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RESUMO

A fermentacdo no estado sélido é um processo capaz de produzir diversos
compostos de interesse comercial. Uma das dificuldades para a aplicacédo industrial
deste método é a falta de sensores economicamente viaveis capazes de realizar
medidas on-line da umidade da fase soélida, que se for reduzida demasiadamente
pode limitar o crescimento do microrganismo e a producdo dos metabdlitos. O
objetivo deste trabalho foi de desenvolver um modelo mateméatico deterministico
para inferir a umidade da fase sdélida em um biorreator com aeracdo forcada e
agitacao intermitente. A combinacdo de duas caracteristicas distingue este modelo
de inferéncia de modelos anteriores: a primeira, € que o modelo descreve 0s
gradientes axiais da umidade do leito ao invés de assumir que o leito € homogéneo;
a segunda, é que o modelo descreve as transferéncias de massa e energia entre a
fase gasosa e sdlida dentro do leito ao invés de assumir que estas fases estdo em
equilibrio. As medidas do processo fornecidas ao modelo de inferéncia eram as
temperaturas da fase gasosa em diferentes alturas do leito. Inicialmente, 0 modelo
de inferéncia foi testado com um modelo preditivo do biorreator: quando as
temperaturas da fase gasosa do modelo preditivo foram fornecidas ao modelo de
inferéncia, o modelo de inferéncia calculou corretamente a umidade da fase solida.
Na sequéncia, motivado pelo fato que um biorreator real possui um numero limitado
de sensores de temperatura, o0 modelo preditivo foi utilizado para gerar curvas de
temperatura da fase gasosa em funcdo da altura do leito em diferentes tempos de
cultivo. Equacdes empiricas foram ajustadas a estes perfis de temperatura, com a
intencdo de usar estas equac¢des no modelo de inferéncia para estimar temperaturas
dentro do leito do biorreator de escala piloto nos pontos intermediarios aos sensores,
que estdo localizados nas alturas de 0, 5, 18, 33 e 50 cm, representando a base,
trés alturas intermediarias e o topo do leito. Entretanto, em um teste no qual o
modelo preditivo foi utilizado para gerar temperaturas da fase gasosa nestas alturas
do leito, o modelo de inferéncia estimou melhor a umidade da fase solida quando
temperaturas nas regifes intermedidrias dos sensores foram obtidas por
interpolacdo linear. No terceiro passo, o modelo de inferéncia, com interpolacéo
linear das temperaturas, foi empregado para investigar o melhor posicionamento dos
trés sensores internos no leito. Foi observado que as melhores estimativas da
umidade do leito eram obtidas quando os sensores estavam concentrados na regiao
inferior do leito. Na ultima parte do trabalho, o modelo de inferéncia foi testado em
cultivos de Aspergillus oryzae sobre uma mistura de soja e farelo de trigo no
biorreator de escala piloto. Durante estes cultivos as temperaturas do gas de entrada
e saida do biorreator e nas alturas internas do leito de 5,18 e 33 cm foram
monitoradas. Amostras do leito foram removidas nas mesmas alturas dos sensores
para a determinacdo da umidade do leito. Na altura de 5 cm o modelo inferiu o
ressecamento do leito mais acentuado do que as medidas experimentais. Nas
alturas do leito de 18 e 33 cm a umidade real estava abaixo da umidade inferida. Foi
concluido que o modelo de inferéncia tem potencial para fornecer estimativas
adequadas da umidade da fase sélida, mas em trabalhos futuros seria necessario
obter melhores estimativas dos parametros chaves, especialmente dos coeficientes
de transferéncia de massa e calor.

Palavras-chave: Fermentacao no estado soélido. Modelo de inferéncia. Umidade.



ABSTRACT

Various products of commercial interest can be produced by solid-state fermentation.
One of the difficulties faced in this cultivation method is the lack of simple sensors
that can be used to measure the water content of the solids on-line; this is an
important state variable since, if it falls to low values during the process, the growth
of the microorganism and the production of metabolites will be adversely affected.
The aim of the current work was to develop a deterministic mathematical model to
infer the water content of the solids in a bioreactor with forced aeration and
intermittent agitation. The combination of two features distinguishes this inference
model from previous models: Firstly, the model describes axial gradients in water
content, rather than assuming that the bed of solids is well mixed and, secondly, the
model describes heat and mass transfer between the solids and gas phases within
the bed, rather than assuming that these two phases are in equilibrium with one
another. The input for the inference model is comprised of gas phase temperatures
measured at different heights within the bed of solids. Initially the inference model
was tested against a predictive model of the bioreactor: when the gas phase
temperatures from this predictive model were supplied to the inference model, the
inference model correctly calculated the solid phase water content. In a second step,
motivated by the fact that in a real bioreactor there is a limited number of temperature
sensors, the predictive model was used to generate gas phase temperature profiles
for different cultivation times. Empirical equations were adjusted to these temperature
profiles, with the intention of using these equations within the inference model to
estimate temperatures within the bed of a pilot-scale bioreactor, at points between
the temperature sensors, which are located at the bed heights of 0, 5 18, 33 and 50
cm, representing the bottom of the bed, three internal heights, and the top of the bed.
However, in a test in which the predictive model was used to generate gas phase
temperatures at these bed heights, the inference model estimated the solid phase
water content best when temperatures in the intervening regions were obtained
simply by linear interpolation. In a third step, the inference model, with linear
interpolation of temperatures, was used to investigate the optimum positioning of the
three internal bed sensors. It was shown that the best estimates of bed moisture
content will be obtained when the internal sensors are concentrated in the bottom
part of the bed. In the last part of the work, the inference model was tested in
cultivations carried out in the pilot-scale bioreactor and involving the growth of
Aspergillus oryzae on a mixture of wheat bran and soybeans. During these
cultivations gas phase temperatures were monitored at the air inlet and outlet and at
the internal bed heights of 5, 18 and 33 cm. Samples also were removed from these
bed heights for the determination of the solid phase water content. At a bed height of
5 cm the model inferred a rate of drying of the solids that was higher than the
experimentally measured rate. On the other hand, at the bed heights of 18 and 33
cm, the model overestimated the solids phase water content. It was concluded that
the inference model has the potential to give adequate estimations of the solids
phase water content, but that further work will be needed to obtain better estimates of
key parameters, especially the mass and heat transfer coefficients.

Key words: Solid-state fermentation. Inference model. Water content.
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo no estado solido (FES) € um processo no qual o crescimento
do microrganismo ocorre sobre particulas soélidas Umidas, sendo que o0 espaco entre
elas é preenchido por uma fase gasosa continua e com o minimo de agua visivel
(MITCHELL et al.,, 2006). Este processo vem sendo utilizado ha muitos anos no
preparo de alimentos orientais tradicionais como o tempeh, shoyu (molho de soja) e
miso.

Nas ultimas décadas estudos laboratoriais apresentaram outras aplicacdes
deste processo fermentativo. Alguns exemplos sdo: a producdo de antibidticos
(ELLAIAH et al., 2004), &cido giberélico (PASTTRANA et al, 1995), aromas
(MEDEIROS et al., 2000), biopesticidas (VICCINI et al., 2007) e outros.

Os resultados publicados despertaram interesse para utilizar a fermentacéo
no estado soélido em escala industrial, ndo apenas devido aos produtos gerados,
mas também em decorréncia de caracteristicas do processo. Foi observado que, em
alguns casos, a fermentacdo no estado sélido pode apresentar maior produtividade,
menores custos operacionais, menor investimento inicial e produtos com maior
atividade do que a fermentacdo submersa (LEKHA; LONSANE, 1994; VINIEGRA-
GONZALEZ et al., 2003; PANDEY et al., 2001). Entretanto, a aplicacdo industrial
ainda néo ocorre de forma ampla em virtude da dificuldade de manter as condi¢cdes
de cultivo, como temperatura e umidade, préximas aquelas consideradas as ideais
no interior do biorreator. Quando os desvios tornam-se muito acentuados ocasionam
a reducdo, ou até mesmo a impossibilidade, do crescimento do microrganismo.
Consequentemente, a formacdo dos metabdlitos de interesse € prejudicada
(BARGA, 2007).

Para a manutencao das condi¢es 6timas de cultivo dentro do biorreator sao
necessarias medidas confiaveis, e em tempo real, das principais variaveis do
processo. Também sdo necessarias estratégias de controle eficientes para retornar
0 sistema para as condi¢des ideais. Deste modo € possivel saber o0 momento exato
para corrigir os desvios e obter a producdo maxima.

A temperatura do leito, que é facilmente medida atraves da instalacdo de

sensores no interior do biorreator, pode ser considerada uma variavel critica na
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fermentacdo no estado solido, porque o crescimento do microrganismo esta
associado a altas taxas de producdo de calor metabodlico. O calor produzido e a
baixa condutividade térmica do soélido podem elevar demasiadamente a temperatura
do leito.

Um modo de remover o calor gerado € a passagem forcada de ar umido
através do leito. Esta estratégia apresenta duas vantagens. A primeira € a
possibilidade de manter o leito estatico durante a maior parte do tempo, um pré-
requisito da maioria dos processos da FES, pois estdo associados ao cultivo de
fungos filamentosos (KHANAHMADI et al., 2006). A segunda é a manutencdo da
temperatura dentro de uma faixa de valores aceitaveis através da retirada de energia
pelos mecanismos de conveccdo e evaporacdo. Todavia, a evaporacao reduz a
umidade do leito tornando necessaria a adicdo de agua durante o -cultivo
(GUTIERREZ-ROJAS et al., 1996).

A adicao de agua deve ocorrer de modo a deixar o leito o mais homogéneo
possivel, pois 0 excesso ou a falta de &gua em determinados pontos do leito podem
ser prejudiciais. Portanto, a agitacdo do leito torna-se necessaria ao menos durante
a adicao de agua, desde que o fungo filamentoso suporte a agitacao intermitente.

Para determinar a freqiéncia de agitacbes e a quantidade de adicdo de
agua € necessario conhecer as caracteristicas do microrganismo e ter medidas da
umidade do leito em tempo real. Os limites de umidade que propiciam a maxima
producdo do processo fermentativo podem ser determinados experimentalmente em
laboratérios enquanto que, para medir a umidade, sdo necessarios sensores que
atuem durante o cultivo do microrganismo.

Sensores sofisticados que permitem determinar a umidade do leito sélido
foram desenvolvidos, entretanto o uso destes equipamentos ndo ocorre na pratica
devido ao elevado custo (BELLON-MAUREL et al., 2003). Por outro lado, o
tradicional método de secagem de amostras em estufa também nao se apresenta
eficiente devido ao tempo necessério para se obter os resultados. Visando contornar
a dificuldade de leitura da umidade, utilizam-se modelos de inferéncia, os quais
estimam o valor da variavel de interesse a partir de balan¢cos de massa e energia e
de medidas de variaveis secundarias de facil medigéo.

Modelos de inferéncia para determinar a umidade do leito em biorreatores ja
foram propostos na literatura. Alguns utilizaram medidas do consumo de oxigénio e

producéo de gas carbdnico para determinar a umidade (NAGEL et al., 2000; PENA
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Y LILLO et al.,, 2001) enquanto outros utilizaram apenas medidas da temperatura
KHANAHMADI et al., 2006, e BARGA, 2007). Entretanto, estes modelos
consideraram o equilibrio térmico e de umidade entre as fases gasosa e solida,
situacao diferente do modelo matematico proposto por Von Meien e Mitchell (2002).
Neste ultimo modelo foram previstas diferencas nas temperaturas e nas umidades

relativas entre as duas fases o que contraria a simplificacdo dos modelos anteriores.

1.1 OBJETIVOS

A presente dissertacdo esta inserida em um projeto que visa estudar os
principios de engenharia e colaborar para levar o conhecimento adquirido em escala
laboratorial de fermentacdo no estado solido para as industrias.

O objetivo geral deste trabalho foi de desenvolver um modelo de inferéncia
deterministico para estimar a umidade do leito a partir de leituras de temperatura da
fase gasosa, sem considerar o equilibrio entre as fases. Para alcancar este objetivo
foram realizados os seguintes passos:

1 Desenvolver um programa de modelo preditivo baseado no modelo de Von
Meien e Mitchell (2002) para ser empregado como um biorreator virtual,

1 Elaborar o modelo que ira inferir a umidade da fase soélida a partir da
temperatura da fase gasosa;

1 Desenvolver o programa do modelo de inferéncia e testd-lo com os valores da
temperatura da fase gasosa obtidos do modelo preditivo (biorreator virtual);

1 Realizar experimentos no biorreator piloto e coletar os dados do processo
necessarios ao modelo;

1 Elaborar e testar filtros para os dados coletados no biorreator;
Ajustar uma curva da temperatura da fase gasosa em funcéo da altura do
leito do biorreator piloto;

1 Definir os coeficientes de transferéncia de massa e calor para o leito dos
experimentos do biorreator piloto;

1 Testar o modelo de inferéncia com os resultados obtidos dos experimentos no

biorreator piloto de fermentagédo no estado sélido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Inicialmente, serdo abordadas as caracteristicas gerais da fermentacédo no
estado soélido e os potenciais deste processo para uso na industria. Na sequéncia
serdo comentados os tipos de biorreatores, quais sdo as variaveis importantes do
processo e como elas podem ser medidas. Finalmente, serdo apresentados
resumidamente trabalhos que buscaram desenvolver modelos de inferéncia para a

umidade do leito.

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO

frermentacdo é um termo geral que denota a degradacdo anaerObica da
glicose ou de outros nutrientes organicos em varios produtos (caracteristicos para 0s
diferentes organismos) para obter energia conservada na forma de ATP. @NELSON;
COX, 2002). Entretanto, muitos textos sobre fermentacdo tratam-na com o sentido
de cultivar organismos de forma controlada, independente do consumo de oxigénio
(MITCHELL et al., 2006). Neste segundo contexto, € possivel separar a maioria dos
processos entre fermentacdo submersa (FS) e fermentacao no estado sélido (FES).

Na fermentacdo submersa, os microrganismos séo cultivados em uma fase
liquida continua e dela retiram o0s nutrientes necessarios para se multiplicar. Na
fermentacdo no estado solido, o crescimento de microrganismos ocorre sobre
particulas sélidas umidas, sendo que a maior parte da dgua encontra-se adsorvida
no substrato e o0 espaco entre as particulas é preenchido por uma fase gasosa
continua.

Destes processos, a fermentacdo submersa é amplamente utilizada como
método de processamento biolégico para a producdo de muitos compostos
guimicos, ingredientes alimenticios, materiais e farmacos. Por outro lado, ainda sao
poucas as aplicagbes industriais para a fermentacdo no estado sélido, apesar de
estudos demonstrarem que, em determinados casos, ela pode ser igualmente ou
mais util e eficiente (OOSTRA et al., 2001).

Nas Ultimas décadas, ensaios laboratoriais demonstraram que a
fermentacdo no estado sélido pode ser aplicada para a producdo de diversos

composto e também para mediar processos (QUADRO 1).



12

COMPOSTOS PRODUZIDOS FONTE
Aflotoxinas BARRIOS-GONZALEZ; TOSMANI, 1996
Acido Giberélico BANDELIER et al., 1997
Antibiéticos KOTA et al., 1999; YANG, 1996
Drogas Imunossupressoras SEKAR et al., 1997
Proteases VISHWANATHA et al., 2009
Celulases TENGERDY, 1996
Enzimas Lignoliticas COUTO; SANROMAN, 2005
Xilanases SOUZA et al., 2001
Pectinases SINGH et al., 1999
Amilases RAHARDJO et al., 2005
Glucoamilases PANDEY; RADHAKRISHNAN, 1993
Acido Citrico LU et al., 1998
Acido Latico XAVIER; LONSANE, 1994
Acido Oxalico LEANGON et al., 1999
Biopesticidas DAIGLE et al., 1998
Biosurfactantes MAKKAR; CAMEOTRA, 1999
Etanol SAUCEDO-CASTANEDA et al., 1992
Pigmentos CHIU; CHAN, 1992
Aromas CHRISTEN et al., 1997
Ragdes animais ROBINSON; NIGAM, 2003

PROCESSOS FONTE
Biodegradacéo e Biorremediagéo MASAPHY et al., 1996; KASTANEK et al., 1999
Detoxificacéo Bioldgica de residuos agroindustriais | ZHANG et al., 2007
Biopolpacédo FACKLER et al., 2006

QUADRO 1i EXEMPLOS DE APLICAGCOES INVESTIGADAS PARA A FES

A fermentacdo no estado solido possui caracteristicas que séao
economicamente atraentes para a aplicacdo em grande escala. Uma das principais
vantagens é a utilizacdo de residuos da agroinddstria como matéria-prima, pois
estes substratos sdo, normalmente, de baixo custo e dificeis de dispor sem gerar
impactos negativos ao meio ambiente devido a natureza orgéanica e ao alto volume
gerado. Outras caracteristicas séo: 0s biorreatores que podem consumir baixa
quantidade de energia quando ndo sao operados com agitacdo continua; o alto
rendimento medido em termos de produto por volume, que faz o processo ser
economicamente viavel; e a menor quantidade de efluentes gerados, que reduz o
impacto ambiental e o custo do tratamento dos residuos (PEREZ-CORREA;
AGOSIN, 1999).

Apesar das vantagens apresentadas, a fermentacdo no estado solido ainda
nao é amplamente aplicada na industria. Isto se deve a dificuldade de manutengéo
das condigOes ideais de cultivo, por causa da falta de ferramentas para desenvolver

e otimizar a operacéo de biorreatores industriais (MITCHELL et al., 2006). Situac&o
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diferente da fermentacao submersa, que é desenvolvida desde o final da década de
40 devido a necessidade de producéo de antibiéticos (HOLKER; LENZ, 2005).
Embora existam dificuldades na aplicacdo industrial, existem alguns
processos comerciais de sucesso para a fermentacdo no estado solido. Entre eles
estdo: a producao de koji para molho de soja, alimentos fermentados tradicionais do
oriente, acido citrico, acido glucénico e enzimas (celulase, amilase, pectinase e
lipase) (MITCHELL et al., 1999). Destes processos comerciais, a tradicional industria
de koji para producdo de molho de soja parece ter desenvolvido grande
conhecimento para a utilizacdo de biorreatores em escala industrial, porém séao
poucos os dados disponiveis na literatura (MITCHELL et al., 2006). Algumas poucas
informagdes podem ser encontradas em patentes (WILLIAMS, 1980 e IZUMI, 1977).

2.2 CULTIVO DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM FERMENTACAO NO ESTADO
SOLIDO

A maioria dos processos de fermentacdo no estado solido envolve o
crescimento de fungos filamentosos, pois as condi¢cdes de cultivo simulam as
condicbes ambientais em que muitos destes microrganismos sdo encontrados na
natureza. Por este motivo, estes fungos, suas enzimas, Seus esporos e Seus
metabdlitos sdo melhores ajustados ao crescimento sobre substratos solidos tmidos
(HOLKER; LENZ, 2005), apresentando melhores rendimentos e produzindo maior
variedade de compostos do que outros microrganismos.

Devido a melhor adaptacdo dos fungos filamentosos ao processo, o cultivo
destes microrganismos sera usado como base para esta descricdo, que tem por
objetivo apresentar como que o desenvolvimento dos fungos influencia o meio e
dificulta a manutencao das condic¢des ideais de cultivo em grandes leitos porosos.

O processo fermentativo inicia com a inoculagédo, que € a mistura de uma
solucéo de esporos ou de micélio com o substrato umido. Esporos sédo organelas de
resisténcia formadas por certos fungos que podem permanecer inertes por longos
periodos, mas sdo capazes de germinar e gerar hifas quando encontram condi¢cfes

favoraveis ao crescimento. Micélio é a massa de filamentos, ramificados ou
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enovelados, que constitui a estrutura vegetativa de um fungo. Cada um destes
filamentos do micélio é denominado hifa (PELCZAR et al., 1996).

Durante o periodo de germinacdo, 0 esporo precisa que a temperatura do
leito seja mantida préxima da temperatura 6tima de crescimento, por esta razao
pode ser necessario aguecer o leito se a temperatura ambiente estiver abaixo do
ideal. Nesta fase, o esporo utiliza nutrientes internos para formar o tubo de
germinacao que ira se estender para fora do esporo e ramificar para gerar hifas
filhas, as quais se estendem e ramificam novamente, formando uma microcoldnia.
Entretanto, a quantidade de nutrientes dentro do esporo é limitada e, para continuar
crescendo, o fungo necessita obter nutrientes do meio externo. Normalmente, a
fonte de carbono encontra-se na forma de polimeros, porém estes compostos
precisam ser hidrolisados em produtos solUveis para que possam ser aproveitados
pelo fungo. Para esta finalidade, os fungos secretam uma ou mais enzimas
(biomoléculas que catalisam reagfes especificas) que se difundem até o substrato e
catalisam a hidrolise. Os produtos solUveis formados difundem até o fungo e entédo
sdo empregados nas reacdes metabdlicas.

Durante este periodo inicial, que pode durar entre 2 e 10 horas, o fungo
alcanca a velocidade de crescimento especifica maxima, mas, por causa da baixa
quantidade de biomassa, o calor metabdlico produzido ainda € baixo e pode ser
necessario manter o aquecimento do leito.

Conforme a densidade de biomassa aumenta, as velocidades das atividades
associadas ao crescimento também aumentam como, por exemplo, a producdo de
calor metabdlico e o consumo de nutrientes e de oxigénio. A velocidade de consumo
de oxigénio e nutrientes na regido proxima das células microbianas pode se elevar a
ponto de ser superior a capacidade destes compostos de se difundir até o local onde
podem ser aproveitados pelo microrganismo. Neste caso, o crescimento fica limitado
pela transferéncia de massa.

Em condi¢Ges adequadas de cultivo, o fungo continua a crescer rapidamente
através da extensdo das hifas tanto para o espaco entre particulas como para o
interior do substrato. As hifas que penetram no substrato crescem mais lentamente a
cada momento devido a reducdo na concentracdo de oxigénio. Enquanto isto, as
hifas aéreas contribuem significativamente com o aumento da densidade de
biomassa global. Em um leito estético, as hifas aéreas comecam a encontrar as

hifas dos outros esporos e, desta maneira, formam uma rede no espaco entre
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particulas (FIGURA 1). Em um leito agitado, mesmo que de modo intermitente, a
rede de hifas aéreas € rompida restaurando a porosidade do leito. Entretanto, os
danos causados ao fungo podem ser suficientes para reduzir ou até mesmo

interromper o crescimento.

A

Substrato .

Substrato

FIGURA 17 CRESCIMENTO DAS HIFAS AEREAS E PENETRATIVAS DURANTE UM PROCESSO
DE FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO COM LEITO ESTATICO. (A) Distribuicdo inicial de
esporos sobre o substrato; (B) Estagio inicial de desenvolvimento cobrindo a superficie do substrato e
(C) Formacéao da rede de hifas aéreas no espaco entre particulas.

FONTE: MITCHELL et al., 2006

Nesta fase de crescimento rapido, a velocidade de producéo de calor
metabdlico excede a capacidade de remocdo do calor e a temperatura do leito
aumenta. A temperatura continua a aumentar enquanto a producéao total de calor for
superior a capacidade total de remocédo de calor. Em biorreatores que operam nas

condi¢cbes tipicas da fermentacdo no estado soOlido, mesmo 0s que possuem
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aeracao forcada e camisas de resfriamento com os fluidos entrando na temperatura
Otima de crescimento, é possivel obter aumento de 10 ou até 20°C em algumas
regides do leito. Esta elevacédo na temperatura é suficiente para que, ha maioria das
vezes, 0 crescimento seja afetado de modo definitivo por causa da desnaturacao de
enzimas essenciais as fungbes metabdlicas do fungo.

Portanto, o cultivo dos fungos na fermentagdo no estado solido durante o
crescimento rapido pode ser limitado tanto pelo aumento de temperatura, quanto
pelas baixas concentracdes de nutrientes, produtos hidrolisados solaveis ou
oxigénio. Quando as condi¢gbes de cultivo ndo sao adequadamente controladas ou
quando o substrato € consumido até limitar as atividades metabdlicas, o
microrganismo pode desencadear processos como a esporulacdo, reducdo no
crescimento ou morte celular. Como resultado, o crescimento desacelera, a
temperatura do leito volta para a temperatura inicial e o processo fermentativo é
concluido.

Este periodo de declinio no crescimento pode ser importante se os produtos
desejados sdo esporos ou metabdlitos secundarios, mas para outros produtos o
processo fermentativo deve ser interrompido no inicio desta fase, que pode durar

poucas horas ou até mesmo alguns dias, dependendo do processo.

2.3 BIORREATORES DA FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO

7

O biorreator € o local onde ocorre o processo fermentativo, nele séo
adicionados o substrato e o indculo para posterior retirada do produto. Através deste
equipamento procura-se fornecer as condicbes ambientais favoraveis para o
crescimento dos microrganismos e para a formacao do composto desejado.

Os biorreatores de fermentacdo no estado soélido podem ser classificados de
acordo com os regimes de agitacao e aeracao (MITCHELL et al., 2000). A aeracéo
forcada diz respeito aos biorreatores em que o ar € impelido a passar por dentro do
leito durante a fermentacdo enquanto que naqueles sem a aeracdo forcada o ar
passa por sobre ou ao redor do leito.

O formato tradicional dos biorreatores pode ser observado no QUADRO 2.
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Agitagéo N
> Sem agitacéo (ou pouco

Aeracao freqlente)

v

Agitacéo continua ou frequente

Sem aeracgao

forcada (o ar passa

sobre o leito)

-

Aeracao forcada (o v l
~ | 1 | I
ar € forcado para y i —
: 5
passar por dentro S5 s

do leito)

A
-

QUADRO 2 i CARACTERISTICAS BASICAS DOS TIPOS DE BIORREATORES PARA
FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO, CLASSIFICADOS DE ACORDO COM A AGITACAO E A
AERACAO.

FONTE: MITCHELL et al., 2000

2.3.1 Biorreator sem aeracgéao forcada e sem agitacao.

O principal representante desta classe é o biorreator de bandejas. Trata-se
de um dos tipos mais simples de biorreatores e que € empregado no oriente para
producdo de alimentos tradicionais. Neste biorreator, a quantidade de substrato a
ser fermentada fica determinada pela quantidade de bandejas utilizadas.

Cada bandeja pode receber, normalmente, uma camada entre 5 e 15 cm de
profundidade, pois a transferéncia de massa e calor estdo limitadas a difusédo e a
conducdo, respectivamente. Estas limitagcbes formam gradientes significativos no

interior do leito como foi demonstrado por Rathbun e Shuler (1983) através da
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fermentacao de tempeh em bandejas. Foram observados gradientes de temperatura
de 3°C/cm e de 1,7% (vol.O,/vol.gas)/cm para leitos com 6,35 cm de profundidade.

Apoés a adicao do substrato inoculado nas bandejas, elas sdo colocadas no
interior de uma camara que permite a passagem de ar, com temperatura e umidade
controlada, ao redor das bandejas. O ar que atravessa a camara tem por objetivo
remover o excesso de calor e dioxido de carbono, e fornecer oxigénio na superficie
do solido. Para auxiliar na reducdo dos gradientes de temperatura e de
concentracdo dos gases no interior do leito, podem ser realizadas agitacbes
ocasionais, tanto de modo manual quanto automatizado.

As principais desvantagens deste tipo de biorreator sao: a necessidade de
manipulagéo intensiva e o grande volume das camaras para a producao industrial,
uma vez que o aumento de escala limita-se a utilizacdo de mais bandejas de

dimensoes semelhantes.

2.3.2 Biorreator sem aeracéao forcada e com agitacdo continua.

O formato mais comum desta classe de biorreatores € de um cilindro na
horizontal cujo interior é parcialmente preenchido com o substrato sélido e a aeracéo
€ realizada somente no headspace, que € a fracdo gasosa superior ao leito do
biorreator. A agitacédo é controlada de modo a favorecer as transferéncias de massa
e calor entre 0 headspace e o leito e permitir a distribuicdo uniforme dos nutrientes
adicionados durante o processo. Entretanto, a agitacdo ndo deve ser demasiada
para evitar danos ao microrganismo ou quebra excessiva de particulas do substrato.
Conforme o tipo de agitacéo, os biorreatores séo divididos em tambores rotativos e
tambores agitados.

No primeiro tipo, o biorreator gira ao redor do eixo central para misturar o
substrato. Nos tambores agitados, o corpo do biorreator permanece estatico
enquanto misturadores instalados no interior do cilindro movimentam-se para agitar
o leito.

Apesar da reducao dos gradientes no interior do leito em comparagdo com
as bandejas, muitas culturas de fungos nao se desenvolvem adequadamente devido
as forcas de cisalhamento (PANDEY et al., 2001). Deste modo, a aplicacdo destes

biorreatores fica restrita aos microrganismos que toleram agitagédo continua.
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Algumas variaveis no projeto destes biorreatores sdo: a insercdo de
chicanas; presenca ou auséncia de camisas de resfriamento; propor¢coes em relacéo
ao comprimento e diametro do equipamento; quantidade e tipos de misturadores
utilizados. Entre as variaveis de processo € possivel citar: velocidade de rotacao;
fracdo do volume ocupado pelo leito; temperatura, umidade e vazédo do ar de
entrada; e adicado de 4gua no leito.

Tambores rotativos foram empregados em escala comercial para a producao
de penicilina e na industria do koji. Ziffer (1988) descreveu a producgdo de penicilina
através de 40 biorreatores de 1,22 m de diametro e 11,28 m de comprimento, que
utilizava como substrato o farelo de trigo. A producdo de koji foi descrita para um
biorreator com capacidade de 1500 kg e que operava com agitacdo intermitente
(SATO; SUDO, 1999).

2.3.3 Biorreator com aeracéao forcada e sem agitacao ou agitacao intermitente.

Os biorreatores deste grupo, chamados de leito fixo, sdo usualmente
empregados quando ndo se deseja a agitacdo do leito, devido aos efeitos
indesejados no microrganismo ou na estrutura fisica do produto final. O formato
bésico dos biorreatores consiste em um tanque cilindrico com uma superficie
perfurada na base. Esta superficie possui a fun¢cédo de sustentar o substrato sélido e
permitir a passagem do ar que atravessa o leito.

A aeracdo forcada possibilita a utilizacdo de leitos maiores do que o0s
biorreatores de bandejas, em virtude da disponibilidade de oxigénio e da remoc¢ao do
calor através dos mecanismos de conveccao e evaporacao.

Na transferéncia de energia por conveccdo, 0 ar entra com temperatura
inferior a do leito e recebe energia da fase sélida, aumentando a temperatura do ar.
A vazédo do ar deve ser controlada, pois, se for baixa, gradientes significativos de
temperatura axial podem ser formados, elevando a temperatura de saida para
valores que sao deletérios para o microrganismo (GHILDYAL et al., 1994; ASHLEY
et al., 1999). Quando a taxa de aeracdo aplicada é satisfatéria para a necessidade
do resfriamento, ela também é alta o suficiente para que a concentragédo de oxigénio
na fase gasosa nao seja um fator limitante do processo (GOWTHAMAN et al., 1993;
THIBAULT et al., 2000).
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No resfriamento evaporativo, a agua presente na fase sélida passa para a
fase gasosa, removendo energia na forma de entalpia de vaporizagdo. Conforme o
ar atravessa o leito, o mecanismo de conveccdo eleva a temperatura do ar e
também aumenta a capacidade do ar de carregar agua, por isto 0 mecanismo de
resfriamento evaporativo auxilia a evitar altas temperaturas mesmo quando ar
saturado é fornecido na entrada do leito. No entanto, a evaporagdo promove o
ressecamento do leito que também pode limitar o crescimento do microrganismo.

Nos biorreatores sem agitacdo, busca-se minimizar o resfriamento
evaporativo através da entrada de ar saturado durante toda a fermentacgéo, pois ndo
€ prética a adicdo de 4gua de modo homogéneo no leito estatico. Desta forma, as
variaveis de operacdo sdo a taxa de aeracao, a temperatura do ar de entrada e a
temperatura do fluido que passa por dentro dos equipamentos de resfriamento.

O uso de camisas de resfriamento em biorreatores de leito fixo industriais
ndo é uma estratégia vantajosa, uma vez que a remocdo de calor sera eficiente
somente nos 10 a 20 cm de leito mais proximo da parede do biorreator (MITCHELL
et al., 2000). Por isto, o resfriamento do leito por placas internas de transferéncia de
calor é mais interessante. Algumas propostas da literatura sdo: o biorreator do tipo
Zymotis (HARDIN; MITCHELL, 1998 e ROUSSOS et al., 1993) que possui placas de
resfriamento no interior do leito, orientados paralelamente com a direcéo do fluxo, e
0s bi oreatores do LUTH; pEIBENAiProQhy)t ace (APl al
(SURANARAYAN; MAZUMDAR, 2000; SURYANARAYAN, 2003) que usam Varios
leitos finos sobre placas de resfriamento e fluxo de ar normal ao posicionamento dos
leitos.

Quando o microrganismo gera grande quantidade de calor, o ressecamento
excessivo do leito pode ocorrer mesmo com a entrada de ar saturado e o emprego
de trocadores de calor. Neste caso, uma estratégia alternativa para que a umidade
relativa da fase sélida néo reduza significativamente € o emprego de substratos que
sofrem pouca variagdo na umidade relativa mesmo com altas variagbes na
quantidade de agua, como o canhamo impregnado com solucdo de glicose e extrato
de batata (WEBER et al., 1999). Entretanto, freqientemente a escolha do substrato
€ baseada em outras consideracbes, como a necessidade de utilizar um
determinado residuo da agroindustria ou pela capacidade do microrganismo de

utilizar o substrato como fonte de energia. Na maioria destes substratos a umidade
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relativa reduz significativamente quando &gua € removida e, portanto, torna-se
necesséria a adicdo de agua durante a fermentacéao.

Biorreatores de agitacdo intermitente permitem que a agua seja adicionada
de modo relativamente uniforme durante os periodos de movimento do leito. Esta
estratégia de cultivo pode ser uma solucdo promissora, uma vez que muitos
processos com fungos conseguem tolerar eventos infrequentes de agitagdo sem
sofrer efeitos deletérios sobre o crescimento cinético, se os periodos de agitacéo
forem relativamente curtos.

O emprego da agitacdo intermitente pode apresentar trés vantagens
operacionais adicionais a homogeneizacao do leito. A primeira € o aumento da
porosidade do leito e consequente reducdo na perda de carga do ar que atravessa o
leito. A porosidade é reduzida naturalmente durante a fermentacdo devido ao
crescimento da rede de hifas aéreas no espaco entre as particulas do substrato. A
segunda é a prevencao da esporulacdo, pois as forcas de cisalhamento durante a
agitacdo podem danificar os conidiéforos aéreos, estrutura dos fungos responsavel
pela producao dos esporos. A Ultima vantagem € a possibilidade de utilizar ar abaixo
do ponto de saturacdo para aumentar a taxa de evaporacdo no interior do leito e
consequentemente aumentar a remogado de calor. Neste caso, a maior taxa de
evaporacao resultard no ressecamento mais rapido do leito e na necessidade de
mais eventos de agitacdo com adicdo de agua durante a fermentacdo. A quantidade
destes eventos sera determinada pelo crescimento do fungo, pelo substrato utilizado
e pela umidade do ar de entrada, porém se o numero de agitacbes aumentar
demasiadamente podera ocorrer a inibicdo do crescimento dos fungos.

A aeracéo forcada do leito associada com agitacdo intermitente apresenta-
se, portanto, como uma estratégia interessante para cultivar fungos filamentosos em
biorreatores de fermentagdo no estado sélido. De fato, diversos autores
desenvolveram trabalhos de sucesso com biorreatores em escala piloto que operam
com agitagéo intermitente e aeracdo forgada, indicando o potencial desta estratégia
(DURAND; CHEREAU, 1988; CHAMIELEC et al., 1994; FERNANDEZ et al., 1996;
BANDELIER et al., 1997).

Quando a agitacdo intermitente € empregada, o numero de variaveis
operacionais aumenta. Pode-se determinar a estratégia para o inicio, duracdo e
intensidade dos eventos de agitacdo. Além da possibilidade de adicdo de agua e do

ar entrar abaixo da saturacdo, como ja foi citado anteriormente.



22

2.3.4 Biorreator com aeracéao forcada e agitacdo continua.

Os biorreatores desta classe podem ser agrupados de acordo com a forma
que o leito é agitado. Eles podem ser semelhantes aos tambores agitados, que
utilizam misturadores mecanicos, semelhantes aos tambores rotativos, que realizam
a rotacé@o do corpo do biorreator, e também podem ser homogeneizados através do
movimento do ar. Neste ultimo caso, sdo denominados biorreatores de leito
fluidizado.

Biorreatores de leito fluidizado séo cilindros verticais dentro dos quais existe
uma placa perfurada onde o ar é forcado a passar em alto fluxo, suspendendo o
sélido e permitindo que a mistura do sélido-ar atue como um fluido. A altura do
biorreator deve ser o suficiente para permitir que o leito seja fluidizado. A maior
vantagem deste tipo de biorreator € a alta taxa de transferéncia de calor e aeracéo,
resultante da enorme area da interface do soélido com o ar. Outras caracteristicas
presentes sdo: a facilidade de remocdo dos gases e metabdlitos volateis, o bom
nivel de mistura do sélido e a auséncia de componentes mecanicos o que simplifica
o controle automatico do processo. Estes fatores permitem altos rendimentos,
reduzindo a necessidade de grandes biorreatores.

Algumas investigagdes com o leito fluidizado apresentaram a producdo de
etanol (SCHOBLER et al., 1987) e a fermentacdo de dendé para enriquecimento de
racdes animais (FOONG et al., 2009). Nestes casos, foram utilizados fungos e
leveduras nos experimentos.

Estudos foram realizados para a estrutura dos tambores agitados (NAGEL el
al., 2000 e ELLIS et al., 1994) com diferentes mecanismos de agitacdo e aeracéao, e
para a agitacdo dos tambores rotativos (SCHUTYSER et al.; 2003). Entretanto, em
todos estes casos foram utilizados biorreatores de escala laboratorial.

2.4 VARIAVEIS OPERACIONAIS E INSTRUMENTACAO

Os biorreatores de fermentacdo no estado solido devem ser operados de
modo a garantir que o microrganismo crescera adequadamente e produzird as
quantidades esperadas do composto desejado. Entretanto, o crescimento do

microrganismo provoca alteragdes no meio de cultivo, que se ndo forem detectadas
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a tempo e compensadas corretamente irdo afetar a operacdo e o desempenho do
processo, resultando em produtos fora da especificagdo ou perda de produgéo.
Portanto, para que a operacdo do processo ocorra de modo reprodutivo, séo
necessarias medidas confiaveis das principais variaveis do processo e estratégias
de controle capazes de retornar o sistema para as condi¢des ideais de cultivo.

As estratégias de controle estabelecem quais sdo as variaveis medidas e
quais sdo os valores limites destas variaveis para que tenham inicio as acfes de
controle. Estas acdes séo alteragcdes em algumas variaveis manipulaveis do sistema
que tem por objetivo retornd-lo para as condicbes de maior crescimento do
microrganismo no menor tempo possivel.

A aplicacdo de estratégias de controle para biorreatores da fermentacdo no
estado sélido provou ser uma tarefa dificil e que ainda esta muito distante de uma
solucéo satisfatéria (PEREZ-CORREA; AGOSIN, 1999). Um dos motivos para esta
deficiéncia é a falta de sensores capazes de apresentar medidas on-line precisas de
algumas variaveis fundamentais do processo (PENA Y LILLO et al., 2001).

Sensores sao equipamentos que se baseiam em principios fisicos, quimicos
ou biolégicos, para transformar sinais de magnitude real para sinais utilizaveis, na
maioria dos casos em sinais elétricos. De acordo com o sistema de medi¢cdo, 0s
sensores de processos podem ser divididos em cinco grandes grupos de acordo
com a amostragem e andlise (FIGURA 2): nos sensores no sistema off-line as
amostras sao coletadas e entdo transportadas para um laboratério onde a analise é
realizada; no sistema at-line as amostras também séo retiradas do biorreator, mas o
equipamento para a analise € colocado ao lado do local de onde a amostra é
retirada; no sistema on-line a amostra € coletada de modo automatico através de um
duto no qual ocorre o condicionamento da amostra, medicdo, e processamento de
dados; no sistema in-line o sensor analitico encontra-se em contato direto com o
processo, interagindo diretamente com a amostra; e no sistema non-invasive 0
sistema também ndo necessita de amostragens e o analisador ndo entra em contato
com o processo (TREVISAN; POPPI, 2006).
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FIGURA 2 - COMBINACAO DE VARIOS GRUPOS DE SENSORES EM UM MESMO REATOR
QUIMICO. (a) valvula de amostragem, necessaria para sistemas de medicées off-line e at-line; (b)
linha de amostragem que conduz a amostra até um sensor on-line; (c) sensor in-line; e (d) sensor
non-invasive.

FONTE: TREVISAN e POPPI, 2006

Em um biorreator de aeracao forcada com agitacdo intermitente, as variaveis
de operacdo disponiveis sdo: a vazao, temperatura e umidade do ar de entrada; a
freqUéncia, intensidade e duracdo dos eventos de agitacdo; e a quantidade de agua
adicionada no leito durante cada agitacdo. As variaveis medidas mais importantes
para o controle do processo sdo a temperatura e a umidade do leito, porque o
microrganismo consegue crescer e produzir metabodlitos somente dentro de uma
faixa muito estreita de variacdo destas condicbes. A porosidade, o pH, as
concentracfes de oxigénio e gas carbdnico no ar de saida, as concentracdes de
nutrientes, o produto e os metabdlicos volateis também afetam a biomassa e podem
ser monitoradas.

A temperatura é a variavel mais importante e mais facil de medir, pois muitos
sensores de baixo custo estdo disponiveis comercialmente. Devido a
heterogeneidade do leito, quando ele permanece estatico por longos periodos, é
necessario operar com varios sensores para obter uma melhor estimativa do perfil
de temperatura no leito e para buscar por regidées mais aquecidas, que podem afetar

seriamente o crescimento e a produgéo.
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Os equipamentos utilizados para medir a temperatura sdo os termopares e
os detectores de temperatura de resisténcia (RTDs). O termopar é o sensor mais
empregado devido ao baixo custo, a capacidade de operar tanto com baixas como
com altas temperaturas, a maior resisténcia ao choque, ao fornecimento de resposta
linear e rapida, e ao pequeno volume ocupado dentro do leito. Quando calibrados
periodicamente, os erros variam entre +0,5°C e +2,2°C, dependendo do tipo de
termopar e da qualidade (PEREZ-CORREA; AGOSIN,1999). Os detectores de
temperatura de resisténcia sdo mais bem adaptados para as necessidades da FES
porque s&o precisos, estaveis, de resposta rapida e ndo necessitam de calibragdes
constantes, por outro lado sdo mais caros e mais frageis do que os termopares.

A reducao da porosidade do leito pode limitar a remocé&o de calor metabolico
e diminuir as transferéncias de oxigénio e gas carbdnico entre a fase gasosa e
sélida. Esta reducao pode ocorrer devido ao crescimento de fungos filamentosos no
espaco entre as particulas quando o leito permanece estatico ou devido a
fragmentacao do substrato durante os eventos de agitacdo. Em qualquer um destes
casos, as variacdes na porosidade podem ser percebidas através do monitoramento
on-line da perda de carga do ar que atravessa o leito sélido (AURIA et al., 1993;
VILLEGAS et al., 1993). Quando a perda de carga € monitorada por medidores de
pressdo, os tubos de Bourdon sdo o0s sensores mais empregados por serem
simples, baratos e confidveis, porém eles ndo sao rapidos nem precisos. Os
sensores Piezoelétricos podem ser utilizados para medir maiores faixas de pressao,
com respostas rapidas e com a vantagem de serem insensiveis a temperatura
(FERNANDEZ; PEREZ-CORREA, 2006).

Nos periodos de operacdo estética, a perda de carga também auxilia na
estimativa da biomassa produzida uma vez que ndo existem métodos confiaveis
para a medi¢do continua desta variavel na FES.

Praticamente, o Uunico meio efetivo de regular a temperatura do leito durante
0 periodo em que o biorreator opera de modo estatico é através da manipulacdo das
condicbes do ar de entrada (VON MEIEN et al., 2006). Como parte do controle
destas condi¢cOes, a temperatura, vazdo e umidade da corrente do ar de entrada
devem ser medidas. A temperatura do ar de entrada pode ser verificada através de
termopares ou detectores da temperatura de resisténcia. A vazao pode ser medida
através de equipamentos como: rotametros, anemémetros, turbinas, ou tubos

baseados na perda de carga associados com sensores de pressao diferencial (tubo
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de Venturi, tubo de Pitot, Tubo Annubar e placas de orificio). Entretanto, os sensores
baseados na perda de carga possuem a limitacdo do custo energético, pois a perda
de carga pode ser significativa. Para medir a umidade do ar de entrada existem
sensores capazes de monitorar a umidade e a temperatura, todavia eles nao
apresentam bom desempenho quando o ar estd proximo da saturacdo, devido a
condensacéo de agua sobre o sensor (KHANAHMADI et al., 2006 e BARGA, 2007)

A analise da composicdo do ar de saida pode ser util para verificar o
andamento do processo fermentativo. Medidas das concentracdes de gas carbonico
e oxigénio, associados com medidas da vazdo do ar, podem ser utilizados para
calcular importantes varidveis como a velocidade de consumo de oxigénio, a
velocidade de producdo de gas carbbnico, o coeficiente respirométrico e obter uma
estimativa da velocidade de crescimento especifica. Por outro lado, medidas de
metabdlitos volateis podem servir de indicativos da atividade metabdlica e da
velocidade de producédo do composto desejado, como por exemplo, a producéo de
acido giberélico (GONZALEZ-SEPULVEDA; AGOSIN, 2000).

Medidas on-line de gas carbbnico e oxigénio podem ser realizadas por
cromatografia gasosa (SAUCEDO-CASTANEDA et al.,1994) ou por analisadores
especificos para cada composto (FERNANDEZ et al., 1997). A principal vantagem
do primeiro método € que muitos compostos podem ser monitorados com 0 mesmo
instrumento e com capacidade de leitura para grandes variacdes na concentracao.
Entretanto, a analise necessita de varios minutos para apresentar o resultado. No
caso do monitoramento da producdo de alguns compostos volateis pode ser
necessario usar um espectrébmetro de massa em conjunto com o0 equipamento
cromatografico (SUNESSON et al., 1995).

Os analisadores especificos podem ser mais precisos e com respostas mais
rapidas. Dentre os muitos tipos de instrumentos estdo inclusos os analisadores
paramagnéticos para o gas oxigénio e amonia, instrumentos de infravermelho para o
diéxido de carbono e analisadores eletroquimicos para o gas oxigénio. Os
analisadores paramagnéticos sdo caros, porém sao precisos, ndo necessitam de
calibracbes constantes e sofrem pouca influéncia com o0s outros gases; 0s
analisadores eletroquimicos sdo de baixo custo e de boa preciséo, todavia a célula
eletrolitica necessita ser trocada periodicamente; e o0s analisadores por
infravermelho sé@o precisos e de longa duracdo, embora sejam de elevado custo e

necessitem de calibragbes ocasionais. Os principais cuidados com estes
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instrumentos referem-se ao processo de amostragem, pois o gas deve ser seco e
entrar no equipamento com vazao regulada e constante.

O pH € uma variavel importante, pois cada microrganismo consegue 0
crescimento 6timo dentro de uma faixa estreita de valores. As variacdes podem
ocorrer naturalmente no decorrer da fermentacéo devido ao consumo do substrato e
a producédo de metabdlitos (BELLON-MAUREL et al., 2003). Entretanto, monitorar o
pH em leitos sélidos ndo € uma situacéo pratica por causa da auséncia de agua nao
adsorvida ao substrato (DURAND et al.; 1996). Em consequéncia disto, € comum o
preparo do substrato com uma solugdo tampao para que o pH nao varie
demasiadamente durante o cultivo do microrganismo (FERNANDEZ; PEREZ-
CORREA, 2006). Os equipamentos tradicionais para a medida do pH, que utilizam
eletrodos de vidro, ndo apresentam respostas confidveis em decorréncia do pouco
contato entre o sélido e a parte sensivel do eletrodo. Quando uma amostra € diluida
em agua a resposta obtida é rapida e exata, porém o valor encontrado € uma média
do pH total da amostra e ndo pode ser extrapolado para todos os pontos dentro do
biorreator, devido a heterogeneidade do leito e aos gradientes significativos
existentes dentro da particula do fungo.

As concentracdes de biomassa e de substrato residual ndo sédo faceis de
monitorar durante a fermentacdo em funcdo da dificuldade de separar os dois
elementos. A biomassa pode ser estimada a partir dos resultados das concentracées
dos gases envolvidos na respiracdo e da variacdo da temperatura. O substrato
residual também pode ser estimado se forem conhecidos os coeficientes de
consumo do substrato em relagdo a producdo de biomassa, mas esta variavel
normalmente ndo € monitorada em reacdes em batelada, pois é possivel garantir
gue a operacdo sera normal ao se empregar elevada concentracdo inicial de
substrato (FERNANDEZ; PEREZ-CORREA, 2006).

A umidade relativa do leito possui forte influéncia no crescimento e na
producdo de metabdlitos dos microrganismos. A quantidade de &gua deve ser
medida periodicamente para evitar o ressecamento do leito, especialmente durante
o periodo de crescimento rapido. O método tradicional de secagem em estufa para
verificar a umidade nas amostras do leito ndo é pratico, em virtude do tempo do
processamento das amostras, uma vez que sao necessarias muitas horas para obter
os resultados. Balancas de infravermelho s@o interessantes, ja que eles fornecem

uma indicacdo mais rapida e precisa da umidade da amostra retirada do processo.
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Entretanto, tanto o método tradicional como as balancas de infravermelho ndo séo
apropriados para o controle automatico de umidade do leito por requererem a
intervencdo do operador para a amostragem (FERNANDEZ E PEREZ-CORREA,
2006). Além disto, existe a dificuldade de remover, sem perturbar o leito, quantidade
suficiente de amostra durante os periodos de operacao estatica.

A espectroscopia no infravermelho trabalha com a absorcdo das radiagdes
das ligacdes moleculares no infravermelho proximo (NIR) e no infravermelho médio
(MIR). A espectroscopia NIR, pode ser utilizada para a quantificacdo do conteudo de
agua no leito (YANO et al., 1998 e SUEHARA et al., 1999), porém as medidas sdo
realizadas apés a amostragem manual, o que dificulta seu uso como sensor. Para
empregar este método como sensor on-line seria necessario unir o espectroscopio
NIR com fibras éticas ao biorreator de modo a criar uma detec¢do remota ou retirar
amostras de modo automatico (BELLON-MAUREN et al., 2003). Varias técnicas
tomogréficas que empregam sensores de microondas, raios-X e imagem de
ressonancia magnética sdo capazes de fornecer medidas on-line e em trés
dimensdes da umidade do leito, entretanto a aplicacdo € muito restrita na atualidade
devido ao elevado custo (BELLON-MAUREN et al., 2003). Em decorréncia da
dificuldade de leitura direta da umidade do leito através de sensores, alguns autores
desenvolveram modelos de inferéncia para estimar o valor desta variavel a partir de

medidas da temperatura ou composicdo do gas.

2.5 MODELOS DE INFERENCIA

Nos biorreatores que utilizam o resfriamento evaporativo, 0 monitoramento
da umidade do leito é de grande importancia durante o cultivo do microrganismo,
para evitar o ressecamento do leito e a limitagdo do processo. Entretanto, sensores
gue sejam de baixo custo e que sejam capazes de realizar medidas confiaveis e
rapidas ndo estdo disponiveis. Neste caso, podem ser utilizados modelos de
inferéncia, que usam valores de variaveis de facil medicdo, para estimar a umidade
do leito.

Os modelos de inferéncia sdo baseados em balancos elementares e nao
possuem relagdes cinéticas. A cinética € fornecida ao modelo pelas medidas das

variaveis do processo, como a temperatura e a concentracdo de gases. Os valores
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destas varidveis medidas sdo inseridos em balancos de massa e energia, que
utilizam coeficientes de rendimento especificos para cada reacéo para determinar a
umidade do leito. Trabalhos que desenvolveram modelo de inferéncia para monitorar

a umidade do leito serédo descritos a seguir.

2.5.1 Modelo de Nagel et al. (2000)

O modelo elaborado por Nagel et al. (2000) busca estimar a quantidade de
agua no meio extracelular e a quantidade de agua total, utilizando medidas on-line
da concentracdo de oxigénio, da concentracdo de gas carbbénico e do ponto de
orvalho na saida da fase gasosa. No desenvolvimento do modelo, foram calculadas
separadamente as quantidades de &gua contida na biomassa e no substrato
residual, pois foi considerado que o crescimento do fungo pode ser prejudicado pela
limitada disponibilidade de agua no substrato residual, mesmo quando a umidade
total do leito fermentado permanecesse constante com o tempo. O aumento da
biomassa causaria aumento da quantidade de dgua no interior das células e reducéo
da umidade do substrato residual. Por este motivo, a umidade do substrato residual
e ndo a umidade total deveria ser controlada para o adequado crescimento do
microrganismo.

As leituras de producdo do gas carbdnico foram utilizadas para estimar a
reducdo da massa seca; as medidas de consumo de oxigénio para calcular a
producdo de agua metabdlica, o consumo de agua pela hidrolise do amido, a
incorporacdo de agua pela nova biomassa e a producdo de massa da biomassa
seca; e as medidas da temperatura do ponto de orvalho para calcular a diferenca
entre a umidade do ar de entrada e saida, que representa a evaporacdo. A validacéo
do modelo foi realizada através de cultivos de Aspergillus oryzae sobre graos de
trigo em biorreator do tipo tambor agitado com volume de 35 litros e em biorreator do
tipo tambor rotativo de 1,5 litros.

Um sistema experimental foi desenvolvido para estimar os coeficientes de
rendimento durante a fermentacdo. Neste sistema, uma membrana, que ficava entre
o fungo e uma torta de gréos de trigo, possibilitava a separacado da biomassa e do
leito durante o cultivo. Deste modo, foi possivel medir a massa de substrato

consumido e da biomassa produzida, o que normalmente néo é possivel nos cultivos
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em FES devido a penetragcdo das hifas no substrato. Durante os experimentos foram
monitorados também o consumo de gés oxigénio e a producdo de gas carboénico.

Os coeficientes de rendimento de biomassa, de gas carbdnico e de consumo
de carboidrato em funcdo do oxigénio foram medidos diretamente do experimento,
enquanto que os coeficientes de rendimento de agua metabdlica e de consumo de
proteinas em funcdo do oxigénio foram calculados a partir dos coeficientes medidos
e da equacéo de reacdo do crescimento de A. oryzae (equacdo (1)) com fontes

nutricionais de glicose e proteina de trigo.

Y5 0,0H,0+ O + Yyj0,OH1080063No26 © Yxio,OH172Q052No17 + Yeo,10,00 + Yy 0,H20
(1)

Os termos do lado esquerdo da equacdo representam o substrato (CH,0),
oxigénio (Oy) e proteina de trigo (CN1,980063No,26). OS termos de Yap representam o
coeficiente de rendimento de A em funcao do elemento B. Os termos do lado direito
da reacdo representam a biomassa (CHi72005:No17), gas carbdnico (COy) e
producéo de agua metabdlica (H,O).

O balanco de massa para a agua extracelular (Wex) poOSSui quatro
contribuicdes: a evaporacdo, a agua incorporada pela nova biomassa, a producéo

de 4gua metabdlica e a agua utilizada durante a hidrélise do amido.

dWex _
— = Far Gwent  Gusai + XwxYwo,Fo,MWx  Yiv/0,Mo,MWw + Yhig Ysio,f0, (2)

O primeiro termo do lado direito representa a variagdo da umidade do ar
devido a evaporacao, onde F, é a vazao volumétrica do gas e Cy ent € Cw sai SA0 as
umidades do ar de entrada e saida, respectivamente. O segundo termo representa a
variacdo da massa de agua no interior da biomassa onde Xy x € a fracdo massica de
agua na biomassa, Yxio2 € 0 coeficiente de rendimento de biomassa em funcdo do
oxigénio, Mwy é a massa molar da biomassa e ro, é a taxa de producdo de oxigénio.
O terceiro termo representa a producdo de agua metabdlica, onde Ywoo2 € 0O
coeficiente de rendimento de agua em funcéo do oxigénio e Mwy, € a massa molar

da agua. Por ultimo, esta a agua consumida durante a hidrélise do amido, onde Yig
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€ a agua necesséria para a hidrélise e Yso, € coeficiente de rendimento da hidrolise
do amido em funcéo do oxigénio.
A velocidade de variacdo do substrato residual seco (Mex) em funcédo do

tempo foi calculada pela seguinte relacao:

dMex YSIOz YN/02
= Mwg + ——=—Mwy I 3
dt Yco,/09 S Ycouio, N TCO (3)

Os termos do lado direito representam consumo de carboidrato e de proteina
em funcéo da taxa de producédo de gas carbbnico (rcoz). Os termos Mws e Mwy sdo
as massas molares do amido e da proteina no substrato por mol de carbono,
respectivamente. A concentracdo de agua no substrato residual em um determinado
instante foi calculada a partir da divisdo da massa de agua no substrato (Wey) pela
massa seca do substrato (Mey).

Para a validacdo do modelo, foi calculada a quantidade global de agua para
comparar com valores medidos experimentalmente, uma vez que a umidade
extracelular pode ser estimada pelo modelo, mas ndo pode ser medida diretamente
na fermentacdo com os graos de trigo. Para estimar a concentracao de agua no leito
total, foram calculadas a massa total de biomassa seca (Mx) e a massa da agua

intracelular (Wy).

— = Yxjo,lo,Mwy 4)

Wy t = Xy xMy t %)
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Ponto de Concentragao Concentracéo de Concentracao
Orvalho de Oxigénio Gas Carbbnico de Oxigénio
Resfriamento Agua na Agua Hidrolise
Evaporativo Biomassa Metabdlica do Amido
|
Massa da agua Massa do _| Massa da
Extracelular Substrato Seco Biomassa Seca
|
Umidade Massa da agua
Extracelular Intracelular
|

Umidade Total
do Leito

FLUXOGRAMA 1 - UNIDADES BASICAS PARA O CALCULO DA UMIDADE EXTRACELULAR E
UMIDADE TOTAL SEGUNDO MODELO DE NAGEL et al., 2000.
FONTE: NAGEL et al.; 2000

A umidade total do leito (Xw tta) fOi calculada pela seguinte relacéo:

Wy + Wy
X = —e X 6
W total Mex + Mx ( )

Em um dos experimentos realizados para a validacdo do modelo, o
resfriamento evaporativo foi favorecido enquanto que no outro este processo foi
reduzido através do aumento da retirada de calor pelas paredes do biorreator. Nos
dois ensaios, os valores calculados pelo modelo de inferéncia eram préoximos
agueles medidos experimentalmente, entretanto os valores calculados para a
umidade extracelular apresentaram desvios médios elevados que foram causados

pelos erros de aproximadamente 15% na biomassa estimada.

2.5.2 Modelo de Pefiay Lillo et al. (2001)

O modelo de Pefia y Lillo et al. (2001) foi desenvolvido para estimar a
umidade e a temperatura média do leito em biorreatores de aeracdo forcada e
agitacdo periddica. O valor da umidade foi utilizado para o controle do processo

enquanto que o da temperatura, para a validacdo do modelo a partir de dados
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coletados durante a fermentacdo de Gibberella fujikuroi sobre farelo de trigo em
biorreator de 200 kg de capacidade. Sensores foram utilizados para as medidas da
umidade relativa do ar de entrada, da temperatura do gas de entrada e saida, da
vazdo de ar seco e da concentracdo de gas carbodnico. Outros valores medidos
foram: a umidade do leito (determinada off-line a cada 4 horas), a agua adicionada
ao leito, a agua retirada pelo fundo do biorreator e a massa inicial e final do
substrato.

No desenvolvimento do modelo, foi considerado que a fase soélida era
homogénea em relacdo a temperatura e a umidade, que a temperatura ndo tinha
influéncia sobre as propriedades fisicas, que as relacdes estequiométricas
permaneceram constantes durante todo o cultivo, que o ar de saida estava sempre
saturado na temperatura medida e que a fase gasosa permanecia no estado
pseudo-estacionario.

Segundo os autores, a parede do biorreator possui contribuigéo significativa
no acumulo de calor em biorreatores de grande escala devido a alta capacidade
calorifica e a alta condutividade térmica, por isto ela foi inserida no balanco de
energia. Nos modelos laboratoriais a contribuicdo das paredes do biorreator pode
ser desprezada.

O balanco de energia global utilizado foi:

dT u
Cptot kexp at = yHr Qg Qparede + FW CIQN TW T (7)

No lado esquerdo Cy: representa a capacidade calorifica total do biorreator
incluindo o substrato seco, a fase aquosa e as paredes do biorreator, Kexp € UM
parametro empirico que foi adicionado para corrigir os erros introduzidos devido a
consideracdo da homogeneidade da temperatura no leito. O primeiro termo dentro
dos colchetes do lado direito da equacao representa a variacdo de entalpia da
reacdo e foi calculado a partir da taxa de producdo de gas carbbnico. O segundo
termo representa o calor removido pelo gas. Este foi separado em duas partes, uma
representando a conveccao forcada entre o leito e o ar e a outra o calor latente da

evaporacao da agua:

Qg = Qg conv T Qg evap (8)
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Sendo
Qg conv — I:ar Cpg Ts Te + vaap 3saiTs 3entTe vaapT 3 sai Sent (9)

Q evap ~ G 3sai 3ent (10)

Os componentes das equacdes sdo a vazdo de ar (G), a capacidade
calorifica do ar seco (Cpg), a capacidade calorifica do vapor de agua (Cp vap), as
medidas de umidade especifica do ar de entrada e de saida (Uent © Usai), a@s
temperaturas do ar de entrada e saida(TseTe) e o cal or | atente da
O terceiro termo do lado direito da equacdo do balanco total de energia
(equacao (7)) representa a transferéncia de calor para as vizinhangas por convecgao
natural e radiacdo assumindo que a temperatura da parede € igual a temperatura do

leito.
Qparede = hAT Tviz + hA RT4 T\ﬁz (11)

Os parametros deste termo sédo o coeficiente de transferéncia de calor por
conveccao (h), a area da parede (A), a temperatura das vizinhancas (T.;), a
emi ssividade das par estants dedefanrBeod tt wrma(nth) (el )a
O ultimo termo da equacdo (7) representa as mudancas de entalpia
associadas com a agua retirada na fase liquida no fundo do biorreator, considerando
gue ela se encontra na temperatura do leito, e o volume de agua adicionada por
hora (Fy) na temperatura Ty.
A velocidade de variacdo dos sélidos secos foi considerada diretamente

proporcional a taxa de producao de gas carbonico.

dMs
dt

= ky.CPR (12)

Onde ky € uma constante empiricamente determinada e CPR a taxa de

producédo de gas carbonico.
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O balanco de umidade do leito levou em consideracéo a producédo de agua
metabdlica, a adicdo de agua durante o cultivo, a evaporacdo e a agua retirada pelo

fundo do biorreator.

T =Ryt Sxle b Wl (13)

O primeiro termo do lado direito da equacéo representa a producédo de agua
metabdlica (Ry,), que foi calculada a partir da producdo de gas carbdnico e da
estequiometria da reacdo; o segundo termo, adicao externa de agua (Fy); o terceiro,
a evaporagdo que utilizou as medidas de umidade relativa e de temperatura de
entrada e saida do gas para calcular a umidade especifica (ls e (i¢). O quarto termo
representa a agua coletada no fundo do biorreator (Wp) e o dltimo termo calcula a

degradacgéo do substrato, pois a umidade (X, foi expressa em base seca (Ms).

Taxa de producéo Conveccgéo Calor Latente
gas carbbnico forcada de Evaporacgao
I |
I | |
Taxa de Producéo de Balango de Calor de Calor removido| | Calor perdido
Evaporacéo agua metabdlica | | solidos secos Reacdo pelo géas pela Parede
I I | |
Balanco da
agua
[
I
Temperatura
do Leito

FLUXOGRAMA 2 - UNIDADES BASICAS PARA O CALCULO DA UMIDADE E TEMPERATURA DO
LEITO SEGUNDO MODELO DE PENA Y LILLO et al., 2001.
FONTE: PENA Y LILLO et al., 2001

Durante os calculos pelo modelo, os valores da temperatura eram corrigidos
pelos dados experimentais a cada 10 h de fermentacdo. Mesmo assim, os valores
da temperatura medidos on-line apresentaram grandes desvios em relagdo aos
estimados pelo modelo. A umidade do leito sofreu variagbes superiores a 30%,
especialmente no final do cultivo, apesar disto os valores estimados pelo modelo

apresentaram bom ajuste com os dados experimentais medidos off-line.
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2.5.3 Modelo de Khanahmadi et al. (2006)

Khanahmadi et al. (2006) buscaram estimar a umidade do leito em
biorreatores do tipo leito fixo com agitacdo intermitente e passagem forcada de ar
através de um modelo que utiliza instrumentos de baixo custo. Temperaturas do ar
de entrada e saida foram medidas por termopares e apenas estes dados foram
coletados on-line para utlizar no modelo de inferéncia. Os experimentos para
validacdo do modelo foram realizados com o microrganismo Aspergillus niger
cultivado sobre farelo de trigo em um leito de camada delgada com 4 cm de altura e
umidade inicial de 55% em base Umida.

Algumas consideragdes foram necessarias para utilizar apenas as medidas
das temperaturas no desenvolvimento do modelo. Foi assumido que o ar esta
saturado em todos os pontos dentro do leito e em equilibrio térmico com a fase
sélida que est4 em contato. Foi assumido também que a atividade da agua no sélido
permanece proxima da unidade durante todo o experimento e que as transferéncias
de massa e calor ocorrem apenas na direcdo do fluxo de ar. Por fim, foi assumido
gue tanto o acumulo de energia térmica no leito quanto a contribuicdo da conveccao
na remocao de calor paralela a dire¢do do ar sao despreziveis.

Inicialmente foi calculada a producéo de calor metabdlico.

t o
Qnt = )VOVXANHa Qaa + YHy Tao  Ta dt (14)

Nesta equacao foram considerados 0os ganhos energéticos do ar seco para
elevar a temperatura entre a entrada e a saida do biorreator (T, € Tai
respectivamente) e da evaporacdo da agua para manter o ar saturado na
temperatura mais elevada do ar de saida. Os elementos da equacdo sdo a
velocidade superficial do ar (vy), a secc¢éo transversal do leito perpendicular ao fluxo
do ar (A), a densidade do ar seco (} 4a), @ capacidade calorifica do ar seco (Cpga), O
aumento na umidade de saturacdo do ar por unidade da temperatura (f), o calor
latente de evaporacéo da agua (adH,,) e o tempo (t).

O calor metabdlico calculado foi utilizado para determinar a reducdo da
massa seca total e a variagdo da quantidade de a4gua no leito. Nos calculos destas

outras variaveis foram empregados os coeficientes de rendimento baseados na
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equacao estequiométrica simplificada para processos da fermentacdo no estado
solido.

rO,+ 1CHy 75 68Noos © 1 CQ + [ H,O+ biomassa+ néo volateis (15)

A velocidade de variacdo da massa seca total foi estimada a partir das taxas
de producao volumétrica de agua (ru20), gas carbénico (rcop) € oxigénio (ro2) € as

massa molares destas moléculas (M,).
fam =  Mu,0fH,0  Mco,fco, Mo, fo, (16)

No célculo da velocidade de variacdo da quantidade total de agua no leito

foram consideradas a producéo de agua metabdlica e a evaporacao.

daw _ Jev
E - rW,avaed YHy (17)

Os termos apresentados na equacao sao a taxa média de producao de agua
metabolica no leito em base méssica (fwav), 0 volume do leito (Vped), @ taxa de
transferéncia de calor para o ar devido a evaporacdo da agua (ge,) € o calor latente
de evaporacao da agua (aH,).

Com os valores estimados da variacdo da massa seca (aV) a partir da
equacao (16) e da variacdo quantidade de agua no leito (aMym) a partir da equacao
(17), foi calculada a umidade do leito em base Umida.

W Wo Yw
W+Mgm Wo YW + Mgmo YMgm

Xy = (18)

Os termos (W, e Mgmo) representam as condi¢des iniciais da variavel.

As previsbes da quantidade de agua no leito foram comparadas com os
valores obtidos durante as duas fermentacbes realizadas no biorreator. Estas
previsdbes também foram usadas para calcular a quantidade de agua a ser

adicionada durante os eventos de agitag&o do leito (Wmk).
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Wi = —2— Myno Mg (19)

1 Xwf 1 Xwi

Os termos Xyi € Xw S80 a umidade do leito imediatamente antes e
imediatamente depois da adicdo de agua, sendo que os limites da umidade foram
0.4 kg.kg™ em base imida para x4 e 0,66 kg.kg™ em base imida para Xur.

Os valores previstos pelo modelo de inferéncia apresentaram erros de até
25% para a perda de agua e 29% para a perda de massa seca em relacdo aos
valores medidos experimentalmente. Erros maiores ocorreram apos a ultima adicéo
de 4gua (48% para a agua e 80% para a massa seca) que foram provocados pelas
mudangas no metabolismo do microrganismo. Os coeficientes de rendimento
utilizados nas equacdes foram estimados para o metabolismo de crescimento,
entretanto, apds a ultima adicdo de 4gua, o metabolismo de manutencéo, que difere

do metabolismo de crescimento, predominou no processo fermentativo.

Temperatura
do Leito

\

Producéo de
calor metabdlico

\
| |

Balango Balango dos
da agua solidos secos

| |
\

Umidade do leito
(Base umida)

FLUXOGRAMA 3 - UNIDADES BASICAS PARA O CALCULO DA UMIDADE DO LEITO SEGUNDO
MODELO DE KHANAHMADI et al., 2006.
FONTE: KHANAHMADI et al., 2006

2.5.4 Modelo de Barga (2007)

Diferentemente dos modelos anteriores, que consideravam que o leito
estava bem misturado, o modelo de Barga (2007) considerou a heterogeneidade do

leito. O modelo desenvolvido utilizava medidas da temperatura em varias alturas do
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leito, do ar de entrada e do ar de saida para estimar a umidade como funcdo da
altura do leito em um biorreator de escala piloto com agitacdo intermitente e
passagem forcada de ar.

No modelo foi considerada a diminuicdo na quantidade total de solidos secos
devido a conversdo do substrato em biomassa, gas carbdnico e agua metabdlica.
Apesar da reducéo dos solidos secos, a geometria do leito foi considerada constante
para facilitar os calculos. Na transferéncia de calor foram consideradas as trocas por
conveccao e evaporacdo, mas foram desconsideradas as perdas pela parede do
biorreator.

Na estimativa da producdo de biomassa, foi considerada somente a
producdo de calor metabdlico obtido pelo balanco de energia através das
temperaturas medidas durante o processo. A partir do calor metabdlico e da
estequiometria da reacao global foi estimada a producdo de agua metabdlica. Este
ualtimo valor foi incorporado dentro do balanco de massa da agua para determinar a
umidade do leito.

Inicialmente, a equacéo do balanco global de energia foi usada para estimar

o calor metabdlico produzido, a partir das temperaturas medidas no leito.

-FQ_ -Hr -ﬁr -ﬁr -H_Isat-ﬁr
== RV Gog + 34Cov =7 Cog + 3¢C GE+SCPS+3SCPW ﬁ"']' = E(;.
(20)

O primeiro termo do lado direito da equacéo representa a variacdo de
energia na fase gasosa enquanto que o segundo representa a variacdo de energia
nas diferentes posicoes do leito devido a conveccédo. O terceiro termo do lado direito
da equacado representa a variacdo da energia na fase sélida e o quarto termo
representa a variacdo de energia nas diferentes posicbes do leito devido ao
resfriamento evaporativo, onde & ®ga@aent al
umidade de saturacdo do ar em funcdo da temperatura. Os parametros
apresentados na equacéo sdo a porosidade ( U3 densidade da fase gasosa ( 4), 0
fluxo massico de ar (G), o calor especifico do ar seco (Cpg), a umidade da fase
gasosa ( §), o calor especifico do vapor de agua (Cpy), @ massa de substrato contido

no leito (S), o calor especifico do substrato seco (Cps), a umidade da fase soélida ( §),
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o calor especifico da 4gua (Cpy), @ entalpia de evaporacao da agua ( o a umidade
de saturacao (Hsa), 0 calor metabdlico (Q) e a temperatura (T).

Com o valor do calor metabdlico e com o coeficiente de rendimento do calor
metabolico em fungédo do oxigénio (Ygo2) foi calculado o consumo de oxigénio

através da relacdo

o _1 W (21)

T Yoo, T

O valor estimado do consumo de oxigénio associado com a equacéo
estequiométrica foi usado para determinar a producdo de gas carbodnico, producéo
de 4gua metabdlica e no balanco de solidos secos. As equacfes para estimar todos
estes elementos do modelo de inferéncia foram baseadas nos coeficientes de

rendimento do elemento de interesse em fung&o do oxigénio (Yx/02).

T O
?02 = Yeo0, - Meo, (22)
AW O
== Ywo, 5 Mh,0 (23)
s O
==  Ywo,Mu0 Yeo,i0,Mco, + Mo, ?2 (24)

Os termos Mco2, My20 € Mo, da equacéo (24) sdo as massas molares do
gas carbodnico, da agua e do oxigénio, respectivamente.

O valor dos solidos secos, atualizado em cada iteracdo, foi utilizado no
terceiro termo do lado direito da equacgéo do balanco global de energia e, juntamente
com o valor da agua metabolica produzida, foi utilizado no balanco global de agua

no leito para determinar a umidade da fase sélida (Us)

hS3s , AW
-t (25)

TBg TBg _
Ry G =

O primeiro termo do lado esquerdo desta equagao representa a variagao de
umidade da fase gasosa e 0 segundo termo representa a variacdo da umidade da

fase gasosa nas diferentes posi¢des no eixo vertical devido a convecc¢éo. O primeiro
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termo do lado direito representa a variagcdo da umidade da fase sélida em relagédo a
variacdo dos solidos secos e o segundo termo representa agua produzida pelo
metabolismo do microrganismo.

Apesar da umidade na fase sélida estar calculada, foi necessario atualizar a
cada iteracdo a umidade da fase gasosa ((ig) que era utilizada tanto no balango
global de energia quanto no balanco global de agua. Para isto foi estimada a
atividade da agua da fase gasosa através de curvas de isotermas de sorcdo dos

substratos e considerando o equilibrio entre a fase gasosa e solida.

1

ay=aw= 1 exp 39T expC+GT S (26)

Os elementos C, da equacdo sdo constantes cujos valores foram
determinados pelo ajuste da curva de isotermas de sor¢cdo com os dados
experimentais em diferentes temperaturas.

A umidade da fase gasosa foi estimada pela equacao

3, = ay P51 0,62413
9 P a, P!

(27)
onde (% é a pressdo parcial de saturacdo da fase gasosa e foi calculada pela
equacao de Antoine (REID et al., 1977).

Um biorreator piloto foi utilizado para o cultivo de Rhizopus oryzae em soja
ou trigo moido. Os experimentos foram realizados para coleta dos valores da
temperatura e para comparacdo entre os valores da umidade do leito medidos
experimentalmente e os calculados pelo modelo de inferéncia. O leito possuia
aproximadamente 130 kg de substrato umido e altura de 35 cm para passagem do
ar.

O primeiro experimento utilizou a soja como substrato e os valores
estimados pelo modelo obtiveram um fator de correlacdo de 0,86 com os dados
experimentais. No segundo experimento com soja, foi necessario adicionar agua
durante o evento de agitacdo. ApOs este evento, a umidade estimada apresentou

desvios significativos em relagéo aos dados experimentais.
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FLUXOGRAMA 4 - UNIDADES BASICAS PARA O CALCULO DA UMIDADE DO LEITO SEGUNDO
MODELO DE BARGA, 2007.
FONTE: BARGA, 2007

No terceiro e quarto experimentos foi usado trigo moido como substrato. No
terceiro experimento o fator de correlacdo antes da agitacdo foi de 0,56 e apds a
agitacao ocorreram novos desvios, sendo que a umidade estimada pelo modelo foi
muito inferior a umidade obtida experimentalmente. No Ultimo experimento, as
estimativas da umidade foram superiores as do terceiro, mas novamente ocorreram
desvios ap0s a agitacao.

Os desvios encontrados foram possivelmente causados pela compactagéo
do leito, pela gelatinizacdo do amido quando foi usado trigo moido (que reduzia a
porosidade) e pelas alteracGes nas propriedades do leito, principalmente na isoterma
de sorcdo que € alterada com o crescimento do microrganismo (MARQUES et al.,
2006).
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2.5.5 Avaliagéo geral dos modelos de inferéncia

Nagel et al., (2000); Pefa y Lillo et al., (2001) e Khanahmadi et al., (2006)
propuseram modelos de leito homogéneo e estimavam a umidade média do leito.
Em biorreatores constantemente agitados o leito pode ser considerado homogéneo,
entretanto em biorreatores de leito fixo, que apresentam as melhores condi¢cfes para
o crescimento dos fungos filamentosos, os gradientes em funcéo da altura do leito
sao significativos e necessitam ser considerados. Por isto, Barga (2007) considerou
a heterogeneidade do leito e estimou a umidade da fase soélida a partir de leituras da
temperatura em diferentes alturas do leito.

Porém, no modelo de Barga (2007) era pressuposto o equilibrio entre a fase
gasosa e a fase solida e esta condicdo ndo pode ser sempre considerada. Existem
dados da literatura que demonstram que as duas fases ndo estdo em equilibrio
guando o ar entra abaixo do ponto de saturacao para favorecer a evaporagdo em um
leito estatico (BARSTOW et al.,, 1988; RYOO et al.,, 1991) e também na regido
préxima da entrada do ar (VON MEIEN; MITCHELL, 2002), mesmo quando o ar
entra préximo da saturacao.

Portanto, existe a necessidade de desenvolver um modelo de inferéncia que
trate as particulas do substrato e o ar como fases separadas e calcule o processo de
transferéncia de massa da agua e de energia entre elas para a estimativa da

umidade do leito.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMO

A cepa do fungo Aspergillus oryzae INCQS40068, origem ATCC 1003 e lote
069540068, gentilmente cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), foi utilizada

nos cultivos em laboratoério e no biorreator de escala piloto.

3.1.1 Reativacao da cepa

A cepa foi recebida na forma liofilizada dentro de uma ampola de vidro, a
hidratacao foi realizada em camara de fluxo laminar conforme orientagéo da Fiocruz.
Primeiramente, o frasco foi limpo com alcool 70% e, apos a evaporacédo do alcool, a
regido do lacre foi aquecida na chama de bico de Bilnsen. Adicionou-se sobre a
parte aquecida algumas gotas de solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) para que o
rompimento ocorresse por choque térmico e entdo foi adicionado 0,5 ml de caldo de
cultivo Batata Dextrose Agar (BDA), (Acumedia), para a hidratacdo do liofilizado. A
solucéo foi homogeneizada por inverséo e transferida para duas placas de Petri com
0 mesmo meio de cultivo endurecido. Estas placas foram mantidas em estufa de
cultivo a 30°C por trés dias e entdo foram realizados cinco repiques a cada trés dias,

sob as mesmas condic¢des de cultivo, para a reativacao da cepa.

3.1.2 Conservacao da cepa

O microrganismo foi mantido no laboratorio através de repiques trimestrais
em placas de Petri e através da conservagdo em 6leo mineral. Nos dois casos, 0
microrganismo foi cultivado sobre o meio BDA, sendo que, para a conservacdo em
oleo, foi utilizado tubo de ensaio com o meio inclinado.

Apoés cinco dias de cultivo a 30°C, tempo necessario para a producao de
esporos, as placas foram fechadas com filme de cloreto de polivinila (PVC) e
conservadas em geladeira por trés meses, enquanto que no tubo de ensaio foi

adicionado 6leo mineral estéril até cobrir completamente o microrganismo. Este tubo
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também foi fechado com filme de PVC, mas foi conservado em geladeira por prazo

indeterminado.

3.2 PRODUCAO DE ESPOROS PARA O CULTIVO EM BIORREATOR

A cada cultivo em biorreator, era necessaria a producao de seis a dez litros
de indculo fresco. Para que a solucao de esporos tivesse 0 volume e a concentracao
de esporos desejada, foi elaborado um procedimento de aumento de escala que
iniciou com o cultivo em placas de Petri e terminou com a producédo em frascos de

erlenmeyer.

3.2.1 Producéo de esporos em placa de Petri

O microrganismo foi inoculado em placas de Petri sobre o meio BDA e
mantido durante cinco dias a 30°C em estufa de cultivo. Depois deste periodo, foram
adicionados 5,0 ml de solucdo de agua esterilizada com 0,05% (v/v) de Tween 80
sobre o meio de cultivo. Com o auxilio de uma alca de platina, a superficie foi
raspada para a extracao dos esporos e a solucado resultante foi transferida para um
tubo de ensaio estéril, de onde uma amostra foi retirada para a contagem dos
esporos.

Apos a determinacdo do numero de esporos, a solucédo foi corrigida com
agua destilada para gerar um inéculo com concentracdo de 10° esporos.ml™
(BARGA, 2007).

3.2.2 Contagem de esporos

A contagem dos esporos foi realizada em céamara de Neubauer com
microscopio Optico. Para facilitar a visualizacdo dos esporos, as amostras foram
diluidas de 10 até 10° vezes em agua destilada.

Na diluicdo adequada, todos os esporos presentes nos 16 quadriculos de

leitura da camara foram contados. O nimero de esporos contados lido e o fator de
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diluicdo foram inseridos na equacéo abaixo para determinar o numero de esporos

por mililitro da solucéo original.

nimero de esporos _ numero de esporos contados z fator dediluigéo (28)

ml 10 “4ml

3.2.3 Producéo de esporos sobre arroz

A producédo de in6éculo em maior quantidade foi realizada com o cultivo do
fungo sobre gréos de arroz. Estas sementes foram selecionadas como fonte de
nutrientes devido ao baixo custo, quando comparado com o0s meios de cultivo
comerciais, e por existirem relatos da producdo de esporos de A. oryzae (LOTONG,
1983) e de Rhizopus oryzae (BARGA, 2007) com estes graos.

3.2.3.1 Quantidade de &gua para producéo de esporos

Com este experimento buscou-se determinar a quantidade de agua a ser
adicionada sobre graos de arroz antes do cultivo para a maior producao de esporos.

Em frascos de erlenmeyer de 500 ml foram adicionados 50 g de arroz tipo 1
parbolizado (Urbano) e um volume de &gua destilada conforme apresentado na
TABELA 1. Os recipientes foram tampados e ficaram em repouso por 12 horas para
entdo serem esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Apés o
resfriamento dos frascos, o arroz foi inoculado com 5,0 ml da solucdo de esporos na
concentracdo de 10° esporos.ml™ e mantidos em estufa de cultivo por cinco dias a
30°C.

Depois do periodo de incubacao, adicionou-se 100 ml de agua estéril dentro
de cada frasco e estes foram agitados vigorosamente para a extracdo dos esporos.
A concentracao resultante de cada experimento, realizado em triplicata, foi contada

em camara de Neubauer.
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TABELA 1 i EXPERIMENTO PARA DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE AGUA A SER
ADICIONADA SOBRE O ARROZ PARA A MELHOR PRODUCAO DE ESPOROS

FRASCO ARROZ (g) AGUA DESTILADA (ml) INOCULO (ml)
10 50 00 05
20 50 05 05
30 50 10 05
40 50 15 05
50 50 20 05
60 50 25 05

3.3 SUBSTRATO

O preparo do substrato para cultivo em biorreator foi semelhante ao utilizado
para a producgéo de koji para molho de soja (WILLIAMS, 1980). Pesaram-se massas
iguais de farelo de trigo (Guth) e de soja organica descascada e bipartida (Jasmine).
Metade da massa de soja foi tostada durante uma hora em forno convencional a
200°C, enquanto que a outra metade foi imersa em excesso de agua destilada por
24 horas. O excesso de agua da soja imersa foi desprezado e a soja acondicionada
em sacos de plastico duplos para a esterilizacdo, assim como a soja tostada e o
farelo de trigo. A esterilizacdo ocorreu em autoclave a 121°C por 40 minutos e, ap6s

o resfriamento, as massas de soja e de farelo de trigo foram misturadas.

3.3.1 Densidade do substrato

Em uma proveta de 100 ml foram adicionados 50 ml de agua destilada e em
seguida 15 g de substrato. A proveta foi movimentada sobre a mesa, fazendo o
formato do numero oito, durante trés minutos para a eliminacdo do ar e por fim o
volume total da agua com o substrato foi medido e anotado. O experimento foi
realizado em triplicata e os resultados inseridos na equacao abaixo para determinar

a densidade substrato.

densidade=

massa do substrato (kg) (29)
Volume da dgua com o substrato m3 volume de aguasem o substrato m3
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3.3.2 Porosidade do leito

A porosidade € um termo adimensional e representa o volume de espaco
vazio por volume do leito. Para a determinacdo deste parametro, adicionou-se numa
proveta de 100 ml (proveta A) substrato até o volume de 50 ml e em outra proveta
idéntica (proveta B), 100 ml de agua destilada. Agua da proveta B foi transferida
para proveta A até completar o volume graduado da proveta A. O volume de agua
resultante na proveta B, que representa a o volume ocupado pelo substrato sem os
poros, foi medido e inserido na equacgéao (30).

Antes de realizar a leitura do volume da proveta B, a proveta A foi agitada
por inversédo e depois mantida em repouso por 60 minutos, para verificar se ocorria
reducdo do volume da proveta A por perda de ar. O experimento foi realizado trés

vezes.

FIGURA 3 i SEQUENCIA DA TRANSFERENCIA DE AGUA PARA DETERMINACAO DA
POROSIDADE

volume inicial na proveta A (volume do leito) volume restante na proveta B
volume inicial na proveta A (volume do leito )

Porosidade= (30)

3.3.3 Correcéo da umidade do leito

No substrato recém preparado buscou-se determinar a quantidade de agua
a ser adicionada para que a umidade final da mistura ficasse préxima de 30%
(kg agua/kg solido seco) em base seca, valor considerado ideal para o cultivo de
A. oryzae (LOTONG, 1983). Foi preparado o substrato estéril com 50 g de soja e
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50 g de farelo de trigo e a umidade de uma amostra foi determinada em balanga
semi-analitica com infravermelho a 105°C por 60 minutos. Agua foi adicionada de
modo ndo padronizado e a umidade novamente determinada. O processo foi
repetido até chegar a umidade desejada. O volume de agua adicionado na massa
inicial de substrato foi extrapolado para determinar a quantidade de agua necessaria

para o cultivo no biorreator.

3.3.4 Determinagao dos coeficientes de transferéncia de massa e calor

Os coeficientes foram estimados a partir de dados experimentais de

secagem do substrato em camada delgada.

3.3.4.1 Secagem do leito em camada delgada

Substrato sem indculo foi pesado em balanga semi-analitica e colocado para
secar dentro de estufa aerada, cujo valor € medido e controlado pela estufa. A
temperatura superficial do sélido foi medida através de termdémetro de infravermelho
digital enquanto que as temperaturas de bulbo seco e bulbo iumido do ambiente
foram medidas com termdmetro de mercurio.

A cada 10 minutos, a aeracdo da estufa foi desligada e todas as medidas
citadas foram realizadas novamente. Primeiramente a temperatura interna da estufa,
seguido da temperatura superficial do substrato e do peso do substrato. Por fim, a
aeracdo da estufa foi ligada novamente e foram anotados os valores da temperatura
de bulbo seco e bulbo umido do ambiente. Este processo foi repetido durante duas
horas para os dois experimentos realizados, sendo um a 30 e outro a 40°C.

Ao término, a massa final do substrato foi pesada e transferida para placa de
Petri de massa seca conhecida. Esta placa com substrato foi levada para estufa a
105°C por 24 h para posterior pesagem e determinacdo da umidade do leito em
base seca.

Para aproximar o experimento das condi¢cdes do biorreator, foi desenvolvido
no laboratério um equipamento que servia de suporte e favorecia a passagem do ar

pelo interior do substrato.



50

Os materiais usados na elaboracdo do equipamento foram: dois tubos de
PVC branco de quatro polegadas, conexao para o mesmo tubo, tela galvanizada e
ventoinha de computador com capacidade de ser ligada diretamente na rede
elétrica. A parte superior do sistema era removivel e possuia tela fixa na porcao
inferior onde era acomodado o0 substrato e na por¢cao superior era encaixada uma
tela para evitar que particulas fossem arrastas junto com o ar. Na parte inferior do
equipamento foi fixada a ventoinha que direcionava o ar aquecido do interior da
estufa para o substrato (FIGURA 4).

Quando a amostra era colocada na parte superior do equipamento, buscava-
se preencher todo o didmetro do tubo com a menor quantidade possivel de
substrato.

(A) (B)

__________

BALANCA

ESTUFA

FIGURA 4 i EQUIPAMENTO UTILIZADO NA SECAGEM DO SUBSTRATO EM CAMADA
DELGADA. (A) Fotografia do equipamento completo dentro da estufa; (B) Esquema do equipamento
completo e da parte superior sendo pesada.

3.3.4.2 Determinacéo da velocidade massica e da umidade absoluta da fase gasosa

Com um anemometro de fio quente, foi medida a velocidade de saida do
tubo com a ventoinha. As medidas foram realizadas perto das paredes e no centro
do tubo. Os valores médios de cada ponto foram inseridos em um grafico do perfil da
velocidade do ar e uma equacdo em funcdo do diametro foi ajustada utilizando o
software Microsoft® Office Excel (Microsoft). A velocidade média do ar no tubo foi

calculada pela equagéo abaixo.
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_ 10D
V=S g VX dx (32)

A velocidade massica foi obtida através da multiplicacdo da velocidade
meédia (equacao (31)) com a densidade do ar.

Na determinacdo da umidade absoluta da fase gasosa foram utilizados os
valores de temperatura de bulbo seco e de bulbo Umido em carta psicrométrica. Foi
considerado que a umidade absoluta do ar no interior da estufa permaneceu

constante e igual a umidade absoluta do laboratorio onde foi realizado o ensaio.

3.3.4.3 Calculos dos coeficientes

Calgcada (1998) apresentaram um sistema de equacg0Oes diferenciais parciais
para a modelagem do processo de secagem em leitos porosos. Pasa et al. (2002)
empregaram estas equacfes no desenvolvimento de um modelo que calculava os
perfis de temperatura e umidade de uma secadora de erva-mate. O programa na
linguagem computacional FORTRAN de Pasa et al. (2002) foi associado com o
método de otimizacdo Simplex (SPENDLEY et al., 1962) para estimar o0s
coeficientes de transferéncia de massa e calor dos experimentos de secagem em
camada delgada. No programa, foram alterados os parametros e as condicfes
iniciais para os dados do experimento analisado.

No método Simplex, a equacdo (32) foi utilizada como funcdo objetivo a ser
minimizada. Diversos valores, variando de 10000 até 80000 J.s*.m=3K™ para o
coeficiente de transferéncia de calor e de 0,1 até 1,0 kg.s*m™ para o coeficiente de
transferéncia de massa, foram utilizados como estimativas iniciais. Desta forma

buscou-se favorecer a busca pelo minimo global.
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BN Calc T exp T z BN Calcy expy BN Calc T exp T z Calcy expy
f — 1 exp T 1 exp y 1 exp T exp y (32)

n2 n2

onde,

n = ndmero de pontos experimentais

calc (T) = o valor calculado pelo modelo da temperatura da fase solida

exp (T) = o valor da temperatura da fase solida medido durante os experimentos
calc (y) = o valor calculado pelo modelo da umidade da fase solida

exp (y) = o valor da umidade da fase solida medido durante os experimentos

3.4 INSTALACAO DO ANALISADOR DE GASES

O consumo de oxigénio e a producdo de gas carbbnico foram medidos
durante o cultivo no biorreator. Para esta finalidade, foi adquirido pelo grupo de
pesquisa um analisador (New Brunswick Scientific) com capacidade de leitura para o
oxigénio de 0% até 25% através de sensor eletroquimico e para o gas carbbnico de

0% até 5% por infravermelho nao dispersivo (FIGURA 5).

FIGURA 57 FOTOGRAFIA DO SENSOR DE OXIGENIO E GAS CARBONICO
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3.4.1 Instalacao fisica

Segundo o fabricante, a amostra do ar deve entrar no equipamento com
umidade relativa inferior a 95% e ndo pode sofrer condensacédo. Além disto, a vazao
de alimentagao deve estar entre 0,5 e 1,0 litro por minuto.

Para reduzir a umidade da amostra, o ar passou por duas etapas (FIGURA
6). Na primeira, a tubulacdo de amostragem que sai do biorreator e os frascos de
erlenmeyer serviram de aparatos no caminho para provocar a contencdo das
goticulas de &gua arrastadas pelo ar. Na segunda, o ar passou no interior de uma
coluna de vidro com 35 cm de altura de 06 cm de didmetro, contendo silica gel azul
4/8mm P.A. (Synth) e cloreto de calcio em escamas (Farmanil Quima), para reduzir a
umidade. A silica foi colocada na entrada e saida da coluna para indicar o momento
de substituicdo de acordo com mudanca da cor azul para a rosa, enquanto que o
cloreto de calcio atuou na reducao da umidade por ser altamente higroscoépico.

A vazdo foi regulada através de valvulas e monitorada por rotametro do
analisador. A associacdo do ar soprado pelo biorreator e da bomba de succédo no
interior do analisador foi suficiente para garantir a amostragem, apesar da perda de

carga na coluna e tubulagéo.

ANALISADOR

CLORETO BIORREATOR

FIGURA 6 7 ESQUEMA E FOTOGRAFIA DO SISTEMA DE SECAGEM DO AR PARA ANALISADOR
DE GASES
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3.4.2 Leitura dos resultados

As concentracdes resultantes do ar analisado sdo fornecidas em saida
analdgica de 04-20 mA DC. O sinal de saida do equipamento foi conectado ao
modulo 7017C (ICP-DAS) nos canais 05 (oxigénio) e 06 (gas carbbnico) para que a
passagem de dados para o microcomputador ocorresse em conjunto com os dados
dos termopares através do modulo 7520 (ICP-DAS).

Os dados entraram no computador pela porta COM1 e foram lidos pelo
software DCON Utility (ICP-DAS), capaz de detectar o endere¢o e canais de cada
modulo. Através das bibliotecas (uart.dll e 1700.dll), fornecidas pelo fabricante dos
maddulos, foi possivel a passagem dos valores medidos para o software Labview 7.1
(National Instruments), o qual realiza a interface com o operador do biorreator e gera
0 arquivo de armazenamento das medidas dos sensores durante a fermentacao.

A instalacdo dos mddulos e softwares, e a programacao inicial em Labview
(Bio2fase) foram realizadas por Barga (2007). No presente trabalho, foram
realizadas alteracBes que possibilitaram a aquisicdo dos dados do analisador de
gases.

O software Labview utiliza uma linguagem de programacdo grafica que
utiliza instrumentos virtuais (semelhante a icones) ao invés de linhas de texto. A
interface com o usuario ocorre através de um conjunto de objetos que séo instalados
no painel frontal, no qual podem ser visualizados elementos de acdes pré-definidas
no diagrama de blocos. Alguns exemplos destes elementos sdo graficos, displays e
botdes de liga e desliga. O diagrama de blocos € o local onde € inserida a rotina com
o fluxo de dados passando por instrumentos virtuais de modo semelhante a um
fluxograma.

No diagrama de blocos do programa Bio2fase, foram inseridos instrumentos
virtuais com as equacoes (33) e (34), fornecidas pelo fabricante do analisador, que
resultam nas concentracfes dos gases a partir dos valores de corrente elétrica em
miliampére (mA). Alteracbes foram realizadas também no painel frontal para a

visualizacdo numerica e gréafica dos resultados do analisador durante a fermentacao.

%CGQ = XmA 4 203125 (33)
%0, = XmA 4 z15625 (34)
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FIGURA 71 PAINEL FRONTAL DO PROGRAMA BIO2FASE MODIFICADO PARA VISUALIZACAO
NUMERICA DOS RESULTADOS DA CONCENTRACAO DOS GASES
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FIGURA 8 7 PAINEL FRONTAL DO PROGRAMA BIO2FASE MODIFICADO PARA VISUALIZACAO
GRAFICA DA VARIACAO DA CONCENTRACAO DOS GASES EM FUNCAO DO TEMPO.
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3.5 CULTIVO NO BIORREATOR

Foram realizados trés experimentos no biorreator piloto, de cultivo do A.
oryzae com a mistura de soja e farelo de trigo no biorreator piloto. Dados de
temperatura, umidade e concentracdo de gases foram coletados durante os cultivos

para serem utilizados no modelo de inferéncia da umidade da fase solida.

3.5.1 Descricao do biorreator e do sistema de aeracéo e umidificacado

O biorreator utilizado para as fermentagdes € um cilindro de aco inox AISI
306, com 100 cm de didmetro e 60 cm de altura. Nas laterais do cilindro existem
vaos de modo que o espaco para o cultivo tenha formato de um retangulo, cuja base
(70 x 60 cm) é perfurada para permitir a passagem forcada do ar do fundo para o
topo do leito, conforme FIGURA 9. A altura do retangulo é de 50 cm.

15 ch/Y]\\ ; A

A !

R A 1
« 55 :
L

|

s

‘0

) J
60 cm

100 cm

50 cm

FIGURA 91 REPRESENTACAO DO BIORREATOR PILOTO

O leito pode permanecer estatico ou pode ser agitado atraves da rotacao do
biorreator ao redor do seu préprio eixo, com auxilio de um motor de velocidade
controlavel.

A aeracdo é realizada através de um soprador que capta o ar do lado
externo do laboratério e injeta para a tubulacdo usada pelo biorreator. O ar, com
vazao controlada através de medidor de vazéo e valvula (FIGURA 10), é filtrado por
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um sistema de |a de vidro seguido de microfiltro pregueado com porosde 0, 2 e m de

diametro.

FIGURA 10 i FOTOGRAFIAS DO MEDIDOR DE VAZAO E DA VALVULA PARA REGULACAO DA
VAZAO DO AR DO SOPRADOR

Duas caixas de agua de 1200L e uma torre de umidificacdo sdo utilizadas
para corrigir a temperatura do ar e umidificd-lo. Uma das caixas € mantida na
temperatura 6tima de cultivo com aquecimento da agua através de duas resisténcias
de 1500 W e controlada por termostato, enquanto que a outra é mantida na
temperatura ambiente (20-25°C). Conforme a necessidade do processo, a bomba de
uma das caixas € acionada para transferir 4gua para o topo da torre de umidificacéo,
na qual o ar passar em contracorrente para as trocas de massa e energia (FIGURA

11).

FIGURA 11 i FOTOGRAFIAS DO SISTEMA DE UMIDIFICACAO DO AR E DA LAVADORA DE
GASES
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O ar que sai da torre de umidificagdo, com umidade relativa aproximada de
99% e temperatura semelhante a da agua da caixa com variagdo de +2°C, €&
direcionado para o fundo do biorreator. Apos atravessar o leito e sair do biorreator, o
ar € encaminhado para a lavadora de gases (FIGURA 11) que opera de modo
semelhante a torre de umidificagdo, mas com o objetivo de impedir que o ar
arrastasse para 0 meio ambiente microrganismos ou esporos da fermentacdo. Neste
caso, ao invés de agua pura é bombeada uma solucdo de agua e hipoclorito de
sodio 10% (v/v).

3.5.1.1 Esterilizacdo do biorreator e limpeza do sistema de umidificacao

Antes de adicionar o substrato da fermentacdo, o biorreator foi esterilizado
por vapor fluente durante uma hora. O vapor foi gerado em autoclave e inserido no
biorreator através de mangueira e conexao especifica ao lado da abertura da saida
de ar. Durante este procedimento, o biorreator foi invertido, mantendo a base
perfurada de sustentacdo do substrato para cima e a valvula de remoc¢ao da 4gua do
fundo do biorreator, que estava para cima, permaneceu aberta para a saida do
vapor (FIGURA 12).

AUTOCLAVE

FIGURA 12 71 LOCALIZACAO DOS PONTOS DE ENTRADA E SAIDA DO VAPOR PARA
ESTERILIZACAO DO BIORREATOR PILOTO

O sistema de umidificagdo foi higienizado cinco dias antes do inicio do
experimento. As caixas de agua foram limpas com detergente neutro e, apdés o
enxague, foram adicionados 5 litros de hipoclorito de sédio em 1000 litros de agua.
As bombas das caixas foram acionadas para a homogeneiza¢cdo da solucdo por 5
minutos e em seguida foram abertas as valvulas da torre de umidificacdo por uma

hora para a circulagéo da solucéo.
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3.5.1.2 Condig¢bes operacionais das fermentacdes

Em todos os cultivos o biorreator permaneceu estatico com aeracéo forcada
e agitacdo intermitente. O momento das agitacbes foi determinado para o
restabelecimento da porosidade apds 24h de cultivo consecutivo ou para reducéo da
temperatura quando qualquer termopar indicava 40°C ou mais. Durante os periodos
de agitacdo, agua foi adicionada para restabelecer a umidade do leito.

As resisténcias da caixa de agua 1 foram ligadas com dois dias de
antecedéncia do inicio das fermentacfes para elevar e manter a temperatura da

agua a 30°C.

3.5.2 Producao do in6culo

A producao de esporos iniciou 10 dias antes da data prevista para o cultivo
no biorreator. O microrganismo foi cultivado em trés placas de Petri, conforme
descrito no item 3.2.1

Em 25 frascos erlenmeyer de 500 ml foram adicionados 50g de arroz, 10 ml
de agua destilada e 5 ml de in6culo com concentracdo de 10° esporos.ml™. Os
frascos foram cultivados a 30°C por cinco dias.

Para a coleta de esporos, que ocorreu no mesmo dia do inicio da
fermentacao, foram adicionados 100 ml de agua destilada para cada frasco, seguido
de vigorosa agitacao. As solucdes resultantes foram misturadas em dois frascos de
erlenmeyer de 2 litros e de cada frasco foi retirada uma amostra para contagem dos

esporos.

3.5.3 Calibragéo dos instrumentos

Antes de cada fermentacdo foi realizada a calibragdo dos sensores de

temperatura e do analisador de gases.



60
3.5.3.1 Calibracdo dos termopares
O biorreator possui na regido do leito 16 termopares do tipo T e mais um

termopar na entrada e outro na saida de ar. Os sensores de temperatura foram

dispostos de modo a medir os gradientes no sentido axial e radial (FIGURA 13).

wo ¢

FIGURA 13 i DISPOSICAO DOS TERMOPARES DENTRO DO BIORREATOR NO SENTIDO AXIAL
E RADIAL
FONTE: BARGA, 2007

No procedimento de calibracdo, os modulos de transmissdo dos dados
foram ligados com 30 minutos de antecedéncia para o equilibrio dos componentes.
Em seguida, o biorreator foi preenchido com agua e a temperatura verificada com
termémetro de mercurio. O valor lido foi comparado com o apresentado pelo
programa Bio2fase e quando os valores eram distintos foi alterado o campo do
desvio até que a temperatura ficasse igual a lida pelo termémetro (FIGURA 14). O
procedimento foi repetido duas vezes para agua em diferentes temperaturas.
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FIGURA 14 i TELA DE CONFIGURAGAO DE ENDERECOS E DE CALIBRAGAO DOS SENSORES
DO PROGRAMA BIO2FASE.

3.5.3.2 Calibracdo do analisador de gases

Segundo o manual do fabricante, a calibragédo do oxigénio pode ocorrer com
ar atmosférico (20,9%), enquanto que para a calibragdo do gas carbonico deve ser
utilizado cilindro com concentragéo entre 3 e 4% e balango com nitrogénio.

O equipamento foi ligado 30 minutos antes da calibragdo com vazéo entre
0,5 e 1,0 litros por minuto para o equilibrio dos componentes do analisador e dos
moddulos de transmissdo dos dados. Apos este periodo, foi verificado se a medida
apresentada no programa Bio2fase era igual ao valor do gas analisado. Caso fosse
diferente, a porta frontal do analisador era aberta, o potencibmetro do gas analisado
era destravado e ajustado para a concentracdo correta. Ao término o potencidémetro
era novamente travado e a porta do equipamento fechada.

Para a primeira fermentacdo, os dois gases foram calibrados com ar
atmosfeérico considerando 1% de concentracdo para o gas carboénico e 20,9% para o
oxigénio. Na segunda, cilindro com gas carbbnico a 3% foi utilizado e o oxigénio foi
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novamente calibrado com ar atmosférico. Para a ultima fermentacdo nao foi
realizada nova calibracéo, pois o fabricante recomenda a repeticdo do procedimento

a cada quatro meses.

3.5.4 Preparo do substrato e inoculacéo

Diferentes quantidades de substrato foram utilizadas nos experimentos.

TABELA 217 MASSA ADICIONADA DE CADA INGREDIENTE NOS DIFERENTES EXPERIMENTOS
PARA O PREPARO DO SUBSTRATO

Experimento Soja tostada (kg) Soja umida (kg) Farelo de Trigo (kg)  In6culo + 4gua (L)

1 25 25 50 10
2 15 15 30 06
3 15 15 30 06

A massa de cada componente na TABELA 2 refere-se a quantidade antes de
tostar ou umidificar a soja conforme apresentado na secédo 3.3. A soja foi tostada
dois dias antes do inicio do experimento enquanto que a outra por¢cdo de soja foi
imersa em agua destilada um dia antes. As massas de soja e farelo de trigo foram
colocadas separadamente em sacos de plastico duplos e esterilizadas em autoclave
a 121°C por 40min, no mesmo dia da fermentacéao.

Apés o resfriamento, até aproximadamente 30°C, cada ingrediente do
substrato foi dividido visualmente em trés partes. Uma parte de cada ingrediente foi
transferida para o biorreator e sobre eles foi adicionado um ter¢co do in6culo diluido
em agua destilada suficiente para que a umidade final do leito ficasse proxima de
30% em base seca. O biorreator foi rotado 20 vezes para a homogeneizacdo e
aberto novamente para adicionar mais uma camada de substrato e inéculo diluido.
Este procedimento foi repetido até que todo o substrato estivesse inoculado dentro
do biorreator.

Na inoculacdo, a solucdo de esporos foi transferida diretamente do
erlenmeyer para o substrato, tomando cuidado para espalhar sobre toda a superficie
do substrato. Nao foi utilizado pulverizador para evitar a formacado de aerossois e

reduzir a disseminacao de esporos pelo laboratério.



63

Na primeira fermentacdo, o soprador foi mantido desligado durante as
primeiras 12 horas para favorecer a adaptacdo do microrganismo ao sistema
(WILLIAMS, 1980) e em seguida ligado com vazéo entre 100 e 105 m3.h™. Nas
demais fermentacfes, o soprador foi ligado desde o término da homogeneizacéo,

com vazio entre 80 e 85 m3.h.

3.5.5 Amostragens e determinagdo da umidade do leito

A cada seis horas de fermentacdo foram coletadas nove amostras em
pontos distintos do leito. Para esta finalidade foi utilizado um equipamento composto
por um tubo de PVC e uma peca metalica com a extremidade semelhante a um
parafuso, que possibilitava a amostragem em diferentes alturas.

Foram selecionados trés locais de amostragem superficial que seguiram o
padréo de repeticdo apresentado na FIGURA 15 e para cada ponto foram retiradas
amostras em profundidades coincidentes com as alturas dos trés termopares no
interior do leito (05, 18 e 33 cm) de acordo com marcas feitas no tubo externo do
equipamento de coleta (FIGURA 16).

® & ®
@ @ &
@ @ @
Oh - 18h - 36h 6h - 24h - 42h 12h - 30h - 48h

FIGURA 15 i DESENHO DA VISAO SUPERFICIAL DO LEITO NO INTERIOR DO BIORREATOR
INDICANDO OS TRES LOCAIS DE COLETA A CADA 6 HORAS.
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FIGURA 16 i EQUIPAMENTO UTILIZADO PARA A AMOSTRAGEM DO LEITO EM DIFERENTES
ALTURAS DURANTE A FERMENTACAO

As amostras foram transferidas para placas de Petri limpas, numeradas e
previamente pesadas. As placas com as amostras foram pesadas em balanca semi-
analitica e colocadas para secagem em estufa aerada a 60°C por 12h e, em
seguida, foram transferidas para dissecador por mais 6h. Apos o periodo de
secagem, a amostra foi novamente pesada para a determinacdo da umidade em

base seca.
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4 DESENVOLVIMENTO DO MODELO DE INFERENCIA

Desenvolveu-se um modelo para inferir as variacbes da umidade da fase
sélida a partir das variacbes da temperatura da fase gasosa em biorreatores de
aeracao forcada e agitagdo intermitente. Neste modelo, foi considerada a
heterogeneidade do leito no sentido axial e as transferéncias de massa e calor entre
a fase gasosa e sélida.

A montagem do programa do modelo de inferéncia iniciou a partir de um
programa preditivo de secagem desenvolvido por Pasa et al. (2002). Este programa
foi inicialmente modificado para resolver as equacgOes diferenciais conforme a
necessidade do modelo de inferéncia. Na sequéncia, as equacdes de secagem
foram substituidas pelas equacdes de um modelo preditivo de fermentacdo no
estado solido (VON MEIEN; MITCHELL, 2002). Os resultados fornecidos por este
ultimo programa foram utilizados na elaboracéo e na verificagdo dos célculos do
modelo de inferéncia. Por fim, o modelo de inferéncia foi testado com os dados
coletados durante as fermentagces no biorreator piloto.

No modelo de Pasa et al. (2002) foi utilizado um sistema de equacdes
apresentado por Calgcada (1998) para modelagem do processo de secagem em
leitos porosos. No modelo de Von Meien e Mitchell (2002) este mesmo sistema de
equacles foi utilizado, mas foram adicionados termos e equacfes relativos ao
crescimento de microrganismos. Devido a similaridade das equacdes, somente no
modelo de Von Meien e Mitchell (2002) os termos das equagdes serédo apresentados
em detalhes, enquanto que no modelo de Pasa et al. (2002) serdo apresentadas
apenas as equacoOes diferenciais, para facilitar a explicacdo da mudanca de célculo
realizada.

Para nédo interromper a sequéncia dos passos realizados e do fluxo dos
calculos, os significados dos simbolos das equacdes e as respectivas unidades

estao apresentados no QUADRO 3.
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Simbolo Descricéo Unidade
z Altura do leito m
t Tempo S
g Umidade da fase gasosa kg-agua.kg-ar-seco™
Gs Umidade da fase sélida em base seca kg-agua.kg-sélidos-secos™
Tg Temperatura da fase gasosa °C
T, Temperatura da fase sélida °C
S Concentracdo volumétrica dos sélidos secos totais kg-sélidos-secos.m™
b Concentracdo de biomassa kg-biomassa.
kg-solidos-secos™
Ays Atividade da 4gua na fase sélida adimensional
Aug Atividade da agua na fase gasosa adimensional
i Umidade que a fase sélida teria se estivesse em equilibrio | kg-agua.kg-sélidos-secos™
s térmico e de umidade com a fase gasosa
€ Velocidade de crescimento especifica s?
Ew Fracdo da velocidade de crescimento especifica em | s™
funcdo da umidade relativa da fase sélida
€T Fracdo da velocidade de crescimento especifica em s?t
funcdo da temperatura da fase sélida
€ opt Velocidade de crescimento especifica 6tima st
G Fluxo massico de ar Kg-ar-seco.m?.s™
H Altura do leito m
CPar Capacidade calorifica do gas seco Jkgt.ect
Cpy Capacidade calorifica do vapor da agua Jkgtect
P Presséo da fase gasosa Pa
P Presséo de saturacdo do vapor da fase gasosa Pa
bg Massa especifica do ar seco kg-ar-seco.m™
Cps Capacidade calorifica do sélido seco Jkgtect
Cp Capacidade calorifica da 4gua liquida Jkgtect
Is Massa especifica do soélido kg-sélido.m™
U Porosidade adimensional
o Entalpia de evaporagédo da agua J.kg-agua
Ear € Ex, | Energias de ativagéo J.mol™
bm Concentragdo maxima possivel de biomassa kg-biomassa.
kg-sélidos-secos™
Yws Coeficiente de rendimento de producdo de agua kg-agua.kg-biomassa™
metabolica em fungdo da biomassa
Yo Coeficiente de rendimento de producdo de calor J.kg-biomassa™
metabdlico em funcdo da biomassa
Ysm Coeficiente de rendimento dos sélidos secos em funcao | kg-sélidos-secos.
da biomassa kg-biomassa™
Yaioz Coeficiente de rendimento do calor metabdélico em funcdo | J.mol-O,
do oxigénio
Ycozio2 Coeficiente de rendimento do gas carbdnico em fungéo mol-CO,.mol-0,™
do oxigénio
Ywio2 Coeficiente de rendimento de agua metabdlica em funcao mol-H,0.mol-0,"
do oxigénio
Qnm Calor metabdlico gerado Jm?®
GO, Consumo molar de gés oxigénio mol-0,.m™~
GCO, Producédo massica do gas carbdnico kg-CO,.m"~

continua
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concluséo

W Producdo massica de agua metabdlica kg-H,0.m™

ha Coeficiente volumétrico efetivo de transferéncia de calor | J.s'm™°C™

Ksa Coeficiente volumétrico efetivo de transferéncia de massa | kg-sélido.s'm™
MCO, Massa molar do gés carb6nico kg.mol™
MH,O | Massa molar da agua kg.mol-H,0™

MO, Massa molar do gas oxigénio kg.mol-O,™"

R Constante Universal dos gases J.mol*.°C™

QUADRO 3 - LISTA DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS MODELOS PREDITIVOS E DE
INFERENCIA
FONTES: PASA et al., 2002 e VON MEIEN; MITCHELL, 2002

4.1 MODELO PREDITIVO DE SECAGEM

Calgcada (1998) apresentaram um sistema de equacdes para modelagem do
processo de secagem de leitos porosos. Este modelo foi utilizado por Pasa et al.
(2002) para avaliar o desempenho de secadores de erva-mate a leito fluidizado
através de um programa na linguagem computacional FORTRAN.

O modelo consiste em equac¢des diferenciais parciais de balancos de massa
da agua e de energia na fase gasosa e solida. Este sistema de equacdes foi
discretizado parcialmente pelo método das linhas, originando o sistema de equacdes

diferenciais abaixo para ser resolvido numericamente.

G%=Ksass 3s (35)

GCpy+3¢.Cp =2= haTy T, Kazs 35 T, T (36)
1 RmMt= Ka3s 3¢ (37)

1 rRm Cp+Cp3s =2=haTy T, Ka3s 35! (38)

As equacodes (35) a (38) representam o balanco de massa da fase gasosa, 0
balanco de energia da fase gasosa, o balanco de massa da fase solida e o balanco
de energia da fase solida, respectivamente. Convém reforcar que as equacdes

apresentadas foram obtidas apds a manipulacdo das equacdes originais para o
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emprego do método das linhas. As equacdes originais serdo discutidas com maiores
detalhes junto com o modelo preditivo de Von Meien e Mitchell (2002).

O lado direito da equacao (36) foi simplificado para a equacao (39), pois
estudos preliminares demonstraram que a energia cedida pelo gas para aquecer o
vapor liberado pelo leito durante a secagem (Ultimo termo) é muito inferior ao calor

consumido para o aquecimento dos solidos (penultimo termo).
Ay _
G Cpy + 34Cpy - - haTy Ts (39)

Antes de realizar a solugdo numérica, uma série de equacdes de
propriedades fisico-quimicas e de transferéncia de massa e calor foi associada a
este sistema de equacdes diferenciais. Foram calculadas as capacidades calorificas
do vapor da agua (cpy) e do ar seco (cpar), 0S coeficientes volumétricos efetivos de
transferéncia de calor (ha) e de massa (Ksa), e a umidade de equilibrio ({is ).

As condigOes iniciais de calculo foram: as temperaturas (Tg € Tso) € as
umidades (liso € ¢d) das duas fases e a concentragdo volumétrica dos soélidos secos
totais (Sp). As condigbes de contorno foram: a temperatura e a umidade da fase
gasosa (Tq4 e (ig), que permaneceram constantes na base do leito durante todo o
processo de secagem.

O programa original de Pasa et al. (2002) foi programado para integrar
primeiro as equacgdes para todo o tempo de secagem em uma determinada altura do
leito. Depois de concluir este ciclo, o programa dava um passo na altura do leito e
calculava novamente todas as equacdes até o ultimo segundo da secagem. Este
procedimento de célculo é correto para um modelo preditivo, entretanto o modelo de
inferéncia necessita que primeiro sejam resolvidas as equacdes no sentido axial,
conforme sao coletados os dados pelos sensores no decorrer da fermentagdo. Por
isto, o programa original foi modificado para solucionar primeiro as equagdes do
espaco e depois ao longo do tempo.

A Figura 17 apresenta os passos dos calculos segundo um diagrama com o
tempo (t) e a posicdo axial (z) discretizados para resolugdo numérica das equacoes
diferenciais. Inicialmente, as equacgfes das propriedades fisico-quimicas e de
transporte de massa e calor sdo calculadas com os dados iniciais do ponto z=0 e

t=0. Com estes resultados, as equacdes da fase gasosa sao resolvidas e fornecem
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os resultados para o ponto z=1 e t=0, com um passo no espaco (Figura 17 - C). Na
sequéncia, os valores conhecidos do ponto z=0 e t=0 sdo empregados nos célculos
das equacdes da fase solida, que fornecem resultados para o ponto z=0 e t=1, com
um passo no tempo (Figura 17 - D).

Ao concluir os célculos da fase gasosa o0 programa avanga um passo na
altura do leito, ou seja, calcula as equacdes das propriedades fisico-quimicas e de
transporte de massa e calor do ponto z=1 e t=0. Em seguida, resolve as equacdes
da fase gasosa para z=2 e t=0 (Figura 17 - E) e as equacdes da fase sélida para z=1
e t=1 (Figura 17 7 F). Este ciclo se repete até o final do sentido axial (altura do leito),
gquando aumenta um passo no tempo da secagem e todo O processo Iinicia

novamente (Figura 17 - G e H).

(A) (B) (C) (D)

-4
-4
-4

18]

(E) (F) (G) (H)

1
1

-+
F

Figura 17 i SEQUENCIA DE CALCULOS PARA O MODELO PREDITIVO DE SECAGEM
MODIFICADO. (A) Condig0es iniciais; (B) Condi¢des de contorno; (C) Primeiro passo no sentido axial

das variaveis na fase gasosa; (D) Primeiro passo no tempo das variaveis na fase sélida; (E) Segundo

passo no sentido axial; (F) Primeiro passo no tempo para o segundo passo no sentido axial; (G)

Segundo passo no tempo para o primeiro passo no sentido axial; (H) Segundo passo no tempo para o

segundo passo no sentido axial. & t odas as varédgiveas; skoecmmmmnt e T
conheci das; y§ ,8&0 cosheddas. T

Pasa et al. (2002) utilizaram o método de Runge-Kutta de 42 ordem para
solucionar as equacdes em funcédo do tempo e 0 método das diferencas finitas para
as equacoes em funcdo da altura do leito. No programa modificado o método de
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Runge-Kutta de 42 ordem foi utilizado para solucionar todas as equacdes
diferenciais.

Devido a disponibilidade de dados, os perfis de umidade e temperatura da
secagem do milho, obtidos experimentalmente por Calcada (1998), foram
comparados com as simulagbes da secagem com o programa modificado e com o

programa original para validar as alteragdes realizadas.

4.2 MODELO PREDITIVO DE FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO

O modelo de Von Meien e Mitchell (2002) foi elaborado para o crescimento
de Aspergillus niger sobre milho em um biorreator de leito fixo e aeragao forgada.
Neste modelo preditivo da FES, as equacdes de balanco de massa e energia para
secagem de leitos porosos foram modificadas para adequar ao processo
fermentativo. Foram adicionadas equacfes para o consumo de substrato, para a
producdo de biomassa e velocidades especificas de crescimento. As equacles
deste modelo substituiram as equacdes do programa do modelo preditivo de
secagem em que a ordem de integracao foi modificada, proveniente da secéo 4.1.

4.2.1 Balanco de massa para a 4gua na fase gasosa

A equacao do balanco de massa para a fase gasosa € a seguinte:

= Ksa 3 3; (40)

O primeiro termo do lado esquerdo representa a mudanca no contetdo de
agua em funcéo do tempo t (s), enquanto que o segundo termo representa o fluxo
convectivo de agua na corrente de ar. No lado direito da equacgéo esta representada
a transferéncia de massa entre as fases gasosa e sélida. A transferéncia de massa
ocorre de acordo com a diferenca entre a umidade real da fase sdlida ((is) e a
umidade que ela teria se estivesse em equilibrio térmico e de umidade com a fase

gasosa (Us*).
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4.2.2 Balanco de energia da fase gasosa

O balanco de energia da fase gasosa € calculado da seguinte forma:
Ar Ar
RMy Cpy + 34.CR ?Q+GCpar+3g.C|q, ﬁ: haT, T, (41)

O primeiro termo do lado esquerdo representa a mudanca da quantidade de
energia da fase gasosa, em termos das mudancas na temperatura, enquanto que o
segundo termo representa o fluxo de energia devido a conveccdo do ar seco e do
vapor da agua. A capacidade calorifica da fase gasosa Umida € composta pelas
capacidades calorificas do gas seco (Cpa) € do vapor da agua (Cp,), além da
umidade da fase gasosa ((ig). O termo do lado direito é a transferéncia de energia

por conveccao entre a fase gasosa e a fase solida.

4.2.3 Balanco de massa para a agua na fase sdlida

A variacdo na umidade da fase sélida é influenciada pela transferéncia entre
as fases gasosa e solida e pela producéo de agua metabdlica durante o crescimento
do microrganismo. Estes dois componentes estdo representados na equacao do

balanco de massa para a 4gua na fase sélida a seguir.

hS3s _ 2 R bS
== Kads 3s t Ywe oo (42)

A variacdo na quantidade de 4gua na fase soélida esta representada no lado
esquerdo da equacdo. A producdo de agua pelo microrganismo € calculada pelo
coeficiente de rendimento de producdo de agua metabdlica em funcdo do
crescimento do microrganismo (Yws) € pela variagdo da concentracdo volumétrica
de biomassa. A concentracdo volumétrica de biomassa é calculada pela
multiplicacéo entre a concentragcédo de biomassa (b) e a concentracdo volumétrica de
sélidos secos (S).

Na concentracdo volumétrica de solidos secos (S) sdo consideradas as

massas secas de biomassa e substrato. Como existe producdo de biomassa e
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consumo de substrato, este termo ndo permanece constante, diferentemente do que
ocorria com 0 modelo de secagem. Pela mesma raz&o, a concentracdo volumétrica
de biomassa também varia e necessita ser derivada em funcéo do tempo.

Depois de aplicar a regra do produto nos termos derivativos e rearranja-los,
a equacao ficou com a seguinte forma

s 1
Be= o (43)

z o TS
Ksa3s 3s +YW/B Sﬁ"'bﬁ 3s

ek

4.2.4 Balanco de energia da fase solida

Durante o crescimento do microrganismo ocorre producdo de calor
metabdlico, que aquece o substrato. O substrato aquecido transfere energia para a
fase gasosa por conveccgao e para a agua liquida que evapora.

SCR+Cp.3s =2=haTy T, 1.Ka3s 35 +Yge So+bl  (44)

Os termos do lado direito da igualdade representam a conveccao para a fase
gasosa, a evaporacao da agua e a producao de calor metabdlico, respectivamente.
Do lado esquerdo da equacdo esta representada a variacdo de energia na fase
sélida, considerando que a capacidade calorifica do leito permanece igual ao do

substrato seco ao longo da fermentagao, apesar do aumento de biomassa.

4.2.5 Producgéo de Biomassa

Neste modelo, o crescimento da biomassa ocorre de acordo com a equagao

logistica abaixo.

(45)

4|3

il
&

A velocidade de producdo de biomassa é maior quanto menor a raz&o entre
a concentracdo de biomassa (b) e a concentracdo maxima de biomassa (bn). No

calculo da velocidade especifica de crescimento (¢) foram assumidos os efeitos da
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temperatura e da umidade como fracdes do crescimento méaximo, quando todas as
condigbes de cultivo sdo otimas (eoy). Desta forma, a fragcéo da velocidade
especifica de crescimento em funcdo da atividade da agua para a fase sélida (aws) é

dada por

‘o = QN OGP + 0GP + 0CiL0y; + Oy (46)

sendo que Di, D,, D3, D4 séo constantes do ajuste aos dados experimentais do
crescimento de Aspergillus niger (GLENN E ROGERS, 1988). A fracdo da
velocidade especifica de crescimento em funcdo da temperatura da fase sélida é

calculada por

o s Oy 1
.1 0 g

éno  1+0.Qu v "\ffz273

(47)

onde, A é o fator de frequéncia do numerador, B é a constante de ajuste do
denominador e Ea; € Eaz as energias de ativagcdo (SAUCEDO-CASTANEDA et al.,
1990).

Entdo, a velocidade especifica de crescimento em um determinado instante
é calculada por (SARGANTANIS et al., 1993):

Y= e Telty (48)

4.2.6 Balanco de solidos secos

No célculo dos sdlidos secos estdo inclusos a biomassa e o substrato seco

conforme equacéo abaixo.

S hbS
T Yy (49)

Durante o crescimento de microrganismos a massa seca total € reduzida,

pois uma parte do substrato € removida do sistema na forma de gas carb6nico. Por
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isto, o coeficiente de rendimento dos solidos secos em fung¢édo da biomassa (Yss),
gue representa a variagdo de substrato seco mais biomassa seca por quilograma de

biomassa produzida, € um namero negativo.

4.2.7 Isoterma do milho e Umidade relativa da fase sélida

A equacao da isoterma do milho € utilizada para calcular o conteudo de agua
que a fase solida teria se estivesse em equilibrio térmico e de umidade com a fase
gasosa. Por este motivo, na equacao (49) é utilizada a temperatura da fase gasosa e

nao a temperatura da fase sélida.

1

Cs C3+CaT
, In 1 aug 3+%4-1g

3s= (50)

exp C1+C Ty

Utilizou-se uma equacgéo empirica da isoterma do milho (CALCADA, 1998),
onde os termos C;, C,, C3z, C4; e Cs sdo constantes de ajuste da equacdo. Foi
assumido que, apesar do crescimento de biomassa, a isoterma permanece idéntica
a do milho no decorrer do tempo.

Quando a equacéo foi rearranjada para deixar explicito o termo da umidade
relativa, foi calculado o valor da atividade da agua na fase sélida.

aus= 1 exp 3s7%Ts expC+C. T, & (51)

Neste caso, foi utilizada a temperatura atual do sélido ao invés da

temperatura da fase gasosa, Como ocorreu na isoterma.

4.2.8 Atividade da agua na fase gasosa

A atividade da agua é dada pela presséo atual de vapor da agua dividida

pela pressao de vapor da saturagéo a uma determinada temperatura



75

_ 3gP
Bwg = peat 3¢+0,62413 (52)

A pressdo parcial de saturacao é derivada da equacao de Antoine (REID et
al. 1977):

3816 44
P\Eat - 133,3228 18,3036 Tg+273,15 46,13 (53)

4.2.9 Coeficiente de Transferéncia de massa

O coeficiente para a transferéncia de massa de agua entre as fases soélida e
gasosa foi calculado como uma funcdo da temperatura do gas e da quantidade de
agua na fase sélida, através da equacao empirica desenvolvida para a secagem do
milho (MANCINI, 1996)

Di®= @+ . ™+ 273 .o W+ . "Bt 273 (54)

onde os termos a;, a,, az € a4 Sao constantes de ajuste da equacao.

4.2.10 Coeficiente de Transferéncia de calor

O coeficiente para a transferéncia de calor convectivo entre a fase sélida e
gasosa € calculada como uma funcdo da temperatura da fase gasosa e do fluxo
massico de gas, utilizando a equacdo empirica desenvolvida para a secagem do
milho (BOYCE, 1965 e CALADO, 1993)

"0+ 273 0,6011

@@= 44209,85 000750

(55)
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4.2.11 Resolucédo do sistema de equacdes

As condigOes iniciais de calculo foram: as temperaturas (Tq € Tso) € as
umidades (lisp € ¢d) das duas fases, a concentragdo volumétrica dos solidos secos
totais (Sp) e a concentragcdo de biomassa inicial (bo). As condicdes de contorno
foram: a temperatura e a umidade da fase gasosa (T4 e (ig), que permaneceram
constantes na base do leito durante todo o processo de secagem.

As equacOes diferenciais parciais foram discretizadas pelo método das
linhas e as equagbes diferenciais resultantes foram resolvidas numericamente
seguindo o mesmo procedimento do programa de secagem modificado, apresentado
na secdo 4.1. O método de Runge-Kutta de 42 ordem foi empregado para solucionar
as equacoes tanto no sentido axial como ao longo do tempo. Os resultados obtidos
foram comparados com os perfis do programa desenvolvido por Von Meien e
Mitchell (2002) que solucionava as equacdes, discretizadas pela técnica de
diferencgas finitas, através da rotina DASSL (PETZOLD et al., 1989).

O programa elaborado nesta secdo, que aplica o método das linhas e
resolve as equacbes diferenciais de modo explicito, recebeu o nome de
MEIENMOD.

4.3 DESENVOLVIMENTO DO MODELO DE INFERENCIA

No desenvolvimento do programa que busca inferir a umidade da fase solida
a partir da temperatura da fase gasosa foi separado em trés partes para que o
resultado de cada uma fosse analisado em separado. Inicialmente foi montado um
programa para filtrar os dados coletados pelos sensores. Depois, foi elaborado um
programa para o ajuste de curva da temperatura da fase gasosa, de acordo com a
posi¢do dos termopares dentro do biorreator. Por ultimo, foi montado o programa do
modelo de inferéncia. Apos a verificacdo de cada uma das etapas em separado, foi
elaborado um unico programa para testa-lo com os resultados da fermentacdo no

biorreator piloto.
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4.3.1 Filtro de Dados

Os sensores do processo podem sofrer interferéncias externas que resultam
em erros das medidas do processo. Como consequéncia, os dados incorretos
podem interferir na operacdo, na andlise dos dados para o desenvolvimento de
modelos matematicos e na supervisdo do processo.

O processamento dos sinais de sensores auxilia a reduzir os erros
relacionados com ruidos de alta e média freqiéncia. Os primeiros estdo associados
com a limitacdo do instrumento de ndo reproduzir a leitura ap6s uma série de
medicdes independentes, mesmo se a variavel medida permanecer constante ao
longo do tempo, enquanto que os ruidos de média frequéncia estdo relacionados
com a heterogeneidade do processo (turbuléncia e pouca agitacdo). Os ruidos de
baixa frequéncia, que sdo causados por perturbacdes no processo (condicdes
ambientais, calor metabdlico produzido, etc), podem ser minimizados pelo controle
automatico do processo (FERNANDEZ; PEREZ-CORREA;, 2006).

O programa elaborado por Barga (2007), que tratava os ruidos provenientes
da medicdo de termopares do tipo T, foi utilizado como base para o desenvolvimento
do programa que busca reduzir os ruidos, tanto dos termopares como do analisador
de gases. O tratamento dos sinais foi efetuado por uma série de quatro filtros

consecutivos.

4.3.1.1 Filtro 17 Eliminagdes de medigdes em um mesmo intervalo de amostragem

O Labview é o programa utilizado para arquivar as leituras dos sensores
durante a fermentacéo no biorreator piloto. As leituras ocorriam a cada 18 segundos
da fermentacdo e o programa contava o tempo a cada 3,6 segundos (0,001 hora).
Deste modo, as diferentes leituras que ocorriam dentro do intervalo de 3,6 segundos
eram guardadas no arquivo como sendo no mesmo tempo. A filtro 1 tem por objetivo
eliminar as multiplas leituras em um mesmo intervalo de tempo, mantendo apenas a

primeira leitura e desprezando os demais valores.
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4.3.1.2 Filtro 27 Eliminagéo de VariacOes inferiores & sensibilidade do instrumento

Este filtro esta baseado na precisao e sensibilidade do sensor. O objetivo &
manter apenas as leituras que sdo consistentes com as caracteristicas do

equipamento, eliminando as leituras consecutivas com diferencas inferiores a
precisao do instrumento.

Assim, para os termopares do tipo T, foram consideradas somente variacoes
superiores a 0,5°C (BARGA, 2007) enquanto que para o analisador de gases, foram

consideradas variacoes superiores a 1% da escala total para os dois gases,
conforme orientagdo do manual de instrugdes.

4.3.1.3 Filtro 31 Filtro Exponencial

O filtro exponencial, também conhecido como filtro de passa baixa, elimina

os ruidos de alta frequéncia. O filtro exponencial é baseado em uma equacédo
diferencial de transferéncia de primeira ordem (SEBORG, 2004).

2T+ TR = TRt (56)
Tg2 é a variavel resultante do segundo filtro, Tg3 € o valor filtrado e zz é uma
constante de tempo do filtro. Ao aplicar o método das diferencas finitas para frente

com passo n na equacao (56) e substituindo Tg3(t) por Tg3w1 € Tg2(t) por Tg2:1,
obtém-se:

e _ yO 2 ZF e
YBor1 = 5 Ve + 57 Yy (57)
Definindo U,
1
6 = ) (58)
Yt

resulta em,
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VBieg =8 VR + 108 VG, (59)

onde Tg2i; € o valor da variavel resultante do segundo filtro e Tg3t.1 € 0 resultado
do terceiro filtro. O valor de zg utilizado neste filtro foi de 0,5 que gerava valores de

ordem de grandeza de 10 para U.

4.3.1.4 Filtro 41 Média movel

O quarto filtro é o célculo da média aritmética de um numero especifico de
resultados anteriores dando o mesmo peso para cada leitura dos dados anteriores.

1
T = NB{\‘:nggt (60)

O simbolo N é o numero de resultados anteriores que foram utilizados para o
calculo da média e Tg3; o valor da variavel resultante do terceiro filtro. Quinze
leituras foram usadas no calculo da média, sendo que o filtro ndo foi empregado

para as quatorze primeiras leituras.

4.3.2 Ajuste da curva para Temperatura da fase gasosa

O biorreator possui um numero limitado de sensores no seu interior para
realizar leituras da temperatura da fase gasosa. Entretanto, sdo necessarios valores
intermediarios aos amostrados para empregar os métodos numéricos na resolucéo
das equacdes do modelo de inferéncia. Para fornecer estes dados, uma curva foi
ajustada a cada tempo de leitura.

Graficos da temperatura da fase gasosa em funcdo da altura do leito para
diferentes tempos de cultivo foram elaborados a partir dos resultados do programa
MEIENMOD. Diversas equacfes, com dois coeficientes de ajuste, foram ajustadas
aos resultados do programa através do software Grapher 7.0 (Golden Software). Os
resultados das equacgdes ajustadas foram comparados com os valores do programa
MEIENMOD através do quadrado do coeficiente de correlacdo de Pearson (R?)

(Eq.(61)) e do quadrado das diferengcas entre os valores reais e os calculados
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(Eq.(62)). As duas equacdes que apresentaram os melhores ajustes, de acordo com
0 maior valor de R2 e o menor valor da equacéo (62), foram selecionadas.

2
- Bo oo
2= Bw o2 Bo @2 (61)
Q=B 0 w? (62)

Nestas equacdes, X representa o valor experimental, y o valor calculado no
ajuste e os simbolos com a barra em cima representam a média aritmética dos
valores calculados ou experimentais.

Um programa na linguagem computacional FORTRAN foi elaborado de
modo a ajustar as duas equacdes selecionadas através do método de otimizagao
SIMPLEX. Em seguida, o programa selecionava qual das curvas melhor se ajustou
para aquele conjunto de dados a partir dos resultados de R2. Quando o valor de R?
ficava inferior a 0,94 para as duas equacoes, 0 ajuste era realizado por retas entre
0S pontos amostrados.

A equacdo (62) foi utilizada como equacdo objetivo no método de

otimizacao.

4.3.3 Modelo de Inferéncia

As equacdes de Von Meien e Mitchell (2002) dos balancos de massa da
agua e de energia para as duas fases foram utilizadas no modelo de inferéncia.
Estas equacdes foram discretizadas pelo método das linhas resultando em
equacOes diferenciais da umidade e da energia da fase gasosa em funcédo do
espaco e em equacgdes diferenciais da fase solida em funcdo do tempo.

A mesma sequéncia de resolucdo usada no programa de secagem
modificado (secdo 4.1) e no programa MEIENMOD foi usada para resolver as
equacOes diferenciais do modelo de inferéncia. Primeiro foram resolvidas as
equacdes das propriedades fisico-quimicas e de transferéncia de massa e calor. Em
seguida, foram resolvidas as equagOes diferenciais em funcdo do espaco e por

altimo, foram resolvidas as equacgdes diferenciais em funcdo do tempo. Na mesma
































































































































































































