esta deverd ser bem menor que a similar em processo submerso;’

em diversos casos, obteve-se um rendimento do processo maior que em
comparacao a fermentagdo submersa.” .

Contudo, o processo apresenta também as seguintes limitagdes, que devem
ser conhecidas para futuros estudos visando uma possivel resolugdo destes pro-

blemas:

dependendo das caracteristicas do meio e do tipo de reator empregado,
pode haver dificuldade em dissipar tanto o calor produzido como os gases
gerados durante o processo, o que ird conduzir, para o primeiro caso, a
uma elevagdo da temperatura em pontos localizados, e, no coémputo geral,
resultard em quedas sensiveis no rendimento;’

devido a heterogeneidade do substrato, dissipacdo de calor e gases gera-
dos, manipulagdo do meio e do produto final e do monitoramento e con-
trole do processo, podera haver dificuldades intrinsecas quando se desejar
realizar a ampliagdo de escala do sistema;

se for necessdrio o emprego da agitacdo do meio em fermentacdo, a ener-

gia despendida devera ser bem maior que em processo submerso;' """

embora estejam sendo realizados estudos para a suplantagdo desses pro-
blemas, ainda hd uma dificuldade no acompanhamento e controle de pa-
rametros operacionais, tais como PH, temperatura, umidade, aeragdo e
crescimento de microrganisrnos;2'°'9”6

para evitar a esterilizagdo do meio e visando obter o maximo de rendi-
mento, ha a necessidade de incorporar uma grande quantidade de indculo
ao substrato e posterior homogeneizacio do sistema;™"!

assim como, para alguns estudos, somente essa forma de processo pode
ser utilizada, para outros casos, principalmente quando hd o envolvimen-
to de bactérias, a exclusividade cabe ao processo submerso;

da mesma forma que a fermentagdo tradicional, hd a necessidade do
pré-tratamento dos substratos, e, em alguns casos, mais custoso, ade-
qué-los a fermentacdo desejada;”

hd uma dificuldade de coleta de amostras representativas durante o pro-
cesso, devido a ndo homogeneidade da massa em fermentacéo;’

de acordo com o processo, pode haver a necessidade de um controle mais
rigoroso das condigdes ambientais nos locais de acesso a fermentacéo,
principalmente quando houver a producédo de esporos de fungos filamen-
tosos, visando preservar a satide das pessoas envolvidas com o sistema;
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* embora seja um fato que vérios estudos tém sido realizados, notando-se
um crescente interesse nessa area por pesquisadores do Ocidente, ainda
h& uma reduzida oferta de publicacdes técnicas’ e de exemplos concretos
que possam ser observados e vivenciados.

13.8 — Exemplos de casos

Este item é dedicado a apresentacdo de alguns estudos referentes a explora-
cdo da fermentacdo em estado sélido para a obtencao de bioprodutos por diversos
autores, publicados nos mais importantes periddicos da drea de biotecnologia e bio-
processos. Nao se trata de esgotar o tema, e sim de dar subsidios para quem quiser
comecar a utilizar esse processo em suas pesquisas.

PRODUCAO DE ALCOOL ETILICO

Foram trés as principais linhagens de microrganismos estudadas na pro-
ducdo de alcool etilico via FSS: a tradicional Saccharomyces cerevisiae”*** e
Schwanniomyces castelli,**”” dentre as leveduras, e a bactéria Zymomonas mobilis.”**
O emprego de cada uma delas dependeu principalmente do substrato a ser utiliza-
do: no caso de Saccharomyces e Zymomonas, 0 meio de cultura deve ser composto
basicamente por agucares (cana-de-agﬁcar,8 beterraba,”” sorgo,7 vagem de alfar-
roba™) ou amido pré-sacarificado (milho e cevada'); ja para Schwannionyces castel-
li, pode ser utilizado amido diretamente,”” uma vez que estes microrganismos
apresentam enzimas com capacidade amilolitica. No caso, os autores utilizaram
amido soltivel embebido em bagaco de cana. O teor de umidade do meio, nos dife-
rentes estudos, variou de 70,0 a 77,3%, a temperatura de 25 a 35°C e o pH de 40a
5,7. O etanol pode ser obtido em um periodo entre 16 a 30 horas, a partir de indcu-
los variando de 1,0 x 10" a 7,5 x 10° células/g meio. Utilizaram-se particulas de ta-
manho desde 0,5 a 5,0 mm, sendo que a eficiéncia de conversao a etanol situou-sé
na faixa de 80 a 95%.

PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS
a) Acido lactico: a produgdo pode ser obtida a partir de Rhizopus oryzae,
dentre os fungos’ e pelas bactérias Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus €
Streptococcus thermophilus.” Utilizaram-se, como meio de cultura, solugdes de gli-
cose e de carbonato de célcio embebendo particulas de bagaco de cana de tamanho
entre 0,8 a 2,0 mm ou torta de filtro (residuo da industria de 4lcool) simplesmente:
Em uma comparacio com o processo em meio liquido, SOCCOL et al.” apontaram
um rendimento na faixa de 77% para ambas as fermentagdes. -
b) Acido giberélico: esta produgao foi realizada utilizando-se linhagens de
Gibberella fujikuroi em meio de cultivo composto basicamente de farelo de trig%
amido soltvel e solucido de nutrientes minerais, com o teor de umidade sendo €5
tabelecido a partir da proporgao de duas partes de meio sélido para uma de liqut”
do. Manteve-se a temperatura a 28°C e a produgéo efetuou-se por um perfodo de f
a 7 dias, utilizando-se os processos de fermentacdo em estado sélido, tanto em ba
telada como em batelada alimentada.”
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¢) Acido citrico: 0 microrganismo utilizado para esta produgdo foi, em to-
dos 0S eStUdOSI_ Aspergillus niger.”*"*7% g mejos de cultura podem ser melago
(junto com a adigao de s?llstic;éo de nutrientes & base de nitrogénio, fosforo e potas-
sjo) em bagagog)e cana, ’ torSEa de filtro do processamento de cana—de—agﬁcar,m’
pagaco de maga  ou sacarose,” com o teor de agticar variando de 8,5 a 14,0%. A
temperatura situou-se na faixa de 28 a 30°C, com o meio tendo um teor de umida-
de em torno de 65 a 8?%, e valores de pH entre 5,5 e 5,8. Inoculando-se com uma
suspensao de 2,0 x 10° esporos/g meio, apos 4 a 6 dias, obteve-se uma conversao

o, 52,7 . 3 =
de 80%. A adigdo de metanol™" e/ou hexacianoferrato™* (agente seqiiestrante)
a0 substrato aumentou o rendimento do processo.

PRODUCAO DE ENZIMAS

a) Fitase: para a reducdo de niveis de 4cido fitico em farinha de semente
de colza e de canola (subprodutos do processamento de 6leo a partir destas ma-
térias-primas), utilizou-se uma cultura de Aspergillus carbonarius em meio compos-
to por farinha de canola e fosfato inorganico.” O periodo de fermentagio foi de 72
horas, a um teor de umidade de 53-60%." A adicdo de oleato de sédio (1%) e Twe-
en-80 ao meio aumentou a produtividade do processo.”

. b) a-amilase: para a producdo desta enzima termoestavel, utilizaram-se di-
versas linhagens de Bacillus, como Bacillus coagulans,” Bacillus megaterium,* Ba-
cillus licheniformis™ e Bacillus sp.,"" em meio de farelo de trigo,?' com particulas de
didmetro entre 0,4 e 0,8 cm, pH inicial 7,0 a 40°C.* Foi mostrado que a atividade
enzimatica é reduzida em até 85% caso o teor de umidade inicial do meio varie de
65% a 95%. LONSANE; RAMESH'" mostram um resumo desta producdo em FSS por
bactérias. Jd por fungos, verificou-se a producio por Rhizopus oryzae em meio a
base de mandioca.”

c) Pectinase: foram empregadas culturas de Aspergillus sp., Aspergillus car-
bonarius® e Aspergillus niger” em meio de residuo fibroso de processamento de
mandioca,” farelo de trigo e sais,” pectina mais sacarose, glicose ou 4cido galactu-
16nico embebidos em suporte de bagaco de cana.” Um dos meios consistiu de par-
ticulas de tamanho entre 3-5 mm,” a uma umidade de 70%,”** e a 30°C.*® Foi

:'gonstatado que, em termos de atividade enzimatica, a fermentacdo em estado sdli-
do foi onze vezes superior a fermentacio submersa.®

d) Celulases: Foi observada a atividade celulolitica de extratos enzimaéti-
‘Cos obtidos a partir de Trichoderma reesei,” Trichoderma viride,*** Penicillium ci-
trinum,* Penicillium chrysogenum e Fusarium oxysporum,” tendo como substrato
Palha de trigo,’ bagago de cana seco ao sol,” cascas de arroz* e fibra de coco.”
Foram utilizadas, como condigbes do processo, um pH inicial de 5,8 a um teor
de umidade de 80% e temperatura de 25°C* e 30°C,” durante um periodo de

i7: : 41,42,89 > i K s . n
/-14 dias. _ Observou-s% também, que a producdo em meio sélido foi trés
Vezes superior a submersa.™

E e) Enzimas proteoliticas: verificou-se a producao de enzimas proteoliti-
26’518 & Pl de Bacillus a’nyl"l‘q“f)aCit’”b’,m Aspergillus awamori,”” e Aspergillus
f " < 3} W90 ¢ s 8 5

9yzae, ™" 3 temperatura de 30°C""" ¢ 37°C,” pH inicial de 7,9%° e um teor de

%%fliglgade de 35%," utilizando arroz cozido,” farelo de trigo’ e farinha de
0ja.



268 Fermentagdo em estado sdlido

f) amiloglicosidase: estudou-se a producao por Rhizopus oryzae,87 Aspergillys
oryzae,” e Aspergillus niger,”>***"**** em meio & base de farinha de mandioca,” fare.
lo de trigo™**”* e farelo de arroz.”” Empregou-se, como condigdes de cultivo
uma temperatura entre 28 e 30°C,1>#32 3 valores iniciais de umidade de 55% e pI—i
4,7.”* Mostrou-se que a produtividade em meio sélido foi 32 vezes superior a pro-
ducdo em meio liquido.”

Meio de cultura a base de farelo de trigo umedecido, esterilizado com vapor

\vf

Resfriamento e inoculagao com esporos de Aspergillus

\ U4

Mistura e colocagéo em bandejas ou tambores rotativos

\VI
Incubacgéo a 20—45°C de 1 a 7 dias

U U

Extracdo da enzima com agua ou solug&o-tampao Secagem e moagem da cultura
Extrato enzimatico Farelo enzimatico

Figura 13.9 — Uma seqiéncia tipica de um processo de produgio de enzimas pelo método de cultura sélida.

PRODUCAO DE TOXINAS

Observou-se que diferentes espécies de Fusarium sdo potenciais produtore
de toxinas, tais como a fusarina C,” a fumonisina,” deoxinivalenol e
3-acetildeoxinivaleol,” tendo como substrato arroz”™ ou milho.”” Da mesma forma,
Aspergillus produzem aflatoxina e ocratoxina, principalmente por Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus e Aspergillus ocraceus.'™**** Qs estudos foram conduzidos
em uma faixa de temperatura entre 25 a 29°C, teor de umidade entre 18 a 31%, *
utilizando-se como meio sélido forragens de alfafa e aveia,'*”** graos de sorgor
soja, trigo, amendoim, milho e arroz.****

PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS ~
a) Penicilina: a utilizacdo de Penicillium chrysogenum, em meio de bagaco de

B

cana umidificado com solucao nutriente a base de glicose, lactose e agua de mace?
racio de milho, obteve maior produtividade volumétrica e maior rendimento e
menor periodo de fermentagdo, quando comparado com o processo submers :
Para tanto, foi introduzido no processo um in6culo com 5,0 x 10° esporos por gra
ma de meio, & temperatura de 26°C, pH inicial de 5,5 e um teor de umidade inic4:
de 70 a 73%, durante um periodo de 46 horas.”
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b) Iturina: para a produgéo deste antibiético antifingico por Bacillus subtilis,
atilizou-se farelo de trigo, verificando-se que a produgao em meio sélido foi de
cinco a seis vezes maior que a similar em meio liquido.*

pRODUCAO DE BIOPESTICIDAS

a) Foram produzidos esporos do fungo entomopatogénico Beauveria
yrongniartii em graos de milho pré-tratados, alcancando um rendimento de 4,8 x
10° conidios por grama de graos;"’

b) Estudou-se a atuacgdo do farelo ftingico, obtido a partir da fermentacdo de
Stilbella aciculosa em farelo de trigo, contra Rhizoctonia solani;™

c) Esporos de Coniothyrium minitans, inibidor da germinacdo de Sclerotinia
sclerotiorum, foram produzidos em diferentes tipos de substratos, alcancando um
rendimento na faixa de 1,9 a 9,3 x 10° esporos por grama de meio de cultura;”

d) Verificou-se a producdo de esporos de Bacillus thuringiensis a partir de
residuos de indtstria de processamento de mandioca, alcancando um alto rendi-
mento no processo, bem superior a cultura submersa."

PRODUCAO DE ESPOROS

Efetuou-se a obtengdo de esporos de Trichoderma harzianum (potencial gera-
dor de celulases, biopesticidas, antibidticos, compostos flavorizantes e proteina
microbiana) em suporte inerte (bagago de cana) e substrato composto por fari-
nha de mandioca e solu¢do nutriente, a 29°C, com um teor de umidade de 75%,
durante um periodo de 6 dias a uma taxa de aeragado de 300 litros de ar por quilo-
grama de meio por hora. A partir de um inéculo de 3,0 x 10" esporos/g meio, fo-
ram gerados até 5,0 x 10" esporos/g de meio, 5 vezes mais que a producio em
meio agar.”

ENRIQUECIMENTO PROTEICO

Visando obter um enriquecimento protéico microbiano, foram estudadas as
linhagens de Aspergillus niger,*****¥ Trichoderma reesei,"* Rhyzopus sp.,* Rhizopus
oligosporus,” Aspergillus oryzae,* Saccharomyces diastaticus e Saccharomyces sp.”” Os
meios empregados foram cana-de-acticar e nutrientes,” polpa de batata-doce,"”
arroz cozido,™ farinha de mandioca e solucdo salina,* “grits” de milho,” polpa de
café,” bagaco de laranja,” palha de trigo e solucdo nutriente,” com uma concen-
tracdo inicial de 2 a 5 x 10 esporos por grama de meio. '

. Verificou-se que as variaveis do processo observadas foram as mais diversi-
ficadas dentre todas as aplicacOes da fermentagdo em estado sélido revistas. Como
&emplos, os estudos foram conduzidos a um pH inicial de 2,5, 3,5, 3,8,
2'92-453,*5 427 45" ¢ 5,0, a teores de umidade de 40%,* 50-55%," 60%,” 65%,”

%, ., /0% ¢ 80%,"” temperaturas de 28°C,' 29°C,* 30°C,"" 33-36°C,” 35°C,*"
BPCH & 38°C," com taxas de aeracdo de 4,3% e 8,0" litros por quilograma de meio
POr minuto.

i Também foram realizados estudos a partir de residuos agricolas celulésicos
(Palha de centeio®™, folha de “maple”®), com pré-tratamento com H,SO, e
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NH,OH,” ou NaOH a 121°C para hidrélise do material. Apés essa etapa, adicig-
nou-se soluc_;ao salma e inoculou-se com Candzda utilis, Aerobasidium pululans, Tri-
choderma viride™ e Chaetomium celluloljtzcum a um teor de umidade de 75%-78% o
temperatura ambiente® ou a 37°C.%*

ALIMENTOS ORIENTAIS

Como exemplo, foi estudada a produgéo de tempeh um tradicional alj-
mento da Indonésia, a part1r de Rhizopus olzaosporus e Rhizopus sp.,” em meig
a base de trigo'” ou soja,” a 31°C por 20-24 horas.”'® Por esse processo, o sabor
desagradével da soja torna-se mais aceitdvel, o alimento é mais facilmente dji-
gerivel devido a agdo das enzimas lipoliticas, proteoliticas e amiloliticas produ-
zidas, além de aumentar os niveis de niacina e riboflavina ao longo da

~ 100
fermentacéao.
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