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RESUMO

A necessidade crescente de produtos de base florestal criou um déficit mundial, que precisa
ser compensado pela utilizagdo de novas estratégias para promover o aumento da produtividade no
setor. Em adigéo, os programas brasileiros de reflorestamento tém que lidar com baixos niveis de
fertilidade do solo que determinam o uso de quantidades muito elevadas de fertilizantes para manter
a produtividade nos niveis atuais. Esta pratica contribui para os altos custos de producao e para
impactos ambientais. Estratégias biotecnolégicas que tratam da inoculagdo das plantas com
microrganismos promotores do crescimento, tais como os fungos ectomicorrizicos (fECM), séo
alternativas ao uso de fertilizantes quimicos para o aumento da produtividade dessas areas. A
introdugéo dessa pratica nos viveiros florestais depende da selegéo de isolados fungicos eficientes e
do desenvolvimento de métodos de produgéo de inoculantes. No Brasil, um dos principais produtores
de madeira no mundo, ndo ha tentativas de introduzir a inoculagdo micorrizica como uma pratica
rotineira dos viveiros. Neste contexto, este estudo objetiva estabelecer uma tecnologia para produgéo
de inoculantes de fECM através do cultivo submerso. A cinética de crescimento e de transferéncia do
oxigénio durante o cultivo do fECM Rhizopogon nigrescens (isolado UFSC-Rh90) foi estudada em
um biorreator airlift com circulagcdo externa. Biorreatores airlifts sdo reconhecidos como eficientes
para cultivo de microrganismos filamentosos que exigem elevada transferéncia de massa e baixas
tensbes de cisalhamento. Para este estudo, foi concebido um biorreator airlift de ago inoxidavel com
5 L de capacidade. Esse biorreator era equipado com sensor de oxigénio dissolvido esterilizavel e o
separador de gas foi projetado para melhorar os parametros hidrodindmicos, tais como a velocidade
de circulagdo de liquido (U;), o gas holdup (g) e, por consequéncia, o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (k_a). A velocidade especifica de consumo de oxigénio (Qoy) € 0 k a foram
determinados através do método dinamico, onde a velocidade de sedimentacdo e o tempo de
mistura foram considerados. Os resultados mostraram que o k.a, a velocidade especifica de
crescimento (ux) e de respiragéo (Qo2) sdo afetadas pelo aumento da concentragéo da biomassa (X),
0 que ocorre principalmente devido ao aumento no tamanho dos pellets de micélio. Isso revela a
importancia da quantidade e do nivel de fragmentagao do indculo na cinética de crescimento. Nao foi
possivel determinar a concentragdo de oxigénio critica (C.it) nesta situagdo porque a morfologia do
crescimento promoveu uma deterioracao continua das condi¢cdes de transferéncia durante o cultivo.
Isso indica que niveis elevados de oxigénio dissolvido tém que ser mantidos durante a operagao do
biorreator. O maior valor de consumo global de oxigénio foi de 28 mgO.,.L™".h", para uma
concentragao celular de 6 g.L'1, durante um ciclo de cultivo com uma vazao especifica de ar de 0,52
vvm. A quantidade de oxigénio necessaria para a manutengao celular foi 2,36 mgOz.gce|.h'1, que
correspondeu a 30% da Qo média. A cinética de crescimento para outros cinco isolados -
Scleroderma sp. (UFSC- Sc42), Rhizopogon vulgaris (UFSC-Rh106), Pisolithus microcarpus (UFSC-
Pt116 e UFSC-Pt188) e Chondrogaster angustisporus (UFSC-Ch163) - foi estudada em frascos
estaticos. Foram produzidos inoculantes de todos os seis isolados utilizando-se a técnica de
imobilizacdo em gel de alginato de célcio, avaliando-se a viabilidade desses em relagdo ao tempo de
armazenamento. A infectividade e eficiéncia do inoculante para plantulas de Eucalyptus e Pinus
foram estudadas sob condigbes de estufa e viveiros. A adigdo de carvao ativado nas capsulas de
alginato favoreceu a viabilidade do micélio, mantendo-se em 100% apds 6 meses de
armazenamento sob refrigeracdo. Enquanto que no tratamento sem carvao, com excecao para 0s
isolados do género Rhizopogon, a viabilidade era perdida logo apds o encapsulamento. Isto indica a
necessidade de realizacdo de estudos fisiologicos e bioquimicos, a fim identificar os compostos
toxicos produzidos pelos fungos durante seu crescimento. Nos estudos de inoculagéo das plantas,
verificou-se que todos os isolados foram capazes de colonizar as raizes, apresentando resultados
positivos no seu crescimento. Os resultados mostram que a tecnologia de produgado de biomassa de
fECM em biorreator airlift apresenta alta eficiéncia. A veiculagdo em gel de alginato de calcio pode
manter a infectividade do inoculante durante longos periodos de armazenamento, sobretudo com a
adigéo de carvao ao inoculante.

Palavras-chave: Fungos ectomicorrizicos, cultivo submerso, inoculante, biorreator airlift, hidrodinamica,
transferéncia de oxigénio.



ABSTRACT

The increasing need of forest products has created a worldwide deficit that has to be met by
the utilization of new strategies to promote a higher productivity in the sector. In addition, Brazilian
reforestation programmes have to deal with low levels of soil fertility which determine that very high
amounts of fertilizers are necessary to maintain the productivity at the present threshold. This
practice contributes to high production costs and to environmental impact. Biotechnological
strategies dealing with plant inoculation with growth promoting microorganisms, such as
ectomycorrhizal fungi (ECMf), is one alternative to the use of chemical fertilizers for increasing forest
productivity. The introduction of this practice in forest nurseries depends on the selection of efficient
fungal isolates and the development of inoculum production methods. In Brazil, one of the main
timber producers in the world, there is no attempt to introduce controlled mycorrhization as one of
the nursery practices. In this context, this study aims to establish a technology of ectomycorrhizal
inoculum production through submerged cultivation. In one assay the kinetic of growth and oxygen
transfer of an ECMf, Rhizopogon nigrescens (isolate UFSC-Rh90), was studied in an airlift
bioreactor with external circulation. Airlift bioreactors are well known for their high efficiency in the
cultivation of filamentous microorganisms whose growth demands high mass transfer rates and low
shear rates. For this study a stainless steel 5-litter airlift bioreactor was conceived. This bioreactor
was equipped with a sterilizable dissolved oxygen probe and the gas separator was designed in
order to improve hydrodynamic parameters such as liquid circulation rate (U.;), gas holdup (€) and,
by consequence, volumetric oxygen mass transfer coefficient (k a). The specific oxygen uptake rate
(Qo2) and the k,a were determined through the dynamic method, taking into account the
sedimentation rate and mixing time. Results show that k_a, as well as the specific growth (ux) and
respiration rates, are affected by the increase in biomass concentration, which happens mainly
through the increase of the size on the mycelium pellets. This indicates the importance of the
concentration and the level of inoculum fragmentation on the kinetics of growth. It was impossible to
determine the critical oxygen concentration (Cgi) in this situation because growth morphology
promoted a continuous deterioration of the transfer conditions during the course of cultivation. This
indicates that high levels of dissolved oxygen have to be maintained during the operation of the
bioreactor. The highest value of global oxygen uptake observed was 28 mgO..L".h™", for a cell
concentration of 6 g.L”", during a cultivation cycle with a specific air flow rate of 0.52 vwm. The
amount of oxygen necessary for cell maintenance was 2.36 mgOz.gce".h'1, which corresponded to
30% of the average Qq,. Growth kinetics of five other isolates - Scleroderma sp. (UFSC-Sc42),
Rhizopogon vulgaris (UFSC-Rh106), Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116 and UFSC-Pt188) and
Chondrogaster angustisporus (UFSC-Ch163) was also studied in static flasks. Inocula of all the six
isolates were produced using the calcium alginate immobilization technique and their viability in
relation to storage time was evaluated. Their infectivity and efficiency towards Eucalyptus and Pinus
seedlings was studied under greenhouse and nursery conditions. The addition of activated charcoal
to the alginate beads improved mycelium viability up to 100% even after 6 months of storage under
refrigeration. This indicates that physiological and biochemical studies have to be carried out in order
to identify toxic compounds produced by the fungi during their growth. In the inoculation studies, all
isolates were able to colonize roots and had a positive effect in the plant growth. Results show that
the technology of ECMf biomass production in airlift bioreactors presents high efficiency. The
immobilization of the inoculum in calcium alginate contributes to maintain fungal infectivity during a
long period of storage, mainly with the addition of activated charcoal.

Key-words: Ectomycorrhizal fungi, submerse cultivation, inoculum, airlift bioreactor, hydrodynamics,
oxygen transfer.
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ca. cerca de
cf. conforme
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CTT cloreto de trifenil tetrazolium
DBO demanda bioquimica de oxigénio
DNS acido 3,5-dinitrosalicilico
ENGEBIO Laboratério de Engenharia Bioquimica
fECM fungo ectomicorrizico
FES cultivo no estado solido
GOD enzima glicose-oxidase
ha hectare
HPLC cromatografia liquida de alta performance
LECM Laboratorio de Ectomicorrizas
mg miligrama
min. minuto
MNM meio de Melin Norkrans modificado
NPK adubo a base de nitrogénio, fésforo e potassio
%] diametro
oD oxigénio dissolvido
PGK meio de Pridham-Gottlieb modificado
PTFE politetrafluoretileno
STR reator de tanque agitado
TIG Soldagem que utiliza eletrodo de tungsténio em atmosfera de gas inerte
UFSC Universidade Federal de Santa Catarina
vSs. versus
viv volume por volume
vvm volume de ar por volume de meio por minuto
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So

tc

concentragao de oxigénio no liquido

concentragdo de oxigénio dissolvido critica

concentragao de oxigénio no downcomer

concentragdo de oxigénio dissolvido na interface gas-liquido
concentragao de saturagado do oxigénio no liquido
concentragdo de oxigénio dissolvido lida pelo eletrodo
diametro interno do riser

vazao volumétrica de liquido

aceleragao devido a gravidade

altura

constante de Henry

altura da coluna de liquido

altura da disperséao gas-liquido

namero de fatores

coeficiente de atrito

coeficiente de transferéncia de massa da pelicula gasosa
coeficiente de transferéncia de massa da pelicula liquida
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
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1. INTRODUGAO

Para suprir a demanda crescente de madeira, florestas estdo sendo continuamente
plantadas em nosso pais, sendo necessario, para isso, a produgao de cerca de 100 milhdes de
mudas por més, e a incorporagao de novas areas para plantio. Devido as limitagdes impostas a
esta ultima, surge a necessidade do desenvolvimento de tecnologias que aumentem a
produtividade das plantagdes.

Para a producdo de madeira em regides tropicais, o eucalipto e 0 pinus se apresentam
como excelentes opgdes, em virtude de sua diversidade de espécies, adaptabilidade, potencial
de producdo e caracteristicas fisico-mecénicas, sendo utilizados na obtencao de celulose e
papel, madeira processada, postes, para geragcdo de energia, na industria quimica e
farmacéutica, entre outros.

Entre as tecnologias que poderdo contribuir para o aumento da produtividade das
plantagbes florestais, encontra-se a inoculagao das plantas com fungos micorrizicos previamente
selecionados, capazes de promover um melhor estabelecimento e crescimento, principalmente
em solos pobres ou degradados. Os efeitos positivos observados em varios estudos revelam o
potencial dessa pratica como ferramenta biotecnoldgica para os sistemas de produgédo de mudas
no setor florestal, proporcionando vantagens para produtores e industrias do setor.

As espécies de Eucalyptus e Pinus encontram-se entre aquelas que dependem da
simbiose micorrizica, particularmente do tipo ectomicorrizica, para sua sobrevivéncia e
crescimento. Essa associagdo entre certos fungos e raizes tem proporcionado ganhos em
sobrevivéncia e produtividade. Nessa interagdo, o fungo proporciona a planta uma maior
capacidade de utilizagdo de agua e nutrientes, dentre outros, e a planta, por sua vez, fornece ao
fungo carboidratos produzidos durante a fotossintese.

Além da selecdo dos fungos mais eficientes para o estabelecimento de programas de
inoculagdo micorrizica, € necessario produzir inoculantes dos fungos em escala industrial. Esta
etapa tem sido uma das principais limitagbes ao uso rotineiro de fungos ectomicorrizicos nos
programas de reflorestamento, devido as dificuldades na multiplicagdo desses fungos.

No Brasil, a inoculagdo micorrizica limita-se ao uso de substratos contendo propagulos
dos fungos, obtidos da compostagem de cascas e folhas, ou o uso de esporos obtidos de
frutificacbes. A desvantagem desse tipo de inoculante, dito “natural’, reside no fato de nao
permitir avaliar previamente a compatibilidade e a eficiéncia do(s) fungo(s) introduzido(s) em
relacdo a planta hospedeira. Além disso, a variabilidade na qualidade do inoculante € muito alta,
apresentando, ainda, riscos de introducdo de doengas e pragas, € a perpetuagcdo de espécies

ineficientes.
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Os inoculantes mais apropriados sdo os micelianos ou vegetativos, produzidos em
cultura pura, que permitem a utilizacdo de isolados previamente testados quanto a sua
compatibilidade e eficiéncia. Sua produgéo é geralmente feita por meio de cultivo em meio sélido
utilizando uma mistura turfa-vermiculita complementada com nutrientes. Embora apresente
limitagbes no aumento de escala e nos custos de produgido, € um tipo de inoculante de
qualidade ja comprovada, sendo utilizado em alguns paises.

Um método que permite a produgdo em maior escala, e com menos espago, €
representado pelo cultivo submerso desses fungos em biorreatores, seguido de veiculagao numa
matriz protetora, como em gel de alginato de calcio. Estudos em viveiros demonstraram que este
tipo é mais eficiente que o inoculante em substrato sélido, provavelmente devido a maior
protegdo do micélio no solo. Além dessa vantagem, o inoculante encapsulado proporciona maior
facilidade no armazenamento e transporte, devido aos menores volumes, e viabilidade mais
prolongada que o inoculante em substrato sdlido, reduzindo-se, assim, a quantidade a ser
empregada.

Entretanto, apesar de varios anos de estudos, ainda nao foram estabelecidas técnicas
rotineiras de cultivo submerso para fungos ectomicorrizicos. Algumas das razbes para isso
residem na dificuldade dos fungos ectomicorrizicos crescerem em cultura liquida e na
manutencdo da viabilidade devido a problemas como a intoxicagcdo por produtos do
metabolismo. Essa dificuldade parece, também, resultar da falta de estudos fisiolégicos e
bioquimicos do crescimento desses fungos em biorreatores e de estudos relacionados aos
fendbmenos de transporte envolvidos no cultivo. Com o conhecimento desses aspectos, e a
utilizacdo de técnicas adequadas de cultivo submerso em biorreator, poderdo ser produzidos
inoculantes de alta qualidade, e em quantidade adequada para atender as necessidades dos
futuros programas de inoculagéo micorrizica.

Processos multifasicos gas-solido-liquido sdo comuns na industria bioquimica, e os
biorreatores formam o nucleo desses processos. Um biorreator precisa ter boa capacidade de
mistura para se atingir uma distribuicdo homogénea do oxigénio transferido, bem como de outros
nutrientes, para o seio do fluido. A hidrodindmica do biorreator também afeta seu desempenho
em parametros tais como a transferéncia de calor e massa. A natureza dos fluidos afeta o
transporte de oxigénio e o fendmeno da mistura.

O biorreator de tanque agitado tem sido aplicado extensamente para cultivos
aerdbios. Entretanto, este tipo de reator ndo é o mais adequado para o cultivo de fungos
filamentosos. Dentre as razbes para isso, encontra-se a ocorréncia de danos ao micélio devido
ao alto grau de cisalhamento provocado pelo nivel de agitagdo requerido para transferéncia de
oxigénio. Além disso, a energia mecanica necessaria para realizar a transferéncia de massa é
elevada e antiecondmica para equipamentos de grande porte, sendo, também, dissipada no

fluido na forma de calor, que precisa ser removido para controle da temperatura.
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Em biorreatores airlift as forcas de cisalhamento sdo muito mais baixas, permitindo que a
integridade do micélio seja preservada. A turbuléncia gerada pela injecao de ar e recirculagédo de
liquido e a grande distancia que as bolhas de gas devem atravessar em contato com o liquido
promovem altos niveis de transferéncia de oxigénio, que podem proporcionar processos de
produgado de microrganismos em grande escala. O biorreator airlift pode ter circulagéo interna ou
externa, e é de construcao facil e barata, principalmente pela auséncia do sistema mecanico de
agitagao.

Desde 1988, o Laboratério de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia (MIP) da UFSC vem desenvolvendo estudos sobre fungos ectomicorrizicos em
Eucalyptus e Pinus. O laboratério mantém uma cole¢do de mais de 100 isolados, pertencentes a
mais de 40 espécies, cuja maioria foi obtida em plantagbes de Santa Catarina. Resultados
desses estudos permitiram selecionar fungos eficientes, com potencial para utilizagdo em
programas de controle de micorrizagao.

O desenvolvimento de tecnologias para a produgao de inoculantes de fECM é um fator
chave para a adocdo da pratica de controle da micorrizacao, visto que as informacdes sobre a
ecologia e biologia das associagdes micorrizicas com plantas recomendam essa pratica.

Este estudo foi desenvolvido com a colaboragdo dos departamentos de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA-CT), através do Laboratério de Engenharia
Bioguimica (ENGEBIO), e Departamentos de Microbiologia e Parasitologia (MIP-CCB), através
do Laboratorio de Ectomicorrizas (LECM) da UFSC, com o objetivo de desenvolver tecnologia
para producdo de inoculantes ectomicorrizicos para o setor florestal. Ele representou uma
continuagao do trabalho de mestrado do autor (ROSSI, 2001), no qual se iniciou a pesquisa de
produgdo desses inoculantes utilizando um biorreator airlift, e desenvolveu-se uma base
importante de conhecimentos para que neste estudo fosse possivel atingir resultados mais

concretos com relagao ao processo para producao de inoculante em escala comercial.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de tecnologia para produgéo de inoculantes de fungos ectomicorrizicos
em larga escala utilizando cultivo submerso, para inoculagdo de mudas de pinus e eucalipto em

viveiros florestais.

2.2 Objetivos especificos

1. Construir um biorreator airlift em ago inox, com acessoérios para a realizagdo de estudos
de transferéncia de oxigénio, e caracterizar sua hidrodindmica;

2. Estabelecer os valores adequados para as variaveis de cultivo concentragao celular inicial,
nivel de fragmentagao do indculo, nivel de aeragado e pressao de operacgao;

3. Adequar o meio de cultura quanto ao pH, balanceamento de nutrientes (C/N) e
concentragao das fontes de carbono;

4. Determinar as variaveis cinéticas (velocidade especifica de crescimento e produtividade) e
a conversao de substrato em células para seis isolados de fungos ectomicorrizicos;
Estudar a transferéncia de oxigénio durante o cultivo;

Veicular os inoculantes em gel de alginato de célcio e avaliar sua viabilidade em relagao
ao tempo de armazenamento;

7. Avaliar a infectividade e eficiéncia dos inoculantes em plantas de Pinus e Eucalyptus em

condi¢des de casa de vegetagao e de viveiros comerciais.

2.3 Consideragoes iniciais

Para este estudo foi montado no MIP um laboratério temporario para estudos de
produgdo de inoculantes (LTPI), que permitiu melhores condigbes de trabalho frente as
dificuldades inerentes ao cultivo de fungos ectomicorrizicos. No LTPI foram realizadas as etapas
produgdo de indculo, ensaios em frascos estaticos, estudos de viabilidade dos inoculantes e
estudos cinéticos e de transferéncia de massa em biorreator. Os estudos de infectividade e
eficiéncia dos inoculantes foram realizados na casa de vegetagao do MIP, no viveiro Floko em
Lages e num viveiro da Associagédo de Produtores de Cacgador, localizado na regido meio-oeste

do estado de Santa Catarina.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A producao florestal no Brasil

A implantagao de florestas no Brasil, em sua grande maioria com espécies exdticas, &
consequéncia da evolugao da estrutura industrial que tem como objetivo atender a demanda
das regides mais desenvolvidas do pais com matéria-prima necessaria para a produgéo de
papel, celulose, chapas, aglomerados, carvdo vegetal, méveis, e outros (SCHUMACHER,
2003). O setor industrial de base florestal tem sido marcado por um processo de utilizagao
crescente de madeiras provenientes de reflorestamento, sintonizando-se com a ordem
mundial, que enfatiza a preservacdo das florestas naturais e incentiva a implantacao de
florestas renovaveis (SOARES, et al., 2003). O processo de conscientizagdo, os movimentos
para preservagao da natureza, as restricbes legais e os impedimentos burocraticos tornaram
0 processo de uso e consumo de madeiras nativas cada vez mais proibitivo. Nesse periodo o
setor industrial madeireiro foi adaptando-se ao processamento e uso da madeira proveniente

das florestas plantadas, principalmente com eucaliptos e pinus.

Atualmente, a éarea plantada estimada corresponde a 4,8 milhdes de hectares
(Quadro 3.1) representando somente 1% da area florestal do pais. Desse total, 75% estao
vinculados a industria e o restante disponivel ao mercado geral. A maior concentragcao esta
nas regides sudeste (51%) e sul (26%). Consolidado para o processamento mecanico, o
género Pinus esta concentrado em 57% na regido sul do Brasil, especialmente no Parana e
Santa Catarina. O género Eucalyptus esta concentrado em cerca de 70% na regido sudeste,
principalmente em Minas Gerais e Sdo Paulo (CARON NETO, 2000). A produgéo primaria
florestal do Brasil, em 2002, somou quase 6 bilhdes de reais. O segmento silvicultura
contribuiu com 52% e o extrativismo vegetal com 48% desse total.

Atualmente, estima-se que no cenario macroecondmico nacional, o setor da industria
de base florestal represente 4,5% do PIB. Isto caracteriza um montante de aproximadamente
23 bilhdes de dolares (INSTITUTO DE PLANEJAMENTO E ECONOMIA AGRICOLA DE
SANTA CATARINA, 2004). Neste contexto, os produtos oriundos da atividade florestal, pela
exploracdo de madeira como matéria-prima, tornam a atividade auto-sustentavel, tendo em
vista que se trata de um recurso renovavel e com menor consumo de energia, quando
comparada a outros produtos como ferro, ago, tijolos, etc. Além disso, os produtos podem

ser considerados ambientalmente corretos, pois s&o reciclaveis e biodegradaveis.
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Estado Eucalipto Pinus TOTAL
Minas Gerais 1.535.290 143.410 1.678.700
Sao Paulo 574.150 202.010 776.160
Parana 67.000 605.130 672.130
Santa Catarina 41.150 318.120 359.670
Bahia 213.400 238.390 451.790
Rio Grande do Sul 115.900 136.800 252.700
Demais estados 418.990 196.190 615.180
TOTAL 2.965.880 1.840.050 4.805.930

Quadro 3.1 Area plantada com reflorestamentos no Brasil, por estado e género (em ha) (CARON
NETO, 2000).

O consumo de madeira proveniente de florestas plantadas tem aumentado muito, sendo
da ordem de 108 milhdes de m%ano. Os setores que mais concentram o consumo sdo o de
producao de papel e celulose (30%), o energético (30%) e o setor madeireiro (20%). O restante
do consumo distribui-se entre os setores de laminas e chapas multilaminadas, chapas
reconstituidas e lenha industrial. Em 2000, os estoques existentes somavam uma oferta
aproximada de 852 milhdes de m® (CARON NETO, 2000) e com a tendéncia de crescimento
observada no consumo espera-se a exaustdo da base florestal plantada até 2006 (GARLIPP,
2000).

A média de area plantada por ano estimada até 2006 é trés vezes inferior ao necessario
para dar cobertura a essa tendéncia de consumo. Essa situagdo vem contribuindo para o
aumento nos pregos de mercado em todas as regides consumidoras. Uma consequéncia direta &
0 aumento da pressdo sobre as florestas nativas remanescentes, que ainda atinge niveis
alarmantes na proporgao do consumo nacional, aproximadamente 56% da demanda anual de
250 milhdes de m® (HOEFLICH et al., 2000). Desta forma, fica bastante evidente a necessidade
de retomada do processo de recuperagao de florestas plantadas, seja pela expansdo de area,
desde que salvaguardadas as areas de solos ricos destinadas a produgédo de alimentos e as

florestas nativas, seja pela melhoria da produtividade.

Para reverter esse quadro, o governo federal langou oficialmente, em fevereiro de 2004,
o Programa Nacional de Florestas (PNF) para o periodo 2004-2007, contendo metas ambiciosas
para o setor. Estao previstos investimentos de 1,8 bilhdes de reais na expansao da base florestal
plantada, na recuperagédo de ecossistemas degradados e no manejo de florestas nativas para
produgdo sustentavel. As metas prevéem expandir o reflorestamento em 800 mil ha nas
pequenas e médias propriedades rurais e em 1,2 milhdes de ha nos programas empresariais,
além de agregar 15 milhdes de ha de florestas naturais ao manejo sustentavel e recuperar 200
mil ha de areas de preservagdo permanente para protecdo dos ecossistemas de maior
diversidade ecolégica (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2004). Foram criadas linhas de
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crédito para o setor, que serdo acompanhadas de assisténcia técnica, apoio a pesquisa e ao
desenvolvimento tecnoldgico.

Os principais aspectos ecologicos do uso de florestas plantadas estdo no rapido
crescimento, na capacidade produtiva e na menor pressao sobre florestas nativas. Com as
tendéncias mundiais de valorizagdo ambiental e as cobrangas da sociedade por alternativas
menos danosas ao ambiente, a atividade florestal e industrial madeireira tendera a se consolidar.
Entretanto, devido as caracteristicas e a dindmica de desenvolvimento, as florestas nao
permitem a realizagado de alteragdes estratégicas com resposta a curto prazo, que devido as
caracteristicas bioldgicas proprias exigem formas especificas de gerenciamento e a necessidade
de alto grau de especializagdo. Neste cenario, a contribuicdo da area biotecnolégica para o
desenvolvimento de tecnologias que permitam o aumento da produtividade é de fundamental

importancia.

3.1.1 O eucalipto

O género Eucalyptus engloba centenas de espécies, originadas quase que
exclusivamente da Australia, sendo uma das esséncias florestais mais plantadas no mundo
(LIMA, 1993). O eucalipto foi introduzido no Brasil em 1868, no Rio Grande do Sul e no Rio de
Janeiro. Até o inicio do século 20, o eucalipto foi plantado como arvore decorativa, pelo seu
extraordinario desenvolvimento, como quebra ventos, ou por supostas propriedades sanitarias. A
cultura em larga escala foi iniciada no ano de 1903 no estado de S&o Paulo, na regido de
Jundiai, com a finalidade de produzir madeira para lenha.

No final desse ano, em Jundiai, iniciou-se uma série de estudos experimentais que
deram sustentagdo a implantagdo do eucalipto em grande escala. Aos poucos, o eucalipto foi
sendo adotado como espécie alternativa para o suprimento de madeira (LIMA, 1993),
principalmente como combustivel nas formas de lenha e carvado, em fungdo da crescente

escassez das matas nativas.

Em resposta a grande demanda de madeira para futuros projetos industriais, o governo
brasileiro instituiu em 1966 um programa de incentivos fiscais (1966-1988) para aumentar a
area plantada (HOEFLICH et al., 2000). Em poucos anos, a area com plantagdes de eucaliptos
saltou de 400 mil para aproximadamente 3,7 milhdes de ha em 1986. Criaram-se, nessa época,
os cursos de Engenharia Florestal e varias instituigdes de pesquisa florestal, como o Instituto
Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF), extinto em 1987, que deram suporte ao
desenvolvimento da eucaliptocultura. Atualmente, o Brasil possui por volta de 3 milhdes de ha
em madeira de eucalipto, sendo este o género mais plantado no pais. Para o caso especifico

do Brasil, o eucalipto possui um carater estratégico, uma vez que sua madeira é responsavel
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pelo abastecimento da maior parte do setor industrial de base florestal (REVISTA DA
MADEIRA, 2001).

Basta citar alguns numeros para se apreciar a importancia de sua participagdo na
economia nacional. Da madeira de eucalipto, sdo produzidas por ano 5,4 milhées de toneladas
de celulose, representando mais de 70% da produgdo nacional. Numero também
impressionante € o do setor de carvéo vegetal, com uma produgédo anual de 18,8 milhdes de
metros cubicos, representando, também, mais de 70% da produgdo nacional. Outro setor
importante € o de chapa de fibra, com uma produgdo anual de 558 mil metros cubicos,
representando 100% da producgéo nacional. Finalmente, o setor de chapas de fibra aglomerada
que produz 500 mil metros cubicos, representando quase 30% da produgao nacional (REVISTA
DA MADEIRA, 2001).

Diferentemente de sua utilizagdo no passado, como lenha para queima, hoje, com o
aumento das informagdes sobre suas propriedades, esta madeira vem a cada dia sendo
utilizada para fins mais nobres. As propriedades mecénicas, como a resisténcia quando
solicitada por esforcos, sao requisitos basicos para a maioria das utilizacdes da madeira,
principalmente para uso estrutural, sendo que o eucalipto atende as mais diversas exigéncias.
A madeira de eucalipto € freqientemente utilizada numa idade jovem, em geral de oito a dez
anos, para fins de produgédo de celulose, chapa de fibras, painéis de madeira aglomerada,
lenha e carvdo. Apenas uma proporcao muito reduzida das plantacdes de eucalipto é
normalmente manejada para a produgdo de madeira para serraria, requerendo rotagdes mais
longas, geralmente a partir dos 20 a 25 anos (REVISTA DA MADEIRA, 2003).

Quando se pensa em espécies de rapido crescimento, o Eucalyptus se apresenta como
género potencial dos mais importantes, ndo somente por sua capacidade produtiva e
adaptabilidade a diversos ambientes, mas, principalmente, pela grande diversidade de
espécies, tornando possivel atender aos requisitos tecnolégicos dos mais diferentes segmentos
da producdo industrial (REVISTA DA MADEIRA, 2001). O potencial do eucalipto como
fornecedor de matéria-prima de qualidade para os diversos usos industriais jd se encontra
demonstrado, estando razoavelmente definidos os parametros de qualidade da madeira
exigidos para tais aplicagdes. As perspectivas de utilizagéo intensiva da madeira de eucalipto
sdo muito promissoras e tém por base o conhecimento ja acumulado sobre a silvicultura e o
manejo de varias espécies do género, sua maleabilidade e respostas ao melhoramento

genético, que o tornam adequado para usos multiplos.

Face ao avangado estagio evolutivo da cultura do eucalipto no Brasil e a grande area
plantada, aliados a uma maior compreensdo dos aspectos tecnoldgicos envolvidos no
processamento e utilizagdo da madeira de eucalipto, pode-se concluir que o eucalipto ja é a

madeira do presente e sera a base da industria florestal do futuro.
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3.1.2 O pinus

O género Pinus possui cerca de 90 espécies, com origem em diversos paises do
hemisfério norte (JOLY, 1987). Espécies de pinus vém sendo introduzidas no Brasil ha mais
de um século para finalidades variadas. Muitas delas foram trazidas pelos imigrantes
europeus como curiosidade, para fins ornamentais e para produgdo de madeira. Por volta de
1936, foram iniciados os primeiros ensaios de introdugdo de pinus para fins silviculturais,
com espécies européias. No entanto, ndo houve sucesso, em decorréncia da ma adaptacéao
ao nosso clima e, também, como ocorreu em outros paises, problemas relacionados a
auséncia de certos microrganismos simbiontes que somente existiam nos locais de origem
dessas plantas (VOZZO e HACKSKAYLO, 1971). Somente em 1948, através do Servigo
Florestal do Estado de Sado Paulo, foram introduzidas, para estudos, as espécies americanas
Pinus palustris, Pinus echinata, Pinus elliottii e Pinus taeda. Dentre estas, as duas ultimas se
destacaram pela facilidade nos tratos culturais, rapido crescimento e reproducgéo intensa no
Sul e no Sudeste do Brasil. O tempo de corte é superior ao do eucalipto, ficando a média em

torno dos 14 anos.

Desde entdo, um grande numero de espécies continuou sendo introduzido e
estabelecido em experimentos no campo por agéncias do governo e empresas privadas,
visando ao estabelecimento de plantios comerciais. P. taeda foi o principal destaque nos
plantios na regido do planalto do Sul e Sudeste (Figura 3.1). Esta € uma espécie de ampla
distribuicao geografica no Leste e Sudeste dos Estados Unidos, sendo altamente variavel em
funcdo de sua distribuigdo geografica, principalmente quanto a resisténcia a geadas e a
temperatura requerida para o seu processo de crescimento (SHIMIZU, 2004). Para os locais
mais frios, como nas serras gauchas e no planalto catarinense, as procedéncias de locais
mais frios tém demonstrado maior produtividade.

Varias caracteristicas de P. taeda, que tém reflexo direto no valor econdmico da
madeira, estdo sob controle genético moderado a alto e podem ser melhorados através da
selecao de matrizes e cruzamento controlado entre elas. Assim, mediante trabalhos basicos
de selegao criteriosa e cruzamentos controlados, conseguiu-se alterar as caracteristicas das

arvores, aumentando o valor das florestas de P. taeda (SHIMIZU, 2004).

A madeira de P. taeda é utilizada para processamento mecanico na produgido de
pecgas serradas para estruturas, confecgdo de moéveis, embalagens, molduras e chapas de
diversos tipos. Para esses usos, a qualidade da matéria-prima aumenta a medida que
aumenta a densidade da madeira, dentro dos limites normais da espécie. No entanto, na
produgao de celulose de fibra longa pelos processos mecanicos, a madeira juvenil de baixa
densidade é muitas vezes preferida (REVISTA DA MADEIRA, 2003; SHIMIZU, 2004).
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Figura 3.1 Produgao comercial de mudas de P. taeda, no viveiro florestal da MOBASA, Rio Negrinho-
SC. (Cortesia: Julia G. Dick, 2004).

P. elliottii var. elliottii se destacou como espécie viavel em plantagdes comerciais para
producao de madeira e resina no Brasil (ROMANELLI E SEBBENN, 2004). A regido ecolégica
ideal para o seu desenvolvimento coincide, em grande parte, com a de P. taeda. Porém, por ser
de ambiente com caracteristicas mais préximas ao tropical, perde em crescimento para P. taeda
nas partes mais frias do planalto sul. Por outro lado, ele pode ser plantado com grande sucesso
em ambientes caracteristicos de Cerrado das Regides Sul e Sudeste, bem como na planicie
costeira (SHIMIZU, 2004).

A resina extraida de arvores de P. elliottii var. elliottii possibilitou a criacdo de uma
atividade econdmica muito importante no setor florestal através do processamento e exportagao
de resina. Dados de 2002 indicam que a produgao brasileira de resina, de aproximadamente 100
mil toneladas por ano, representa uma movimentagao financeira de US$ 25 milhées. Com isso, o
Brasil passou de importador a exportador deste produto. A exploragdo da resina gera mais de 12
mil empregos diretos no campo, oferecendo uma importante contribuicdo social que resulta no
melhoramento das condi¢des de vida (SHIMIZU, 2004).

Dentre os fatores limitantes do aumento da produtividade das areas plantadas com
pinus, destacam-se a fertilidade do solo e, especialmente a baixa disponibilidade de fésforo. A
adubagao com fosfatos soluveis € uma pratica utilizada para suprir essa caréncia, mas aumenta
muito os custos de produgdo. Esses adubos precisam ser adicionados em dosagens superiores
as necessidades das plantas, pois a maior parte do fosforo aplicado ao solo torna-se
rapidamente indisponivel por diferentes formas de retengdo (NARLOCH, 2002). A biotecnologia,

com a utilizagdo de microrganismos promotores de crescimento de plantas, como as bactérias e
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fungos solubilizadores de fosfatos (SILVA FILHO et al., 2002) e fungos simbiontes (ROSSI et al.,
2002; SOUZA, 2003; SOUZA et al., 2004; OLIVEIRA, 2004), desponta como uma importante
alternativa para aumentar a produtividade e lucratividade das florestas plantadas,

salvaguardando as espécies nativas e reduzindo a contaminagéo do solo com insumos quimicos.

3.2 Promogao do crescimento vegetal

S&o vérias as estratégias utilizadas para promover o crescimento das plantas de
interesse comercial para reflorestamento. Todas s&o relativamente novas, e no Brasil se
desenvolveram com a implantacdo das florestas de eucalipto e pinus. Essas estratégias
englobam desde as técnicas de preparo do solo € manejo das florestas, melhoramento das
plantas através de cruzamentos entre as espécies, até a utilizacdo da engenharia genética. A
tecnologia da cultura de células, protoplastos e tecidos de plantas conquistaram destacada
posicdo na propagagdo comercial e industrial de plantas, no melhoramento genético, no
intercambio e conservagdo de germoplasma e em outras aplicagbes como as pesquisas em

fisiologia vegetal e produgéo industrial de compostos secundarios.

Outra interessante tecnologia que possibilita o desenvolvimento das plantas, mesmo em
solos contaminados e degradados, e que permite diminuir a utilizagao de fertilizantes quimicos e
pesticidas, trata da exploragao da simbiose ectomicorrizica através da inoculagdo das plantas

com fungos capazes de promover o crescimento vegetal.

3.2.1 A simbiose ectomicorrizica

Micorrizas sao associagbes mutualisticas entre raizes e fungos do solo (FRANK, 1885),
que promovem uma melhor absor¢gao de agua e nutrientes pela planta, enquanto o fungo obtém
compostos carbonados provenientes da fotossintese. Para esse autor, as micorrizas
representam um fendmeno de ocorréncia generalizada, resultante da unido organica entre as
raizes e o micélio de fungos, seguida pelo crescimento de ambas as partes com dependéncia
fisiologica intima e reciproca, sendo consideradas o mais inesperado e surpreendente fenébmeno
da natureza. Algumas dessas associagbes tiveram papel fundamental na colonizacdo do
ambiente terrestre pelas plantas ha centenas de milhdes de anos (PIROZYNSKI, 1981).

As micorrizas constituem-se num importante fator de crescimento e desenvolvimento das
plantas. Sua importancia foi demonstrada nas primeiras tentativas de implantacdo de espécies

vegetais fora de seus habitats naturais, e na dificuldade em se estabelecerem areas de
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florestamentos em regides de solos degradados, onde n&o existiam fungos compativeis com as
espécies introduzidas (VOZZ0O e HACKSKAYLO, 1971; MIKOLA, 1973).

As pesquisas mostram que a presenca de fungos micorrizicos no sistema radicular das
plantas aumenta a absorgdo de agua e nutrientes do solo, principalmente dos elementos
minerais de baixa mobilidade, como o fésforo (LE TACON et al., 1987; DUDDRIDGE et al., 1991;
GLOWA et al., 2003; SAWYER et al., 2003). Esse aumento da capacidade de absorgdo de
nutrientes é devido, sobretudo, ao crescimento do fungo além das raizes, ramificando-se no solo.
Assim, as hifas aumentam a area superficial € a massa das raizes (Figura 3.2) com uma maior
superficie distribuida, principalmente, para absorgao de P da solugédo do solo. Além disso, outros
relatos evidenciam, também, que as micorrizas podem aumentar a condutividade hidraulica, a
resisténcia das plantas a seca e aos patdégenos que atacam o sistema radicular e, de maneira
geral, aumentar o crescimento e a producao das plantas (MARX e CORDELL, 1990; WILKINS,
1991; SMITH e READ, 1997), e ainda promovem a agregacgao e estabilidade do solo (TISDALL
et al., 1997, BOGEAT-TRIBOULQOT et al., 2004). Com isso, contribuem para o estabelecimento e
o crescimento das plantas, mesmo em solos de baixa fertilidade ou degradados (MARX et al.,
1977).

Figura 3.2 Desenvolvimento do sistema radicular de pinus provenientes de uma mesma plantacéo da
Fazenda Cerro Azul em Rio Negrinho - SC: sem micorrizas (A) e com micorrizas (B).
Observa-se, também, grande diferenca entre os didmetros do caule. (Cortesia: Julia G.
Dick, 2004). No detalhe (B’) observam-se as ectomicorrizas (Cortesia: Admir J. Giachini &
Veturia L. Oliveira, LECM/UFSC, 2004).

As ectomicorrizas sdo formadas em sua maioria por fungos basidiomicetos, sendo
caracterizadas pela penetracdo intercelular da raiz pelo micélio fungico, formando a rede de
Hartig no interior do coértex, e do manto fungico que se desenvolve ao redor dos segmentos das
raizes colonizadas. Além destas caracteristicas anatbmicas, sdo ainda evidentes as

modificagbes morfolégicas nas raizes colonizadas (SMITH e READ, 1997).
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Apesar da baixa diversidade de hospedeiros, as ectomicorrizas apresentam alta diversidade de
fungos simbiontes, cerca de 6000 espécies (SMITH e READ, 1997). Além disso, a presencga de
micorrizas € particularmente importante para o crescimento de espécies dos géneros Eucalyptus
e Pinus. Para as espécies deste ultimo género, a associagdo com fungos ectomicorrizicos &
indispensavel a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas (VOZZO e HACKSKAYLO,
1971). E sabido que a introdugdo de espécies desse género em areas exdticas s6 é possivel

com a introdugéo concomitante de fungos ectomicorrizicos compativeis.

3.2.2 A compatibilidade fungo-hospedeiro

Embora freqlientes nas florestas e plantagdes, os fungos ectomicorrizicos (fFECM) se diferenciam
na sua capacidade de colonizar as raizes e na intensidade dos beneficios conferidos as plantas
(MARX e CORDELL, 1989). Essas diferengas determinam a necessidade de estudos que
permitam selecionar as melhores combinacgdes fungo-hospedeiro-ambiente, num processo que é
denominado "controle da micorrizagdo" (GARBAYE, 1984). Experimentos em viveiros tém
demonstrado que a utilizacdo de fungos especificos pode aumentar a sobrevivéncia e
crescimento das mudas (MARX, 1980). Tal especificidade pode ocorrer entre géneros de fECM e
géneros de plantas, ou até mesmo em nivel de espécie ou isolado (OLIVEIRA et al., 1994;
SOUZA et al., 2004).

O controle da micorrizagcdo pode melhorar significativamente a produtividade das
plantagbes, como tem sido demonstrado nos Estados Unidos e na Franga. Para que isso se
torne amplamente utilizado é necesséria a producao de inoculantes em larga escala. Assim, o
controle da micorrizagédo tem inicio com a selegao de isolados fungicos mais eficientes e culmina
com a produgdo de inoculantes desses isolados mais adequados a espécie cultivada (MARX et
al., 1977; GARBAYE, 1990; ROSSI et al., 2002).

3.2.3 Selegao de fungos ectomicorrizicos eficientes

A maioria dos estudos sobre micorrizas aborda os efeitos da inoculagdo das plantas com
pouca consideragao sobre os fungos associados (BRUNDRETT et al., 1996). No Brasil, as raras
tentativas de inoculagdo de plantas com fungos ectomicorrizicos foram feitas sem estudos
prévios de selegdo (TOMAZELLO e KRUGNER, 1982). S6 recentemente foram realizados
estudos desse tipo com isolados de fECM para utilizagdo na producdo de inoculantes para
Eucalyptus dunnii (SOUZA, 2003; SOUZA et al., 2004) e Pinus taeda (OLIVEIRA, 2004). Esses
estudos, conduzidos em casa de vegetagdo, permitiram selecionar isolados dos géneros
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Pisolithus, Scleroderma, Amanita, Rhizopogon e Chondrogaster, com potencial para promover o
crescimento das plantas e para producdo em escala comercial.

Os critérios geralmente utilizados na selegéo de isolados de fECM sdo a compatibilidade
com a planta hospedeira e a capacidade de promover o crescimento das mudas. Isso envolve a
avaliacdo de parametros como altura das plantas, didmetro do caule, porcentagem de
colonizagao radicular, comprimento radicular colonizado, comprimento total do sistema radicular,
matéria seca total e conteudo de fosforo na parte aérea (SMITH e READ, 1997; SOUZA, 2003).
Também sao consideradas as questdes relacionadas com a adaptagédo ao substrato ou ao solo,
a capacidade de auxiliar a sobrevivéncia das plantas durante o transplantio, o percentual de
colonizagdo das raizes das mudas no viveiro e a propagagado no campo (BRUNDRETT et al.,
1996). Apos o transplantio das mudas do viveiro para o campo foi observado que mesmo mudas
micorrizadas podem ter dificuldades em se estabelecer devido & sucessdo das populagdes
fungicas (MIKOLA, 1989), demonstrando a importadncia de se observar a capacidade de
competicao do fungo introduzido em relagao aqueles ja existentes no solo.

Outro critério de grande importancia, mas pouco considerado na pratica, esta relacionado
com a capacidade de multiplicagdo do fungo em grande escala, onde a cinética de crescimento,
avaliada em cultivo durante um estudo nutricional, € também fundamental para a etapa de
selegdo. Um isolado fungico de fECM com o6tima capacidade de promover o crescimento da
planta, pode ser inviavel para a etapa de produg¢do do inoculante em escala comercial, caso
apresente uma velocidade de crescimento muito baixa. Quando comparados aos
microrganismos de vida livre, os fungos ectomicorrizicos apresentam baixa velocidade de
crescimento (GARBAYE, 1990; ROSSI, 2001; ROSSI et al., 2002; ROSSI et al., 2003, ROSSI, et
al., 2005; STREIT et al., 2005a). Esse fator torna-se muito importante na selegdo de isolados,
pois além dos problemas técnicos na operagdo dos biorreatores, periodos longos de cultivo,
acima de 20 dias, podem comprometer a viabilidade do inoculante, devido a diminui¢cdo dos
niveis de ATP nas hifas mais velhas (LAPEYRIE e BRUCHET, 1985), além do acumulo de

metabdlitos toxicos.

3.2.4 Inoculantes ectomicorrizicos

A forma do inoculante tem importancia fundamental para o sucesso de um programa de
inoculagao de mudas. O inoculante deve ser adequado para armazenamento e transporte, de
modo a conservar a viabilidade dos propagulos fungicos, garantindo a infectividade mesmo
apos varios meses de armazenamento. Além disso, deve ser de aplicagao facil e uniforme e ser
compativel com a espécie de planta. Outro fator também importante é a qualidade
microbioldgica, tanto pela auséncia de patégenos que comprometem o controle fitossanitario,

quanto de microrganismos de vida livre que possam afetar a viabilidade do inoculante.
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Finalmente, os custos do inoculante devem ser compativeis com os da produgdo de mudas
(BRUNDRETT, et al., 1996).

Existem varios tipos de inoculantes ectomicorrizicos, desde os mais simples como o
proprio solo procedente de florestas ou de plantacbes, até os mais sofisticados produzidos em
biorreator a partir do micélio fungico. Dentre os dois extremos, ha ainda os inoculantes a base de
esporos obtidos de frutificagdes fungicas (Figura 3.3) coletadas em plantagdes anteriores
(THEODOROU, 1971).

Figura 3.3 Frutificagcdo de Scleroderma sp. coletada em plantio de pinus da Fazenda Sao Pedro, Rio
Negrinho - SC. (Cortesia: Julia G. Dick, 2004).

O inoculante a base de esporos ¢é facilmente produzido, podendo ser utilizado na forma de p6
ou "peletizado”. Pode-se, também, utiliza-lo na forma de uma suspensao dos esporos que € aplicada
posteriormente sobre o substrato de plantas. Entretanto, esse tipo de inoculante somente pode ser
obtido de fungos capazes de produzir grande quantidade de esporos e ndo permite que os fungos
sejam testados quanto a sua compatibilidade e eficiéncia em relagdo a planta que se deseja cultivar.
Além disso, sua obtencdo é sazonal, sendo necessaria a coleta e a estocagem de grandes
quantidades de frutificagbes, o que compromete a qualidade e limita 0 nimero de espécies fungicas a
ser utilizadas (CORDELL et al., 1988).

A produgéo de inoculante miceliano é aplicavel a qualquer fungo que possa ser cultivado em
cultura pura, permitindo a utilizagdo de fungos selecionados quanto a sua eficiéncia na promogao do
crescimento da planta hospedeira (MARX, 1980, LAST et al., 1984; ALVES et al., 2001). Culturas
puras dos isolados sdo comumente obtidas a partir de corpos de frutificagdo e mantidas
indefinidamente em laboratério. O micélio dessas culturas pode ser utilizado diretamente em testes in
vitro, mas para outras aplicagbes, como em testes de selecdo em casa de vegetagéo e,
comercialmente na inoculagao de mudas em viveiros, faz-se necessaria a multiplicagdo, em substrato

sélido ou em meio de cultura liquido, em varias escalas.

A formacgao de micorrizas do fungo Pisolithus tinctorius, em mudas de Pinus palustris, foi

muito mais efetiva com o uso de micélio do que com esporos (MARX e CORDELL, 1990). A
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inoculacédo de plantas com inoculante vegetativo produzido em substrato sélido foi realizada em
algumas regides dos Estados Unidos (CASTELLANO e MOLINA, 1989) e da Franca (SELOSSE
et al., 2000).

No Brasil, ainda ndo existem programas de controle de micorrizagdo e nem inoculantes
comercialmente disponiveis. Ocasionalmente, sao utilizadas as aciculas ou suspensado de
esporos como inoculante. Substratos comerciais, em cuja composigdo ha cascas de pinus, que
também contém esporos ou outros propagulos, sdo mais comumente utilizados. Entretanto, ndo
ha nas normas de produgado de mudas informagdes definindo a quantidade de serrapilheira ou de

solo de plantios comerciais ou a concentracédo de esporos para utilizagdo como inoculante.

3.2.5 Eficiéncia da inoculagao

A avaliagéo da eficiéncia da inoculagdo em condigbes controladas de casa de vegetagao
€ uma etapa importante para a selecdo de isolados fungicos com potencial para producdo de
inoculantes (SOUZA, 2003; OLIVEIRA, 2004). Entretanto, para justificar investimentos para
instalacdo de unidades de producédo desses inoculantes e, também, para garantir ao viveirista
que o inoculante promovera aumento de produtividade, sdo necessarios estudos nas condigbes
de viveiros e em condi¢cdes de campo. Estudos em viveiros, para esséncias como Eucalyptus e
Pinus, podem ser realizados dentro de um prazo relativamente curto de até seis meses.
Entretanto, nas condicbes de campo sdo necessarios varios anos de acompanhamento e
utilizagdo de grande numero de plantas em diversas locagbes (KUEK, 1994; SELOSSE, et al.,
2000), tornando o estudo dificil, caro e de execugao complexa, mesmo para centros de pesquisa

com boa estrutura.

Com relagéo a este assunto, Garbaye (1990) avaliou 25 estudos realizados durante mais
de uma década em diversos paises, incluindo o Brasil. Tais estudos foram realizados em
plantagbes experimentais, onde se comparou o crescimento de plantas inoculadas em viveiros
com plantas ndo inoculadas, naturalmente colonizadas por fungos locais apds o transplantio.
Consideraram-se o clima, o solo, as espécies de plantas e fungos utilizados e avaliaram-se altura
(mais avaliado), volume por hectare, volume por tronco, percentual de sobrevivéncia e matéria
seca, em diversos estagios do crescimento. Alguns dos resultados da avaliagdo indicaram
aumento médio, em relacdo as testemunhas nao inoculadas, de 130% na altura, de 40% no
volume e 25% na sobrevivéncia. De modo geral, os aumentos chegaram a 400% em relagdo as
plantas testemunhas nao inoculadas.

Os resultados mostram, assim, que a pratica do controle da micorrizacdo pode ser
considerada como uma alternativa aos métodos tradicionais para o aumento da produtividade

das plantagdes.
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3.2.6 A diversidade ectomicorrizica no Brasil

As associagdes ectomicorrizicas sdo consideradas fatores chave nos ecossistemas
florestais € o conhecimento da distribuicdo e ecologia dos fungos ectomicorrizicos sao
importantes para monitoramento da diversidade e para a selegdo das espécies para uso nos
viveiros florestais (TRAPPE, 1977). Embora muitos reconhecam a importancia desse
conhecimento, tanto para florestas nativas quanto para florestas introduzidas, apenas dois
estudos detalhados tinham sido realizados no Brasil até o ano 2000. Nesses estudos foram
observadas 38 espécies de fungos ectomicorrizicos em 19 géneros coletados na floresta
Amazoénica (SINGER e ARAUJO, 1979) e 8 espécies em plantagdes de pinus e eucalipto no
estado de Sado Paulo (YOKOMIZO, 1986). Mais recentemente, um estudo detalhado sobre a
diversidade ectomicorrizica foi realizado por Giachini et al. (2000) em plantagdes de pinus e
eucalipto em Santa Catarina, demonstrando-se que a riqueza de espécies € maior da que havia
sido detectada nos outros levantamentos. Esses autores descreveram 49 espécies de fungos
ectomicorrizicos representando 9 ordens e 12 familias, das quais muitas foram descritas pela
primeira vez na América do Sul. Trés dessas espécies sdo espécies novas, Chondrogaster
angustisporus, Descomyces giachinii e Scleroderma bougheri. Também foi verificado que os

géneros Laccaria e Scleroderma foram os que apresentaram maior quantidade de espécies.

Em face dessa grande diversidade, fica evidente que a busca por fungos ectomicorrizicos
eficientes para programas de inoculagdo no Brasil deve partir dos isolados obtidos no pais. Seja
a partir dos isolados ja disponiveis em colegéo locais, seja a partir de novos isolados, dando-se

prosseguimento aos projetos de levantamento e isolamento desses fungos.

3.3 A produgao de inoculantes de fECM

A exploragdo das simbioses micorrizicas para aumento da produtividade vegetal
depende do desenvolvimento de métodos de produgdo de inoculantes em larga escala. A
literatura ainda é pobre com relagdo a muitos dos aspectos da producdo de inoculantes de
fungos ectomicorrizicos. Muito tem sido estudado sobre as micorrizas, seus mecanismos de
acao, beneficios, fisiologia, diversidade, etc. (MARX, 1969; HARLEY, 1978; LE TACON et al,,
1983; GARBAYE, 1984; LE TACON et al., 1987; MALAJCZUK et al., 1990; KUEK et al., 1992;
BURGESS et al., 1993; GIACHINI et al., 2000; CHEN et al., 2003), mas quando se trata da
produgdo de inoculante miceliano para aplicagdo na silvicultura, percebe-se a caréncia de
estudos que abordem a fisiologia e a bioquimica do crescimento, a cinética e a transferéncia de
massa. Tal caréncia tem dificultado a produgado de inoculantes em larga escala e a manutengao

de sua viabilidade.
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Uma técnica de produgcdo de inoculantes vegetativos é representada pelo cultivo em
estado solido (FES), geralmente realizada numa mistura de vermiculita e turfa, adicionada de
solugéo nutritiva, em frascos (MARX et al., 1982) ou sacos plasticos. A principal vantagem dessa
técnica é protecdo do micélio entre as ldminas das particulas de vermiculita, garantindo sua
sobrevivéncia até o aparecimento das raizes curtas receptivas. A vermiculita apresenta, ainda, a
vantagem de ser um material barato e com uma estrutura adequada para a absorgdo das
solugdes e para permitir a aeragdo do substrato. De acordo com Garbaye (1990), se o meio de
cultura utilizado nao for rico em agucares, o inoculante ndo precisa ser submetido a lavagem
antes de sua aplicagao ao substrato de plantio. Entretanto, como geralmente o cultivo necessita
de altos teores de agucares, sendo eles as uUnicas fontes de carbono, é dificil dispensar o
tratamento de lavagem para remocgéao dos agucares residuais. Os nutrientes tendem a se difundir
para os poros da vermiculita, dificultando a exaustdo dos agucares e prolongando o tempo de
cultivo. Inoculantes contendo acgucares residuais sao susceptiveis de contaminagcdo e,

consequentemente, de perda da viabilidade.

Outras técnicas mais elaboradas de produgdo de inoculantes consistem no cultivo do
fungo em meio liquido em biorreatores (LE TACON et al., 1983), com posterior encapsulamento
do micélio em gel de alginato de calcio (Figura 3.4). Diversos estudos realizados em viveiros
demonstraram que este tipo de inoculante é mais eficiente que o inoculante produzido em
substrato solido, provavelmente pela melhor sobrevivéncia do fungo no substrato de plantio (LE
TACON et al., 1985; KUEK et al., 1992). Dependendo do fungo, o micélio encapsulado pode ser
armazenado em agua a 4 °C durante até 6 meses, com retengdo de 95 a 100% de sua
viabilidade (MAUPERIN et al., 1987; KUEK et al., 1992). Utilizando esta técnica, Oliveira et al.
(2006) conseguiram manter 100% de viabilidade para um inoculante de Rhizopogon nigrescens,
armazenado durante mais de 18 meses. Esse inoculante apresentou eficiéncia significativa ao

ser inoculado em mudas de P. faeda sob condi¢des de casa de vegetacéo.

Figura 3.4 Cépsulas de hidrogel contendo o fungo ectomicorrizico Laccaria laccata. (Biosynthetica
Pty. Ltd., Australia).
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Embora essa técnica parega promissora, sua utilizacdo esta ainda muito limitada, apesar
de mais de uma década de estudos. A principal razao para esse atraso reside em dificuldades na
multiplicacdo do fungo por processos de cultivo em meio liquido. A baixa velocidade de
crescimento dos fungos ectomicorrizicos, em relagdo a outros microrganismos (fungos
saprofiticos, bactérias e leveduras) permite contaminagdes freqlientes que inviabilizam a cultura;
e as operagdes de lavagem e imobilizagdo da biomassa apresentam novos riscos de

contaminacgao, além de aumentarem os custos de produgédo (GARBAYE, 1990).

Os poucos estudos relatados, utilizando biorreatores, ndo abordaram os aspectos da
engenharia do processo. Dessa forma, as questdes que limitam o desenvolvimento de tecnologia
de producao de inoculantes de fungos ectomicorrizicos em cultivo submerso permanecem sem
solucdo. Rossi et al. (2002) apresentam pela primeira vez a cinética de crescimento da produgao
do inoculante de Pisolithus microcarpus em cultivo submerso, apontando a necessidade de

estudos de transferéncia de oxigénio.

A limitagdo quanto a utilizagao do cultivo submerso para fungos ectomicorrizicos pode
estar relacionada com a falta de aplicacdo de conhecimentos especificos da area da engenharia
quimica quanto aos fendbmenos de transporte envolvidos, além da falta de estudos fisioldgicos e
bioquimicos do crescimento em meio liquido. Para cultivo submerso existem varias alternativas
tecnologicas ja desenvolvidas que podem ser testadas e adaptadas para processos como a

produgao de inoculantes de fungos ectomicorrizicos.

3.3.1 A cultura submersa e a cultura no estado sélido

A producdo de inoculantes microbianos em cultura submersa e em cultura no estado
sélido (FES) foi revisada por Walter e Paau (1993). Vérias caracteristicas tornam o sistema
liquido atrativo para a produgéao de culturas e produtos bioldgicos. Sistemas liquidos s&o de facil
mistura, permitindo condi¢des uniformes para o crescimento da cultura. Permitem, também, facil
e rapida modificagdo de condi¢gdes de cultivo como pH, oxigénio dissolvido, temperatura,
velocidade de agitagdo e concentracdo de nutrientes. O alto calor especifico e a alta
condutividade térmica auxiliam no controle da temperatura. Existem tecnologias eficientes, com

alto grau de automacao, diversidade e disponibilidade de equipamentos.

Ja no processo em estado sdlido, a matriz ndo possui homogeneidade espacial nas
particulas, nem nos agregados. Particulas com mais de 3 mm de didmetro podem apresentar
condicbes anaerdbicas em seu interior e aerdbicas na superficie (GREENWOOD, 1961). Em
culturas com alta atividade, pode, facilmente, ocorrer auto limitagdo pelo excessivo acumulo de
calor e, consequentemente, aumento da temperatura (HOGAN et al., 1989). O cultivo no estado
solido também apresenta desvantagem em relagdo ao processo submerso quando ha

necessidade de esterilizar o substrato de cultivo. A baixa velocidade de transferéncia de calor e o
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efeito estabilizante da superficie de contato das particulas tornam as células mais resistentes a
temperatura (FINSTEIN et al., 1982).

Sistemas de cultivo no estado sélido também sao dificeis de estudar devido a dificuldade
de obtencdo de amostras homogéneas. Variaveis importantes como o pH, pO,, pCO, e
temperatura sédo de dificil controle e a atividade microbiolégica pode mudar rapidamente as
condic¢des locais, trazendo dificuldade para construgdo de modelos de previsdo (SMITS et al.,
1994). A modelagem de processos de cultivo em estado sélido em escala de laboratério é dificil
tanto na teoria quanto na pratica. A variagdo espacial, o dificil controle dos parametros de
processo e 0s poucos dados de engenharia tornam o aumento de escala mais complexo do que

em sistemas submersos.

Entretanto, segundo Cannel e Moo-Young (1980), a redugao de contaminagao bacteriana
devido a auséncia de agua livre, o baixo custo das instalagbes e o fluxograma simplificado séo
vantagens que o processo FES apresenta quando comparado ao cultivo submerso. O cultivo no
estado sdlido ¢é particularmente interessante para aplicagdo com microrganismos
nutricionalmente pouco exigentes e que degradam a lignina e a celulose, podendo-se utilizar
diversos residuos agricolas com pequena corregdo de nutrientes, ou apenas adigdo de agua
(AIDOO et al., 1982).

O cultivo submerso revela-se uma alternativa adequada em relagdo ao processo no
estado solido para a produgao de inoculantes de fungos ectomicorrizicos (ROSSI et al., 2002). O
processo pode ser realizado em menor espaco e, também, em periodo mais curto de tempo, pois
no biorreator o contato entre fungo-nutriente-oxigénio € maximo, permitindo uma utilizagdo mais
eficiente dos nutrientes até a exaustao dos acucares. Isso possibilita dispensar a etapa posterior

de lavagem da biomassa para remogéao de residuos, como ocorre no processo em estado soélido.

3.3.2 Meios e condi¢des de cultivo

A aplicagao dos fungos ectomicorrizicos depende de sua capacidade de crescimento
rapido em larga escala e em substratos de baixo custo, e da manutengdo da viabilidade e
infectividade por longos periodos de armazenamento. Neste contexto, estudos relacionados com
a fisiologia e a bioquimica do crescimento, as exigéncias nutricionais e as condi¢des de cultivo,
visando melhorar a cinética de crescimento, devem ser feitos. Esses estudos sao especialmente
importantes para microrganismos de crescimento lento, e devem ser realizados antes de se
iniciar o cultivo em biorreator. Para esses microrganismos, o cultivo em biorreator pode se
estender por varias semanas, podendo ocorrer o fixagdo de micélio em certos locais do
equipamento, como sensores € aeradores e area de separagao de gas, causar entupimento de

linhas de alimentagdo e de descarga. Além disso, pode ocorrer diminuigdo da conversao do
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substrato em biomassa, e agcdo mais intensa dos metabdlitos inibidores sobre o proprio

microrganismo.

A condigcado de simbionte dos fungos ectomicorrizicos no seu habitat natural determina
que as substancias carbonadas sejam obtidas da planta hospedeira (SMITH e READ, 1997). Os
fungos ectomicorrizicos necessitam, em geral, de fatores de crescimento e de aglcares simples.
Em cultura, muitos isolados podem utilizar de modo satisfatério carboidratos como a celobiose,
maltose e sacarose. Entretanto, o carboidrato melhor assimilado é a glicose, e as concentragdes

mais utilizadas em meios de cultura variam de 5a 20 g.L™.

O fato de que muitos fungos ectomicorrizicos possam crescer em cultura axénica permite
estudar a utilizagdo de diferentes formas de nitrogénio por esses organismos (SMITH e READ,
1997). Muitas espécies utilizam NH;" ou NOj, enquanto que outras utilizam compostos
organicos simples como os aminoacidos. Contudo, a maioria dos isolados estudados demonstra
preferéncia por NH," do que por NOs, como fonte de nitrogénio (FRANCE e REID, 1984;
KELLER, 1996; ANDERSON et al. 1999).

A literatura fornece varios exemplos de meios de cultura utilizados para o cultivo de
fungos ectomicorrizicos. Lamb (1974) apresenta um meio composto por glicose, NH4Cl, KH,POy,
Fe-EDTA (Fe-Etileno Diamino Tetra Acético), tiamina e biotina. Ja Harvey (1991) cita trés meios
diferentes: meio Pridham-Gottlieb (PG), contendo glicose, peptona, extrato de levedura e sais;
meio Hagem, com glicose, extrato de levedura, tiamina e sais; e o meio Melin-Norkrans

Modificado (MNM), composto de sacarose, extrato de malte, tiamina e sais.

Até o presente, o meio MNM (MARX, 1969) tem sido o mais utilizado para cultivo de
fungos ectomicorrizicos. Marx e Bryan (1975), Smith (1982), Boyle et al. (1987), Oliveira et al.
(1989), Pradella et al. (1991a,b), Willenborg et al. (1990), Harvey (1991), Rodrigues et al. (1999),
Rossi (2001), Sawyer et al. (2003), entre outros, utilizaram este meio como base de cultivo para
esses fungos. Em todos os estudos citados, a sacarose original foi substituida pela glicose. A
exclusdo da tiamina (SMITH, 1982) e do extrato de malte (HARVEY, 1991), além da
suplementacdo do meio com extrato de levedura (OLIVEIRA et al., 1989; PRADELLA et al.,
1991a,b), foram outras modificagbes também introduzidas no meio MNM. Chama atencgéo o fato
de que o meio originalmente proposto, MN (NORKRANS, 1949) continha apenas 2,5 g.L” da
fonte de C enquanto que as modificagdes utilizadas até hoje (MNM) contém mais de 12 g.L™", o

que constitui uma relagdo C:N desbalanceada para o crescimento fungico.

Tem sido observado que inoculantes de fungos ectomicorrizicos (P. tinctorius e Paxillus
involutus) apresentam maior viabilidade quando obtidos em meio de cultura pobre em nutrientes
(com menos proteinas e carboidratos em relagdo aos meios considerados ricos em nutrientes) e
sdo testados em meio rico (LAPEYRIE e BRUCHET, 1985). Segundo esses autores, isso ocorre,
possivelmente, devido ao maior nimero de enzimas ativadas no inéculo produzido em meio de
cultura pobre. Esses autores demonstraram que periodos de cultivo superiores a 20 dias

provocam uma diminui¢do consideravel da quantidade de ATP no micélio e, conseqglientemente,
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da viabilidade. Uma informagdo importante desse estudo € que os niveis de ATP estao
relacionados com o tempo de cultivo e, também, com a fase de crescimento do fungo, onde a
maior quantidade de energia corresponde a maior velocidade de crescimento. Entretanto, esses
cultivos foram conduzidos por mais de 40 dias, tendo a maxima viabilidade sido observada
quando apenas metade da biomassa havia sido produzida. Isso indica a necessidade de se
determinarem condicbes para que todo o cultivo se complete em menos de 20 dias. Desta forma,
seria possivel manter altos niveis de ATP nas células até o final do cultivo, garantindo a

viabilidade do inoculante.

Muitos fungos ectomicorrizicos apresentam crescimento 6timo na faixa de temperatura
de 18 a 25 °C (HARVEY, 1991), podendo, porém, tolerar até 42 °C (HUNG e CHIEN, 1978).
Existe, assim, um amplo intervalo de temperatura para cultivo desses fungos, e isso deve estar
diretamente relacionado com as condigdes predominantes em suas diferentes regides de origem.
E importante considerar que temperaturas mais elevadas diminuem a solubilidade do oxigénio no
meio de cultivo, e este € um dos principais fatores limitantes do crescimento de fungos
filamentosos nessas condigbes (SCHMIDELL, 2001). Assim, a definigdo da temperatura de
operagao para um determinado cultivo em biorreator deve considerar as principais variaveis
envolvidas, como a atividade enzimatica e a transferéncia de oxigénio. A temperatura
estabelecida num cultivo estatico, onde o fungo cresce na superficie do substrato, pode nio ser
adequada para cultivo submerso aerado, onde o fungo cresce dentro do liquido e pode sofrer

limitagbes de oxigénio em temperaturas mais elevadas.

A preparagao dos meios, particularmente a esterilizagédo, pode afetar a disponibilidade de
carboidratos para o processo de crescimento. Assim, € aconselhavel esterilizar os agucares
separadamente, porque eles podem reagir com ions aménio e aminoacidos, formando
compostos que podem inibir parcialmente o crescimento de muitos microrganismos (STANBURY
et al., 1995). Gaunt et al. (1984) demonstraram que a esterilizagdo em autoclave também pode
precipitar ions de ferro, manganés e zinco presentes no meio, mas o problema pode ser
resolvido com a adicdo de pequena quantidade de EDTA, acido citrico ou polifosfatos, que
servem para manter os metais em solugao. Porém, é importante verificar se o quelante nao inibe
o crescimento do microrganismo em estudo, através da retengéo desses elementos ou, por agao
toxica.

O controle do pH é extremamente importante para alcangar niveis otimos de
produtividade. Em geral, os fungos crescem melhor em ambientes acidos, apresentando
atividade otima na faixa de pH 4 a 6. As atividades metabdlicas resultam na producado de
catabdlitos como os acidos da degradacgao dos carboidratos, e os alcalis da quebra de proteinas,
provocando variagbes no pH que podem limitar o crescimento (CAPPUCCINO e SHERMAN,
2002). Desta forma, a utilizagdo balanceada de fontes de carbono e nitrogénio proveniente de

proteinas, peptideos e aminoacidos pode, também, contribuir para controle do pH.
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O pH pode ser controlado pela adigdo de amdnia ou hidréxido de calcio, ou acido
sulfurico (STANBURY et al., 1995). Se o biorreator ndo possui um sistema de adicdo de
acido/base para controle do pH, substancias podem ser adicionadas ao meio para servir
especificamente como tampao, podendo, também, ser utilizadas como nutrientes. Muitos meios
sdo tamponados em pH 7,0 pela incorporacdo de carbonato de calcio; se o pH diminui, o
carbonato é decomposto. Obviamente, carbonatos que fazem parte de muitos meios também

atuam como tampdes.

Smith (1982) e Rossi et al. (2002) obtiveram 6tima produgao de biomassa de Pisolithus
spp. em meios tamponados com &cido citrico e citrato de célcio, até pH 5,4, antes da
esterilizacdo. Outro sistema tampéao frequentemente utilizado em meios de cultura é aquele
formado por KH,PO4, um sal de uma base fraca, e K;HPO,4, um sal de acido fraco. Num meio
que se torna acido durante um cultivo, o K,HPO,4 absorve o excesso de H' para formar um sal de
acido fraco mais um sal de potassio. O meio PG utilizado por Litchfield e Arthur (1983) é
autotamponante, devido a presenca dos nutrientes KH,PO4/K;HPO,4, além das proteinas da
peptona e do extrato de levedura. Por outro lado, altas concentragdes de componentes
fosfatados no meio de cultivo podem criar dificuldades posteriores na adaptagdo do fungo aos
baixos niveis de fosforo normalmente presentes no solo, como sugerido por Kuek (1996).

E importante considerar as variacdes de pH em todo o processo de producdo do
inoculante, desde a preparagdo do indculo, até a veiculagdo posterior ao cultivo e no
armazenamento e aplicagcdo. Deve-se manter o pH o mais estavel possivel durante todo o
processo, evitando que varia¢des bruscas de uma etapa para outra prejudiquem a viabilidade do

inoculante.

3.3.3 A veiculagao

A insercdo da biomassa fungica num veiculo, ou envoltério protetor, € especialmente
importante para o inoculante produzido em cultivo submerso. Ao contrario do inoculante em
substrato soélido, onde as hifas ficam protegidas nas laminas das particulas de vermiculita, a
biomassa obtida em cultivo submerso € pura e concentrada, sendo necessaria sua veiculacao
para protegdo fisica e manutencdo da umidade, além de permitir melhor rendimento e
distribuigao, facilidade de armazenamento e transporte.

Polimeros como alginato, poliacrilamida e carragenas tém sido utilizados para imobilizar
enzimas, bactérias, fungos, células de plantas e de animais, representando uma forma flexivel
(em relagao a concentragdo dos reagentes, temperatura de trabalho, tamanho das capsulas e
concentragdo de células, entre outros parametros) de imobilizagao (CHIBATA et al., 1986). O
desenvolvimento da encapsulagédo de células vivas em gel de alginato (KIERSTAN e BUCKE,
1977; VELIKI e WILLIAMS, 1981) possibilitou a produgdo de um novo tipo de inoculante.
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Da mesma maneira como utilizado para outros microrganismos (BRODELIUS et al.,
1979; OSEE MUYIMA e CLOETE, 1995), o micélio de fungos ectomicorrizicos cultivados em
meio liquido pode ser inserido em capsulas de gel de alginato de calcio. Esta técnica consiste da
mistura de uma suspensao miceliana com uma solugéo de alginato de sddio, seguindo-se o
gotejamento numa solucdo concentrada de cloreto de calcio. A troca ibnica do sodio pelo calcio
resulta em esferas solidificadas de gel de alginato de calcio. O tamanho das esferas pode ser
facilmente controlado pelo dispositivo de gotejamento. O sistema oferece grande flexibilidade,
como a adigdo de cargas para melhorar a estabilidade e conservagao (MAUPERIN et al., 1987),
podendo agir como adsorventes de substancias téxicas e de ions que possam alterar o pH, além
da adicdo controlada de nutrientes e estimuladores ou inibidores de crescimento. A matriz
porosa do gel permite o crescimento dos microrganismos tanto dentro das esferas quanto em
direcdo ao exterior destas (KUEK et al., 1992; OSEE MUYIMA e CLOETE, 1995).

As capsulas, conservadas sob refrigeragdo, podem manter a viabilidade dos
microrganismos durante varios meses de armazenamento. Nas aplicagbes com fungos
ectomicorrizicos os estudos mostram diferencas de viabilidade em relagdo ao tempo de
armazenamento, entre diferentes espécies fungicas. Kuek et al. (1992) observaram perdas de
60% da viabilidade em 30 dias em capsulas do inoculante de Elaphomyces sp., enquanto que
para o inoculante de Hebeloma westraliensi € Laccaria laccata observaram alta viabilidade
(acima de 80%) apdés 7 meses de armazenamento. Outros estudos de conservacao de
inoculantes de fECM em gel relatam viabilidade superior a 90% apdés 5 meses de
armazenamento para Hebeloma crustuliniforme (MAUPERIN et al., 1987), apés 2 meses para
Paxillus involutus (RODRIGUES et al., 1999), e mas de 18 meses para Rhizopogon nigrescens
(OLIVEIRA et al., 2004). As discussdes envolvem, além das diferentes espécies e isolados, a
idade, a forma e o grau de fragmentagado do micélio, a temperatura de armazenamento, o teor de
umidade nas capsulas e as cargas adicionadas.

Testes com plantas realizados em viveiros demonstraram que o inoculante encapsulado
em gel de alginato de calcio promoveu um melhor crescimento das mudas em relagdo ao
inoculante produzido em substrato sélido pelo método tradicional classico (LE TACON et al.,
1985), confirmando as observagdes de outros estudos, com relagdo a maior protecao do micélio

conferida pelo gel de alginato.

3.4 Biorreatores

Com o atual desenvolvimento da biotecnologia, os produtos oriundos da
biotransformagdo como enzimas, corantes, hormdnios, antibiéticos e anticorpos sdo agora
comuns. Outra area em crescimento esta relacionada com a aplicacédo das técnicas de cultura de

células e tecidos vegetais, visando a produgéo de "mudas" (micropropagacgéo) em larga escala.



43

Ao mesmo tempo, modernos biorreatores tém sido construidos para as mais diversas
necessidades de producado (Figura 3.5), com sistemas de controle para todas as variaveis de
processo € com uma imensa gama de acessorios (Figura 3.6), projetados para operagdo em
condi¢des assépticas, com sistemas de auto-limpeza e de esterilizacao local. Embora com todos
esses avangos, a utilizagdo comercial do potencial da biotecnologia moderna para muitas
aplicagdes permanece limitada. O conhecimento insuficiente da engenharia de bioprocessos é
um dos varios limitantes do sucesso de projetos e do aumento de escala das pesquisas em

laboratorio.

Figura 3.5 Biorreator de tanque agitado piloto, equipado com sistemas de controle para as
diversas variaveis de processo (Fonte: Bioengineering AG).

Figura 3.6 Acessoérios utilizados na constru¢gdo de um biorreator: controladores, sistemas de
amostragem, valvulas, sistema de limpeza automatico, etc. (Fonte: Bioengineering
AG).

O projeto e o desenvolvimento de bioprocessos obedecem a uma seqiiéncia cujo centro é
representado por um biorreator, seguido pelo desenvolvimento dos sistemas de separacdo e

purificagdo dos produtos. Sistemas de troca de calor, utilitarios e o sistema de controle
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completam o processo. O projeto do biorreator, por sua vez, envolve varios aspectos, como a
cinética das reagdes, os fendbmenos de transporte, as formas de operagdo, além das questdes da
estrutura fisica (CHISTI, 1989).

Muitos tipos de biorreatores sdo empregados em processos biotecnoldgicos.
Tradicionalmente, o tipo mais utilizado é o de tanque agitado (STR) (Figura 3.5). A primeira
aplicagédo data dos anos 40, quando foi utilizado durante a Il Guerra Mundial no cultivo aerébio
para producdo do antibiético penicilina (BAILEY, 1980), sendo utilizado para produgédo de
inoculante de fungos ectomicorrizicos pela primeira vez na Franca em 1983 (LE TACON et al.,
1983). Presentemente, cerca de 90% dos biorreatores aerdbios utilizados na industria séo de
tanque agitado tradicional. Os 10% restantes sao representados pelos biorreatores pneumaticos,

sem agitagdo mecanica como os airlifts e os colunas de bolhas (KOSSEN, 1984).

Embora muito utilizados, os biorreatores de tanque agitado ndo sao os mais adequados
para cultivo de microrganismos (ROYSE, 1987), sobretudo porque o grau de agitagédo requerido
para atingir a transferéncia de massa adequada, em muitos casos, causa danos aos
microrganismos devido as zonas de alto cisalhamento das pas do agitador. Além disso, a energia
mecanica necessaria para manter a mistura e a transferéncia de massa é muito alta, e ao se
dissipar no fluido como calor precisa ser removido para manter o controle de temperatura. Outra
consideragao muito importante € que a maioria dos bioprocessos exige que o cultivo se
mantenha asséptico por longos periodos, necessitando que os biorreatores de tanque agitado
sejam equipados com selos mecanicos complexos. Assim, os biorreatores convencionais sao
mais caros e menos robustos que varios outros tipos de biorreatores. Essas desvantagens tém
conduzido a estudos visando desenvolver outros tipos de biorreatores, como € o caso dos
biorreatores de colunas de bolhas (SCHUGERL et al., 1977) e os airlift (BLENKE, 1979; CHISTI e
MOO-YOUNG, 1987).

3.4.1 Biorreatores airlift

Biorreatores airlift possuem o volume de liquido dividido em duas zonas distintas, onde
somente uma recebe a injegdo de ar. A diferengca de gas holdup entre a zona aerada e a zona
nao aerada resulta numa diferenga de densidade do liquido entre essas regides, causando a
circulagéo do fluido no biorreator por uma acgao air-lift (CHISTI, 1989). A parte do biorreator que
contém a mistura gas-liquido em fluxo ascendente € denominada de riser, e a regido que contém
o liquido em fluxo descendente é o downcomer. A Figura 3.7 mostra um biorreator airlift de

bancada equipado com os sistemas de operacéo e controle do processo.

Uma grande variedade de configuragdes de biorreatores airlift tem sido estudada.

Existem duas classes basicas: os de circulagéo interna e os de circulagao externa, podendo ser
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subdivididos dentro dessas classes em func¢ao de seus detalhes (Figura 3.8). Os biorreatores de
circulagdo externa apresentam menor variedade de configuragdo, mas permitem mais
adequacbes com relagao aos desenhos das conexdes horizontais entre o riser e o downcomer,
particularmente na conexao do topo. Modificagbes adicionais podem ser introduzidas no topo do
biorreator, onde a eficiéncia do separador de gas pode influenciar significativamente o
desempenho do biorreator (SIEGEL et al., 1986). Além disso, a possibilidade de ter-se um
escoamento horizontal no biorreator de circulagao externa permite uma melhor separacédo do

gas, com influéncia no comportamento geral do biorreator (BELLO et al., 1985).

Figura 3.7 Biorreator airliff com circulagédo interna fabricado pela Bioengineering (Cortesia:
Daniela M. Soares - Micronal S.A., 2003).

C)@@OD

(0) (b) (c) (d)

Figura 3.8 Tipos de biorreatores airlift: Circulagdo interna, com cilindro dividido (a), com tubo
concéntrico (b) e com tubo concéntrico dividido (c); Circulagéo externa (d).
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Apesar de haver grande volume de literatura disponivel sobre biorreatores airlift, muitos
estudos ndo tém obtido sucesso na aplicacdo de equipamentos similares, devido,
freqientemente, a especificidade dos sistemas de cada projeto, e ao alto grau de empirismo e
suposi¢cdes adotados. Chisti (1989) observa que no passado, os estudos foram conduzidos
tipicamente utilizando fluidos simples como a agua, e raramente em meios de cultivos, onde

ocorrem alteragdes nas propriedades do fluido, com implicagdes no desempenho do biorreator.

3.4.1.1 Hidrodinamica gas-liquido

Os parametros hidrodindmicos de interesse nos estudos e projetos de biorreatores airlift
sdo o gas holdup, a velocidade de circulagédo de liquido e os coeficientes de dispersédo da fase
liquida em varias regides do biorreator.

O gas holdup refere-se a fragdo de gas na dispersdo gas-liquido. Esse parametro, em
combinacdo com o tamanho das bolhas, determina o tempo de residéncia do gas no liquido,
influenciando a area interfacial disponivel para transferéncia de oxigénio (CHISTI, 1989). O
processo de coalescéncia das bolhas, resultante do aumento da freqiiéncia de colisdo, tende a
limitar o holdup em valores baixos, sendo da ordem de 0,3 os valores maximos utilizados em
biorreatores. Freqlientemente, se um valor elevado de holdup é alcangado, o que é possivel com
a redugédo do tamanho de bolha, ele podera ser inadequado em certo ponto, principalmente
quando se trata de fluidos viscosos. Isto ocorre porque um gas com bolhas muito finas pode ter
um tempo de residéncia muito longo e entrar em equilibrio com o liquido e, dessa forma,
contribuir muito pouco para a transferéncia de oxigénio (HEIJNEN e VANT RIET, 1980;
KAWASE e MOO-YOUNG, 1987), atuando, em parte, como um volume morto. O gas holdup tem
influencia, também, sobre o projeto do biorreator porque o volume total planejado deve
considerar o holdup maximo que se pretende acomodar.

A circulagao de liquido num biorreator airlift resulta da diferenca de densidade do liquido
entre o riser e o downcomer, como visto anteriormente. A diferenca de gas holdup entre essas
regides afeta a velocidade de circulagao do liquido que, por sua vez, afeta esses holdups (¢; e €q)
pelo aumento ou diminuigdo da velocidade de subida das bolhas (PEDRINI, 1997). Além disso, a
circulacao afeta a turbuléncia, os coeficientes de transferéncia de calor, a transferéncia de massa
gas-liquido, e as forgas de cisalhamento as quais os microrganismos estdo expostos (CHISTI e
MOO-YOUNG, 1988).

As caracteristicas de mistura das fases gasosa e liquida, além da sdlida
(microrganismos), tém uma forte influéncia na performance do biorreator. Se, por um lado, a
mistura é afetada pela turbuléncia, por outro, ela afeta os gradientes para transferéncia de calor e
massa. A mistura deve proporcionar uma rapida disperséo dos pulsos de acido/base injetados no

biorreator para controle do pH, para prevenir regides com altas concentragbes por longos
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periodos que poderiam causar danos ao metabolismo. Além disso, com relacdo ao oxigénio,
deve fornecer condigbes homogéneas de transferéncia e evitar zonas mortas onde possa ocorrer
anoxia. Da mesma forma, é necessaria a rapida mistura dos fluidos adjacentes aos trocadores de
calor (CHISTI, 1989).

Uma restricdo para a mistura e transferéncia de massa em sistemas bioldgicos é imposta
pelo nivel de cisalhamento que pode ser tolerado. Zonas do biorreator com excessivas forgas de
cisalhamento podem causar danos fisicos a microrganismos filamentosos (KOSSEN e METZ,
1976; WASE et al., 1985). Essas restricdes estdo se tornando cada vez mais importantes devido
aos avangos biotecnologicos e ao aumento das industrias que utilizam culturas de células
animais e microrganismos geneticamente modificados, que geralmente sdo mecanicamente
menos resistentes. Assim, é cada vez maior a necessidade de novos projetos de biorreatores e

de regimes de operacgao.

O grau de cisalhamento também pode afetar a morfologia de crescimento. O nivel dessas
forcas pode determinar se um fungo crescera na forma de micélio livre ou na forma de pellets. Os
efeitos fisicos da agitagdo podem remover fragmentos de hifas da superficie dos pellets e,
também, provocar sua ruptura (TAGUCHI et al., 1968). O crescimento “peletizado” pode impor
limitagbes adicionais na transferéncia de oxigénio para o interior dos aglomerados de hifas
(ROSSI et al., 2002).

Os biofluidos ocorrem na forma de fluidos Newtonianos, como a agua, o mel e muitas
culturas de bactérias e leveduras, e na forma de fluidos ndo-Newtonianos, como em culturas com
produgdo de polissacarideos e em cultivos de muitos fungos. Na pratica, para a maioria dos
casos, os modelos de Bingham e Ostwald-de Waele (ou lei da poténcia) sdo satisfatérios para
estimar a viscosidade. Modelos mais complexos para descrever um fluido particular sdo mais
utilizados experimentalmente (CHISTI, 1989).

3.4.1.2 Transferéncia de massa gas-liquido

Em cultivos aerdbios, o oxigénio € o menos soluvel de todos os nutrientes, sendo,
frequentemente, o fator limitante. A concentragdo de oxigénio dissolvido minima necessaria,
abaixo da qual ocorre limitacdo do crescimento (denominada de critica), para o cultivo de
microrganismos ¢ de 0,1 a 1,6 mg.L” (BAILEY e OLLIS, 1977). A solubilidade do oxigénio em
meios de cultivo em equilibrio com a pressdo atmosférica é inferior a 8 mg.L™" a 25 °C, e a
demanda maxima em cultivos microbioldgicos esta na faixa de 0,18 a 2,7 mgO,.L™".s™ (FINN,
1967). Isso demonstra que uma populagdo ativa de microrganismos, crescendo em sistema
fechado, pode consumir todo o oxigénio de um meio originalmente saturado pelo ar em 3 a 40
segundos. Esta alta velocidade de consumo de oxigénio deve ser igualada por uma velocidade

de suprimento se o objetivo € manter a produtividade constante. Freqlentemente, uma
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interrupcdo momentanea no fornecimento de oxigénio pode levar a uma condigdo anoxica e

resultar em alteracdes metabodlicas ou mesmo a morte das células.

A natureza fisica dos biofluidos pode complicar a transferéncia de oxigénio e o fenbmeno
de mistura. Muitos microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos, secretam varios
polimeros que podem aumentar a viscosidade do meio de cultivo, levando-o a adquirir
propriedades de fluido nao-Newtoniano. No entanto, no caso de fungos, as propriedades
reologicas sao devidas principalmente a morfologia peculiar. Esses organismos formam micélio,
com hifas de 50 a 500 um de comprimento e 10-20 um de didmetro. Sob certas condigbes, as
hifas se enovelam para formar pellets que podem alcangar varios milimetros de diametro (METZ
et al., 1979, ROSSI et al., 2002). A morfologia da superficie dos pellets também influencia as
propriedades reoldgicas, através das interagbes entre as hifas superficiais. O crescimento dos
microrganismos na forma de pellets pode ser uma forma de se evitar as variagdes na densidade
dos meios durante o cultivo (PROSSER e TOUGH, 1991).

Para o oxigénio da fase gasosa alcangar as células suspensas em uma dispersao gas-
liquido, deve percorrer um certo caminho onde podem existir até oito tipos de resisténcia ao
transporte (MOO-YOUNG e BLANCH, 1981; SCHMIDELL, 2001). Entretanto, nem todo tipo de
resisténcia tem importancia significativa. Os niveis de turbuléncia que levam a predominancia do
transporte convectivo, o tamanho diminuto das células que proporcionam grande area de troca e,
a grande velocidade das reagbes bioquimicas que promovem o transporte de oxigénio através da
membrana, estdo entre os fatores que simplificam a abordagem e permitem eliminar todas as

resisténcias ao transporte, com excegado daquela que envolve a interface gas-liquido.

Assim, o problema da modelagem do transporte de oxigénio se reduz a transferéncia de
massa na interface gas-liquido, onde um dos modelos mais utilizados considera a existéncia de
duas peliculas estagnadas (WHITMAN, 1923). Entretanto, o calculo do coeficiente de
transferéncia de oxigénio (k.) em condi¢cdes reais & praticamente impossivel, porque as
condi¢des na pelicula (espessura, velocidade de renovagao, tempo de exposigdo) ndo podem ser
quantificadas. Por causa disso, considera-se a area interfacial das bolhas por unidade de volume
de liquido, e a questdo é abordada através do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k_a). Na pratica, predizer e melhorar a transferéncia de oxigénio em um biorreator é

equivalente a predizer e melhorar o k_a.

O projeto (tipo e geometria do biorreator), o sistema (propriedades do fluido) e a operagao
(velocidade do gas e do liquido) devem ser estudadas de forma a otimizar o k,a, com uma
necessidade minima de energia. Entretanto, a otimizagdo do k a ndo € a unica maneira de se
melhorar a performance de um biorreator. Para um k_a fixo, pode-se aumentar a diferenga de
concentracdo de oxigénio no liquido em relagdo a saturacdo (Cs-C). Isso pode ser realizado
aumentando-se Cg através do aumento da fragdo molar de oxigénio na fase gasosa, ou pelo
aumento da pressao total (reduzindo o volume molar na fase gasosa) (CHISTI, 1989,

SCHMIDELL, 2001). Ambas as possibilidades sao, porém, de dificil pratica. Primeiramente,
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devido aos custos do gas, pois apenas uma pequena fragdo do oxigénio do gas é transferida
para o liquido (menos que 0,01%). No segundo caso, porque o aumento da presséo, além de
aumentar os custos de capital e de operagao do biorreator, aumenta a solubilidade do diéxido de
carbono produzido durante o cultivo, podendo gerar condigbes tdéxicas ao microrganismo (HO e
SHANAHAN, 1986).

As técnicas para determinacdo do kia envolvem remog¢do do oxigénio do liquido
(utilizando nitrogénio, gas carbonico, sulfito ou hidrazina) seguindo-se da retomada da aeragao e
do monitoramento do aumento na concentragdo do oxigénio dissolvido (C) com um eletrodo
polarografico. Este método é denominado de método dindmico. A equacgao resultante do balango
de massa para o oxigénio na fase liquida permite a determinagdo do k,a através dos dados
experimentais (CHISTI, 1989; SCHMIDELL, 2001). Nessas técnicas transientes, a dinamica do
proprio eletrodo de oxigénio pode influenciar o k_a, devendo-se desprezar os dados de C obtidos
antes de 20 s, tempo necessario para o desenvolvimento completo da hidrodinamica, e
considerar o tempo de atraso na resposta do eletrodo quando for superior a 10 s. Foi
demonstrado que o erro maximo no valor de k.a é inferior a 6% contanto que o tempo de

resposta do eletrodo seja menor ou igual a (k.a)™.

3.4.1.3 Vantagens e aplicagbes de biorreatores airlift

Biorreatores airlift podem ser utilizados em qualquer processo de contato gas-liquido. A
aplicagéo pratica depende da capacidade de se alcangar a velocidade de transferéncia de
momento, calor e massa, com um capital de investimento e custos operacionais

economicamente viaveis.

Uma das grandes vantagens do biorreator airlift é a simplicidade do projeto e da
construcdao (MORESI, 1981), possibilitando uma manutencao facil e barata. A auséncia de partes
mecanicas moveis para a agitagdo reduz o perigo de contaminagao, pois facilita a limpeza e a
esterilizagdo. A injecao do gas serve para agitar e aerar, eliminando o gasto de energia e
promovendo um aumento na capacidade de transferéncia de massa e calor (SIEGEL e

ROBINSON, 1992), tornando-se atrativo para utilizagdo em processos aerobios.

Uma outra vantagem dos airlifts sobre os demais biorreatores, em processos bioldgicos,
esta relacionada ao fato de a forga de cisalhamento, devida a turbuléncia, sobre as células ou
pellets suspensos no meio, ser muito menor. O campo de cisalhamento também €& mais
homogéneo, sendo relativamente constante ao longo do biorreator, apresentando padrdes de
escoamento melhor definidos (MERCHUK, 1986). Mesmo com sobreposigdo de movimentos ao
acaso, ha total direcionalidade do escoamento do liquido (SIEGEL e ROBINSON, 1992). Um

fluxo menos turbulento parece ter um efeito positivo na produgdo de células sensiveis ao
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cisalhamento. Ja foi demonstrado experimentalmente, que mesmo em meios altamente viscosos,

0 uso de biorreatores airlift pode ser vantajoso (KESSLER et al., 1993).

Fracos campos de cisalhamento, boa capacidade de mistura e operagao asséptica por
longos periodos, tornados possiveis gragas a eliminagdo dos agitadores, selos e conexdes, sao
vantagens importantes dos biorreatores airliff em diversas aplicagbes. Produgédo continua de
cerveja, vinagre, acido citrico e biomassa de levedura, bactérias e fungos, tem sido conduzida

em airlifts com diferentes capacidades de trabalho (MORESI, 1981).

Apesar das vantagens apresentadas, a aplicagdo dos biorreatores airlift em escala de
producdo industrial ainda é limitada. Os airlifts sdo menos flexiveis para as mudancas de
processo que os STR, uma vez que os parametros geométricos sao determinados para um
determinado processo ja durante o projeto; a velocidade do fluxo de gas é, em principio, o Unico
parametro que pode ser ajustado durante a operagdo. Portanto, os airlift sdo menos adaptaveis a
outros processos com necessidade muito diferente de mistura e agitagao, distribuicido de gas e
caracteristicas de transferéncia de massa, em relagdo aos STR, que apresentam controles

independentes de aeragao e agitagdo (CHISTI, 1989).
Frohlich et al. (1991), Wu e Wu (1991) e Pollard et al. (1996) estudaram o cultivo de

Saccharomyces cerevisiae em biorreatores airliff, testando diversas configuragdes fisicas,
conseguindo melhorar o desempenho desses equipamentos. Bonnarme et al. (1993) utilizaram
com sucesso um biorreator airlift para produgédo das enzimas lignina e manganés peroxidases, e
de proteina extracelular do fungo Phanerochaete chrysosporium. Su e He (1997) verificaram que
um biorreator airlift com circulacao externa foi eficiente na producédo de fosfatase acida por
Neurospora crassa. Aleksieva e Peeva (2000) obtiveram em biorreator airlift desempenho similar
a um biorreator STR, com relacéo a producao de proteinase acida pelo fungo Humicola lutea. Jin
et al. (2001) caracterizaram e melhoraram a transferéncia de oxigénio num biorreator airlift com
circulacdo externa para producédo de biomassa de Rhizopus oligosporus, acrescentando um
segundo dispersor de ar na base do downcomer. Fu et al. (2003), utilizaram um biorreator airlift
com circulagdo interna em cultivos para produg¢ao de bioinseticida, acido glutdmico e biomassa
de leveduras, celulose bacteriana e pigmentos, todos com exigéncia elevada de oxigénio.
Finalmente, Rossi et al. (2004) utilizaram pela primeira vez um biorreator airlift para produgao de
biomassa de Agaricus brasiliensis, para utilizagdo como inoculante, ou spawn, na producao de
cogumelos comestiveis, onde foi possivel reduzir para uma semana o tempo de cultivo que, no
processo FES convencional, era de 8 semanas.

Outros autores verificaram o potencial de biorreatores airlift para o tratamento de varios
residuos. Tyagi et al. (1990) utilizaram um airlift com circulagdo externa para estudar a digestao
aerodbica de efluentes urbanos. Hiippe et al. (1990) utilizaram uma planta piloto de dois estagios
para o tratamento bioldgico de efluentes de refinaria de carvao.

A aplicagao dos biorreatores airlift, para inUumeros bioprocessos, foi revista por Onken e

Weiland (1980), Smart e Fowler (1984), e Siegel et al. (1986). Entretanto, na area de inoculantes
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de fungos micorrizicos, a aplicagado tem sido muito restrita. Jolicoeur et al. (1999) utilizaram pela
primeira vez, em escala de bancada, um biorreator airlift com circulagdo interna para produzir
propagulos de fungos endomicorrizicos, propondo uma segunda geragédo de bioprocessos para
este fim. Recentemente, foram relatadas aplicacdes de biorreatores airlift para produgdo de
inoculantes de fungos ectomicorrizicos (ROSSI et al., 2002; ROSSI et al., 2003, ROSSI et al.,
2005). Os resultados indicam o potencial que essa tecnologia representa para a area de
inoculantes micorrizicos, até o presente, com dificuldade para se desenvolver e oferecer

produtos ao mercado.

3.4.2 Operacao de biorreatores em cultivo de fungos ectomicorrizicos

Como ja mencionado, s&o raros os estudos publicados sobre o cultivo submerso para produgao
de biomassa de fungos ectomicorrizicos utilizando biorreatores. Adicionalmente, nenhum estudo
foi relatado sobre outros processos como a batelada alimentada, ou alguma forma de sistema
continuo no cultivo desses fungos. Apesar da caréncia de estudos, é facil concluir que seria
extremamente dificil operar um sistema continuo para o cultivo desses fungos. Além dos
problemas classicos, relacionados com o investimento inicial e a possibilidade de selegdo de
mutantes menos eficientes, com relagdo ao desempenho em cultivo, tém-se ainda os problemas
de contaminacao, a dificuldade de se atingir o estado estacionario, devido a baixa velocidade de
crescimento, e o pequeno volume dos biorreatores. Outro problema, possivelmente um dos
maiores, € o crescimento de micélio preso nas paredes do biorreator e linhas de alimentagao e
de saida de produtos (FACCIOTTI, 2001). Este ultimo pode ser observado quando o tempo de
cultivo se prolonga além de 14 dias e, muitas vezes, representa um problema mesmo em cultivo
descontinuo (PRADELLA et al., 1991a).

Os pontos onde a biomassa se prende ao biorreator airlift encontram-se no distribuidor
de ar, nos poros ou rebarbas de solda, locais onde ocorre aprisionamento de bolhas de ar,
visores, sensores, separador de gas, locais onde a velocidade de fluxo é diminuida (nas
conexdes), e na base do separador de gas, onde a auséncia de bolhas torna o escoamento mais
laminar. Em biorreatores airlift com circulagdo interna, este problema seria, possivelmente,
agravado por obstaculos ao fluxo, como os suportes que mantém o riser na sua posigéo, ou
pelos furos do tubo concéntrico, quando este modelo de riser é utilizado com o objetivo de
aumentar a transferéncia de massa (FU et al., 2003) ou, ainda, quando algum dispositivo é
inserido no riser com este mesmo objetivo (MENG et al., 2002; NIKAKHTARI et al., 2005).

Pradella et al. (1991a) utilizaram biorreatores de tanque agitado, operando em modo
batelada repetida, para produgédo de inoculante de P. tinctorius, realizando quatro ciclos durante
75 dias, sem interrupgéo. Esses autores conseguiram um aumento de 50% na produtividade do

segundo e terceiro ciclo em relagado ao primeiro e ao quarto ciclo. Mesmo assim, a produtividade
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foi muito baixa (0,15 g.L'1.d'1) se comparada com a obtida para P. microcarpus num biorreator
airlift operado em batelada simples (0,48 g.L™".d™") (ROSSI et al., 2002).

Apesar dos problemas apontados, seria importante testar para cultivos de fungos
ectomicorrizicos um sistema operando de forma descontinua alimentada. Poderia ser utilizado
para minimizar os efeitos de controle do metabolismo, na prevencao da inibigdo por substrato ou
precursores, minimizar a formagéo de produtos toxicos de metabolismo, e nos estudos cinéticos,
onde as velocidades maximas poderiam ser encontradas nessas circunstancias (PIRT, 1975).
Entretanto, para biorreatores airlift, a batelada alimentada também seria de dificil aplicagéo, pois
quase que o total do volume deve ser preenchido ainda no inicio do cultivo para criar as
condi¢des de circulacdo do liquido. Se o volume alimentado for pequeno, suficiente para que
possa variar apenas no topo do biorreator (permitindo a circulagdo), como a alimentagdo de
precursores ou inibidores, ou nutrientes concentrados, seria possivel esse tipo de operacao

também num biorreator airlift.

O sistema de operagao em batelada alimentada, somado a utilizagdo de meios de cultura
diluidos, pode ser uma alternativa para obtengdo de maior produtividade (e viabilidade do
micélio) em cultivo de fungos ectomicorrizicos, principalmente daqueles sensiveis aos produtos

de seu proprio metabolismo.

3.5 O potencial do mercado de inoculantes ectomicorrizicos no Brasil

A estimativa da necessidade de plantio anual para 2005/2006, considerando os
segmentos celulose e papel, carvao e lenha e madeira solida, € de 672.500 ha (CARON NETO,
2000). Assumindo um plantio com espagamento médio de 2,5 m por 2,5 m, tem-se 1600 plantas
por hectare, perfazendo um total de 1,13 bilhdes de mudas por ano entre eucalipto e pinus,
admitindo-se 5% de perdas por motivos diversos. Para um plano nacional de inoculagao
micorrizica, utilizando uma dosagem de inoculante de 8 a 10 g de biomassa fiingica por m> de
substrato de plantio, trés vezes superior a dose recomendada por Garbaye (1990), e um
rendimento de 14 mil mudas a partir deste substrato, chega-se a uma necessidade média de 726

Kg de biomassa fungica por ano.

Com a utilizagado de biorreatores airlift, com capacidade entre 50 e 100 L, com altura
variando de 2,5 a 4,0 m, e dois cultivos mensais, seriam necessarios cerca de 110 biorreatores
em operacao, além de pelo menos uns 40 biorreatores menores para producao do inéculo. Se
fossem comercializadas doses de inoculante para 200 L de substrato (suficiente para inocular
mudas para 2 ha), o volume da dose seria de 1 L, sendo necessarias 580 mil doses para atender

a demanda de um programa dessa dimensao.
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Uma muda micorrizada, com selo de certificagdo, poderia valer atualmente 20 centavos,
sendo de aproximadamente 2 centavos o custo do inoculante para o produtor. Uma avaliacéo
preliminar do custo de produgao do inoculante indica que podera ser inferior 0,5 centavos por
planta. Esse aumento do custo de produgdo poderia ser compensado pelo ganho de
produtividade da plantagao. Ganhos com o controle de micorrizagdo variam da ordem de 10 a
400%, sendo de 40% o aumento de volume na parte aérea (GARBAYE, 1990), demonstrando,
assim, que um aumento de 10% no custo na muda seria insignificante em relagado ao beneficio
de 10% de madeira produzida, considerando-se cerca de R$ 80,00 o prego de 1 m?® de madeira
em toras (CARON NETO, 2000; REVISTA DA MADEIRA, 2003). Para o Brasil, pode-se estimar,
entdo, em mais de 23 milhdes de reais por ano o potencial de mercado de inoculantes
ectomicorrizicos, podendo-se estabelecer mais de uma dezena de empresas de biotecnologia de
pequeno € médio porte. Além disso, inumeros produtos podem ser obtidos nos extratos de
cultivo desses fungos, subprodutos da produgéo de inoculantes, que podem agregar um valor de

magnitude ainda maior.

3.6 Consideragoes finais

Com relagéo a produgado de inoculantes de fECM, a literatura apresenta apenas dados
qualitativos, ndo sendo encontrada qualquer informacao sobre a cinética do cultivo, tornando as
informacdes apenas de carater preliminar. Isto demonstra que os resultados podem ainda ser
irrelevantes dentro do contexto de produgédo em larga escala. Isso responde, provavelmente, pelo
atraso tecnoldgico na area de produgéao industrial de inoculantes de fungos ectomicorrizicos. No
Brasil, tentativas de produgdo desses inoculantes estdo limitadas a alguns poucos grupos de

pesquisadores.

Para abordar esta questao, este trabalho envolveu estudos cinéticos de modo a avaliar
quantitativamente o potencial de isolados de fungos ectomicorrizicos para a producdo de
inoculantes comerciais através do cultivo submerso.

Este trabalho fez parte de um projeto mais amplo que aborda a diversidade, o isolamento,
a selecao, a produgao e a aplicagdo de microrganismos promotores do crescimento de plantas da
area florestal (GIACHINI, et al., 2000; ROSSI, 2001; NARLOCH, 2003; SOUZA, 2003; OLIVEIRA,
2004).
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4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados neste trabalho varios isolados fungicos com diferengas fisiologicas
marcantes, servindo, assim, como modelos apropriados para estudos de produgdo de
inoculantes. Para os estudos de transferéncia de oxigénio, um dos mais importantes, foi
preciso definir um isolado que n&o apresentasse inibigdo por metabdlitos, oriundos da prépria
cultura, ao longo do cultivo, para que fosse possivel estudar os efeitos relacionados com as
variaveis de processo. O isolado UFSC-Rh90 foi selecionado por apresentar essa
caracteristica.

O carater inédito dos estudos de transferéncia de oxigénio para fungos ectomicorrizicos
em biorreator airlift exigiu varios estudos complementares. O problema da viabilidade desses
fungos também gerou trabalho adicional, tanto que, neste caso, devido a sua importancia para
a tecnologia de produgéo de inoculantes, iniciou-se um estudo especifico relacionado com a
fisiologia e bioquimica de crescimento desses fungos, que sera tratado em outro projeto de
doutoramento.

Na caracterizacdo hidrodindmica do biorreator, foram utilizadas técnicas mais
simplificadas, que evitaram a construgdo de diversas portas acessoérias. Uma deficiéncia no
arranjo experimental foi gerada pela falta de um sistema de controle do pH, pois os fungos
ectomicorrizicos produzem muitos acidos organicos que, embora responsaveis pelos
beneficios proporcionados pela solubilizagao de minerais do solo, podem se tornar limitantes
ao crescimento durante o cultivo submerso.

A flexibilidade e a dinamica dos ensaios em frascos possibilitou economia de tempo e
materiais e, apesar das diferentes condi¢cdes em relacdo ao cultivo em biorreator, foram uteis
para o estudo preliminar de parametros como a conversdo de substrato em biomassa, as

variacdes do pH, dentre outros.

4.1 Microrganismos utilizados

Os isolados de fungos ectomicorrizicos (fECM) utilizados neste trabalho foram
provenientes de plantagbes de Pinus spp. € Eucalyptus spp., localizadas em Santa Catarina e
Minas Gerais, e pertencem a cole¢do do LECM/MIP da UFSC. Foram utilizados 6 isolados de
fECM dessa colegédo, conforme indicado no Quadro 4.1. Chondrogaster angustisporus
Giachini, Castellano, Trappe & Oliveira, € uma nova espécie encontrada no Brasil e na

Australia e descrita por Giachini et al. (2000). Essa espécie também foi encontrada mais
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recentemente em plantios de eucalipto na Espanha (ALVAREZ e CERCEDA, 2005). A escolha
desses isolados baseou-se em resultados de trabalhos anteriores realizados por membros do
mesmo laboratério (ROSSI, 2001; NARLOCH, 2002; SOUZA, 2003; SOUZA et al., 2004,
OLIVEIRA, 2004) nos quais verificou-se o desempenho desses isolados em colonizar o
sistema radicular e promover o crescimento e absorcdo de P em mudas de E. dunnii e P.
taeda.

Os isolados foram mantidos por subcultura em meio MNM e PGK sdlido (1,5% &gar)
(Quadro 4.2), com repicagens mensais, € incubagdo na auséncia de luz a temperatura de
25+1 °C.

- L - . Ano da
Codigo Espécie Hospedeiro Local coleta
UFSC-Sc42 Scleroderma sp. (Persoon) Fries Pinus sp. Blumenau-SC 1988
UFSC-Rhgo | Rhizopogon nigrescens Coker & P. tacda Trés Barras-SC | 1993
Couch
UFSC-Rh106 | Rhizopogon vulgaris (Vitt.) M. Lange P. taeda Trés Barras-SC 1995
UFSC-Pti1e | £0Mthus microcarpus (Cooke & Massee) | £ gy i Correia Pinto-SC | 1997
UFSC-Ch1e3 | Gf1ondrogaster angustisporus Giachini, | g g ;i Correia Pinto-SC | 1995
Castellano, Trappe & Oliveira
UFSC-Pt188 glsglgrlzgs microcarpus (Cooke & Massee) Eucalyptus sp. | Lavras-MG 1999

Quadro 4.1 Isolados de fungos ectomicorrizicos da colegdo do LECM da UFSC.

4.2 Meios de cultura para os isolados fungicos

Foram utilizados o meio MNM (MARX, 1969) e variagbes do meio PGK (ROSSI, 2001;
ROSSI et al., 2002). A quantidade de nitrogénio do meio MNM, originalmente 0,25 g.L™" (C/N
50/1), foi alterada para 0,75 g.L™", pois Marx (1969) modificou a fonte de carbono e n&o corrigiu o
nitrogénio, deixando o meio desbalanceado para aplicagdes em estudos de crescimento. Em
diversas aplicagbes também se adicionou 0,2% de carvao ativo neutralizado no meio de cultura
para placas. A composi¢cao desses meios € apresentada no Quadro 4.2, sendo denominados da

seguinte forma:

= MNM Meio de Melin-Norkrans Modificado (MARX, 1969);

= PGK Meio Pridham-Gottlieb (LITCHFIELD e ARTHUR, 1983) com modificagctes
propostas por KUEK (1996);

= PGKM Meio utilizado por KUEK (1996) com modificagcdes propostas neste trabalho.
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Componentes MNM PGK PGKM
(9L”) (9L") (9.L7)
Glicose 10,0 10,0 14,0
Peptona de soja - 3,33 5,00
Extrato de levedura - 0,67 -
Extrato de malte 3,0 - 3,00
CaCl, 0,050 - -
NaCl 0,025 - -
NH4NO; - 1,0 0,90
(NH,),HPO, 0,75 - -
NH,CONH, - - 0,10
KH,PO,4 0,50 0,264 0,264
KoHPO, - 0,628 0,628
MgS0,.7H,0 0,15 0,330 0,330
CuS0,.5H,0 - 0,0021 0,0021
MnCl,.4H,0 - 0,0004 0,0004
ZnS0,4.7H,0 - 0,0006 0,0006
FeS0O,.7H,0 - 0,0005 0,0005
FeCl; (solugéo 1%) 1,2 mL - -
Tiamina-HCI 100 nug - -
Relagédo C/N 14/1 10/1 14,6/1

Quadro 4.2 Composi¢cao dos meios de cultura utilizados como base para os estudos de produgao de
biomassa.

Uma variagdo diluida do meio PGKM também foi utilizada, contendo (em g.L™"): glicose
10,0; peptona de soja 2,5; extrato de malte 1,5, e sais 70% da formulagdo. Na maioria das vezes

os meios de cultura foram complementados com os micro-nutrientes apresentados no Quadro
4.3.

Componentes QU?“E_‘?;‘de
g.
N32M04.2H20 0,00200
H3BO; 0,00300
CoCl,.6H,0 0,00003
Kl 0,00075

Quadro 4.3 Micro-nutrientes para complementagao dos meios de cultura.

Nota:

Ao longo da apresentagéo serdo mencionados muitas vezes os termos inéculo e inoculante.
Apesar de em esséncia ter o mesmo significado, o termo inoculante é utilizado aqui com
proposito de designar um produto para inoculagéo de plantas, enquanto que indculo € utilizado

para designar a biomassa utilizada para inocular o meio de cultura.

' Exceto para FeCls e Tiamina-HCI, conforme unidades em destaque.



57

4.3 Condicoes de cultivo e de operagao

Os fungos ectomicorrizicos ndo esporulam em cultura, mas somente através das
frutificagbes (cogumelos), fazendo com que o inéculo para cultivo desses fungos seja constituido
de uma suspensdo de hifas. Como observado em estudos anteriores (ROSSI, 2001), as
dificuldades para produgao do inéculo desses fungos sdo maiores em shaker, além disso, no
cultivo em meio liquido estatico a biomassa cresce na superficie facilitando sua separagdo do
extrato que normalmente é téxico ao proprio fungo. A simplicidade, o menor risco de
contaminagao e o alto rendimento, fazem do cultivo estatico uma 6tima opgao para produgao do
inéculo em pequena escala.

Devido a utilizagcdo de varios isolados e, principalmente, a falta de um sistema de
controle do pH, neste trabalho nao foram realizados estudos para otimizacdo das condicdes de
cultivo. Desse modo, o pH adotado foi aquele mais utilizado no cultivo desses fungos, e a
temperatura foi a média que ocorre normalmente na regido de Santa Catarina.

Como o cultivo dos fungos constituiu o ponto central desta proposta, sdo apresentadas
abaixo as condigbes gerais utilizadas para tal fim:

1. Em placas de Petri: culturas incubadas em estufa tipo BOD a 25+1 °C, na auséncia de luz.

2. Em frascos: cultivo estatico em incubadora BOD, a temperatura de 25+1 °C e na auséncia
de luz. Foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 250 mL de volume com 25 mL de meio
de cultura. Os fungos foram inoculados na forma de discos de micélio-agar de 7 mm de
diametro (5 a 8 discos por frasco), obtidos de culturas recentes (20 a 30 dias) em placas.

3. Em biorreator: processo em batelada, a temperatura de 25+1 °C e vazao de ar constante.
No biorreator de inox, o cultivo foi conduzido na auséncia de luz, e no biorreator de vidro
permaneceu exposto a luminosidade natural. Os fungos foram inoculados na forma de

suspensao miceliana com concentragao variando entre 0,20 e 0,50 g.L'1.

4. O ajuste de pH nos meios de cultura, de regra em 5,8, foi realizado antes da esterilizagao e,
dependendo do ensaio, com uma solugédo equimolar de acido citrico/citrato de sédio (A/C)
0,1 M (SMITH, 1982), com a fungao auxiliar de manutengéo do pH, ou HCI/NaOH 0,1 M. Foi
utilizado um potencidmetro padrdo de bancada.

5. Nos cultivos em biorreator, foram utilizados 0,2 a 04 mL.L" do anti-espumante
polipropilenoglicol.
4.4 Procedimentos de desinfecgao e esterilizagao

1. A esterilizagdo de meios de cultura e utensilios foi realizada em autoclave com temperatura
de 121 °C.
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2. Os meios de cultura, com volumes inferiores a 1 L foram esterilizados durante 15 min.

3. Os meios de cultura, em volumes de 2,5 a 5 L, para fermentagdes em biorreator foram
esterilizados durante 20 e 30 min, respectivamente.

4. Todos os materiais acessorios para manipulagao direta com o fungo foram esterilizados
durante 20 min; o biorreator de vidro foi esterilizado durante 30 min. O biorreator de acgo
inox foi esterilizado por um processo que utilizou temperaturas entre 100 e 121°C, obtidas
através de uma entrada de vapor, gerado por uma autoclave de 8 L, conectada através de
uma derivagdo da entrada de ar. Durante a esterilizagdo dos pontos de alimentagao,
amostragem e descarga, entrada de ar, filtro de saida de gases, mandmetro e sensor de
oxigénio dissolvido (OD), a temperatura foi mantida entre 100 e 110 °C devido a
despressurizagcao causada pelas sangrias e a limitada geragao de vapor. Apds esta fase,
que durava 120 min., o biorreator foi pressurizado até atingir 121°C, permanecendo por
mais 30 min. O liquidificador utilizado para preparagdo das suspensdes micelianas era

constituido com uma jarra em ago inox esterilizavel.

5. Antes de cada fermentacéo, o piso da sala e superficies de bancadas foram desinfetadas
com solugdo de hipoclorito de sodio (0,2%). Esse procedimento foi importante para
prevencdo de vetores de contaminagdo como os acaros e formigas. Na ocorréncia de
contaminagao das culturas em biorreator, este foi esterilizado duas vezes seguidas, apos a

retirada do conteudo contaminado e limpeza.
6. Materiais contaminados foram esterilizados durante 20 min antes do descarte.

7. Os procedimentos de inoculagdo dos meios e de repicagens foram realizados sob

condi¢bes assépticas em capela de fluxo laminar.

8. Sementes foram desinfetadas pela imersdo em solugéo de alcool 70%, durante 30 s €, em
seguida, lavadas em agua destilada esterilizada. Posteriormente, as sementes foram
imersas em solugéo de hipoclorito de sédio 1% durante 20 min sob agitacado e, finalmente,

lavadas em agua estéril trés vezes consecutivas.

9. Para utilizagdo nos experimentos com plantas em casa de vegetagao, os tubetes plasticos
foram submetidos a esterilizagdo em autoclave durante 20 min, e o substrato de plantio

durante 60 min.

4.5 Métodos analiticos
4.5.1 Obtengado de amostras

Para o cultivo em frascos, foi empregada uma amostragem destrutiva com as amostras

compostas pelo conteudo total dos frascos, em duplicatas e triplicatas. Em alguns casos foram
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retiradas, assepticamente, aliquotas para determinacdo do pH e da glicose residual. Para cultivo

em biorreator foram retiradas amostras de 25 mL (biorreator de 2,3 L) e 40 mL (biorreator de 5 L).

4.5.2 Determinagéo da biomassa em cultura liquida

Para o cultivo tanto em frascos quanto em biorreator, a concentragdo celular foi
determinada através da massa seca. Para isso, amostras de volume conhecido foram filtradas
em papel de filtro previamente pesado, lavadas com igual volume de agua destilada e secadas a
75 °C até peso constante (minimo de 48 horas). A concentracao celular foi, entdo, determinada

através da Equacéo 4.1:

(Mg -my) (4.1)
Va

X=

Onde: X = concentragéo de biomassa (g.L'1)
ma+f = massa da amostra seca + massa do papel filtro (g)
ms = massa do papel filtro (g)
Va = volume da amostra (L)

4.5.3 Quantificagao da viabilidade de suspensao miceliana

A viabilidade de uma suspensdo miceliana, como a utilizada para inoculacdo do
biorreator ou para o processo de encapsulagédo, apresenta uma variabilidade dependente de
muitos fatores, como, por exemplo, a idade da cultura, o modo de fragmentacéo, o nivel de ATP
nas hifas e a presenga de metabdlitos toxicos. Assim, foi necessario encontrar técnicas para a
quantificacdo da viabilidade dessa suspensdo, pois no caso de cultivo em placas demora-se
mais de 2 dias para determina-la, ndo sendo possivel verificar o estado real naquele instante.

Uma dessas técnicas preconiza o uso de cloreto de trifenil tetrazolium (CTT) (BENSON,
1994). Essa técnica baseia-se no principio de que a atividade da desidrogenase de células
viaveis reduz o CTT a um produto vermelho (conhecido como vermelho de tetrazolium), que
pode ser medido por espectrofotometria. Para isso, adicionam-se 3 mL do reagente CTT (6 g.L™
de CTT em 0,05 M Na,HPO,/KH,PO4 tamponado em pH 7,4 + 0,5 mL.L™" de Tween 80) a 50-100
mg de micélio em tubo de 20 mL de capacidade. O micélio é retirado das bordas de col6nias
jovens, com uma semana de idade, obtidas em meio MNM sdlido, e constitui o padrdo, com
100% de viabilidade. Em seguida, infiltra-se o reagente sob vacuo durante 5 min., e incuba-se a
amostra, em triplicata, a 25 °C durante 10 h. Repete-se o procedimento descrito acima,
substituindo-se o micélio jovem obtido em meio sdlido, por micélio obtido através da metodologia
descrita no item 4.9.1, fragmentado em liquidificador. No dia seguinte, adicionam-se 7 mL de

etanol (95%) por tubo e extrai-se o complexo avermelhado formado, fervendo-se em banho-
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maria durante 4 min. As amostras de micélio sao filtradas em papel de filtro, lavadas e secadas a
75 °C durante 48 h para determinar a matéria seca. A absorbancia do complexo avermelhado é
determinada a 490 nm. Os valores das amostras fragmentadas sdo confrontados com os valores
padréo e a viabilidade é expressa em gramas de micélio viavel por grama de matéria seca
(ROSSI et al., 2002). Alternativamente, essa técnica foi utilizada apenas para ensaios
qualitativos rapidos, adicionando-se o reagente CTT na amostra e observando-se sob

microscopio estereoscopio a mudanga de cor das hifas apds cerca de 3 a 6 h.

4.5.4 Determinagao de carboidratos

A concentragdo de glicose nas amostras de cultivo foi determinada pelo método
enzimatico GOD, fundamentado na classica reacédo de Trinder (TRINDER, 1969), envolvendo a
oxidagao da D-glicose, pela glicose oxidase (GOD), a acido glucénico e peréxido de hidrogénio.
O peréxido de hidrogénio, na presenga de peroxidase, reage com o hidroxibenzoato de sddio e
4-amino-fenazona para formar o complexo-quinona. A intensidade da cor formada € proporcional
a concentragdo de glicose na amostra, podendo ser medida por espectrofotometria. Neste
estudo, foi utilizado o reagente comercial EnzColor® da Biodiagndstica, e a absorbancia foi
determinada a 500 nm.

Os agucares totais redutores foram determinados pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), adaptado de Miller (1959). O principio do método consiste na oxidagéo do
grupo aldeido presente nos agucares (redutores) e redugdo do acido 3,5-dinitrosalicilico em
condigbes alcalinas. Os ensaios foram realizados em tubos contendo 400 pyL de amostra
previamente diluida e 400 pL do reagente DNS2. Apos manter em banho-maria a 100 °C por 5
min., a mistura foi resfriada em banho de gelo e adicionada de 4 mL de agua destilada,
permanecendo em repouso por 15 min. A determinacao da absorbancia em espectrofotdmetro
foi feita a 540 nm. Uma curva padrao de glicose foi preparada com concentragdes na faixa de 0 a
3g.L™"

4.5.5 Determinagao de fendis totais

A determinagdo de fenois totais foi realizada por dosagem quimica, utilizando-se o
método da 4-amionoantipyrina (4-AAP) (YANG e HUMPHREY, 1975). Uma amostra de 50 pL do
extrato de cultivo foi misturada com 0,5 mL de tampéao glicina 0,1 M, pH 9,7, contendo 1% de

ferrocianeto de potassio. Em seguida, 2,5 mL de 4-AAP 1% (preparada com o mesmo tamp&ao)

2 DNS: 75 g de tartarato de sodio e potassio e 4 g de hidréxido de sédio dissolvido em agua destilada. Em
seguida, adicdo lenta e sob agitagdo constante de 2,5 g de acido dinitrosalicilico. Volume final para 250 mL.
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foram adicionados para formar uma cor vermelha na solugéo resultante, que foi determinada por

espectrofotometria a 595 nm, e posterior comparacdo com um padrao de fenol.

4.5.6 Dosagem de cor

A produgao de pigmentos € comum na maioria dos fungos ectomicorrizicos e pode ser o
indicativo de algum fator inibidor como as substancias fendlicas. A medida da coloragdo ou
descoloragao do meio de cultura produzido pelos fungos durante cultivo foi realizada através do
monitoramento da absorbancia a 465 nm em pH 7,6 nas amostras (SOARES e DURAN, 2001).

4.5.7 Determinagao da viscosidade

A presenca de micélio disperso pode alterar as propriedades reolégicas do meio de
cultura fazendo com que a viscosidade aumente com o aumento da agitagao reduzindo, assim, o
transporte de nutrientes, oxigénio e calor. A viscosidade aparente foi determinada ao longo de
um cultivo através da analise das amostras utilizando-se um viscosimetro rotacional com
geometria de cilindros concéntricos, modelo VT550 com sensor NV, da Thermo HAAKE. A
temperatura das amostras durante os ensaios foi mantida a 25 °C com a utilizagdo de um banho

termostatizado.

4.6 Determinagao das grandezas de transformacgao
4.6.1 Conversao de substrato em biomassa

A conversao de substrato em biomassa em um cultivo batelada a volume constante é:

dX
Y =% (4.2)

-dS

Essa grandeza € util na andlise de processos e na definicdo do substrato limitante.
Desde que as condi¢cbes ndo sejam alteradas significativamente ao longo do cultivo, Yys deve
ser constante, e a integragdo da Equagéao 4.2 fornece a Equacgao 4.3. Caso contrario, somente

seu valor instantaneo (Yx;s = dX/-dS) deve ser levado em conta.

X - Xo (4.3)
So-S

Yyxs =
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Onde: Yxss = fator de conversao de substrato (glicose) em biomassa (gce|.gsub'1)
Xo = concentrag3o inicial de biomassa (g.L™")
Sy = concentracao inicial de glicose (g.L™)
S = concentragdo de glicose durante o cultivo (g.L'1)

Representando-se os dados em um grafico X = f(S), o coeficiente angular da tangente a
curva em qualquer instante € Yyxs. A partir de seu valor, € possivel calcular o valor da
concentragdo da biomassa (X), a partir de um valor conhecido da concentragao de substrato (S)
(item 4.5.2).

Em fermentagbes industriais, principalmente com grandes volumes, dificiilmente sao
observados valores constantes dos fatores de converséo, tanto Yxs como Yxp e Ypis. Além da
conversdo depender do microrganismo em relagdo a natureza e composi¢gao do substrato,
também é afetada pelo tempo de mistura e pela transferéncia de oxigénio. Além disso, deve-se
considerar a parcela de energia da oxidagdo do substrato que € utilizada para manutengao das
atividades vitais (HISS, 2001), que torna-se mais significativa para microrganismos de
crescimento lento, fazendo com que um determinado consumo de substrato ndo produza sempre
um aumento proporcional na biomassa.

Introduzindo-se esse conceito através do consumo especifico de substrato para
manutengao (ms) ao balango material, obtem-se uma nova definigdo para o fator de converséo

que, sem demonstragdo, € apresentado através da Equagao 4.4.

"X +m (4.4)

1 S
YX/S

Ms =

Onde: s = velocidade especifica de consumo de substrato (dia'1)
Ux = velocidade especifica de crescimento de células (dia')
ms = coeficiente de manutengéo para o substrato (mgsub-gc3|_1.h_1)
Y’xs = fator de conversao de substrato em biomassa verdadeiro (gce|.gsub'1)

O balango poderia também ser ampliado com a introdugao de parcelas de consumo de
substrato para produtos do metabolismo, cujos valores experimentais sejam conhecidos,
resultando novos valores dos fatores de conversao e do coeficiente de manutengao. Entretanto,
todas as conclusdes a respeito de um determinado cultivo dependem muito da quantidade de
dados experimentais disponiveis sobre o sistema (HISS, 2001). Neste trabalho, devido a essas
limitagdes, foi considerado o valor médio de Yy;s definido pela Equacgao 4.3, e, também, por ser o

parametro mais utilizado na maioria dos estudos na area de engenharia bioquimica.

4.6.2 Velocidade especifica de crescimento

Pelo fato de a concentracdo celular aumentar durante um cultivo descontinuo,

aumentando, consequientemente, a concentragdo das enzimas responsaveis pela transformagéao
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do substrato, € mais coerente analisar o valor da velocidade instantdnea com relagéo a referida
concentragao celular. Por esta razao, o estado em que se encontra o sistema é melhor definido
pela velocidade especifica de consumo do substrato (us) e, do mesmo modo, a velocidade

especifica de crescimento das hifas (ux), conforme as expressoes:

-1 ds

TRE (4.5)
X dt

’ 1 dX

XE (4.6)

Onde: us = velocidade especifica de consumo de substrato (dia'1)
ux = velocidade especifica de crescimento de hifas (dia™)
t = tempo (dia)

As velocidades anteriormente definidas por unidade de concentragéo celular (GADEN,
1955) tém como dimensdo [tempo™'], desde que S e X estejam expressas em g.L”. Ao
representar a fase de crescimento exponencial em escala semilogaritmica, os dados
experimentais devem se alinhar. Entao, representando dados da fase exponencial em um grafico

In(X) =f(t), o coeficiente angular a curva em qualquer instante seria:

Assim, durante a fase exponencial, p € constante e apresenta seu valor maximo (u)°.
Desta forma, quando a biomassa estiver aumentando exponencialmente tem-se, segundo a

integragao da Equacgéo 4.7, considerando px = constante = py:
X = X eHm(t-h) (4.8)
Onde: (t; = tempo inicial = 0)
Ou, re-escrevendo de outra forma, tem-se:
INX =InXg; + py.-t (4.9)

Entéo, locando-se InX = f(t) obtém-se uma reta cujo coeficiente angular é puy. Como em
cultivo de fungos filamentosos ndo ocorre uma fase exatamente exponencial, devido as

limitagbes de transferéncia de massa nos aglomerados de hifas ou pellets, os valores de

% Obs.: O valor de pux € 0 maximo para as condi¢gdes do experimento, o que ndo implica que seja 0 maximo para
0 microrganismo.
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velocidade obtidos através dessa metodologia foram considerados como médias dentro do
intervalo onde os dados foram ajustados. Curvas de velocidade especifica de crescimento para
determinacdo dos coeficientes de manutengéo (item 4.8.5), foram obtidas através do método
geométrico de calculo das derivadas proposto por Le Duy e Zajic (HISS, 2001), utilizando-se

uma planilha de calculos do Microsoft Excel®.

Pode-se, também, obter o tempo de duplicagdo da biomassa, considerando-se X = 2Xy;

na Equagéo (4.9), o que resulta em:

In2
=— 410
dup thy (4.10)

t

Onde: tyyp = tempo para duplicagéo da biomassa (dia)

Com a Equacéo (4.9) e o conhecimento da velocidade especifica de crescimento, pode-

se prever a duragédo de um cultivo, sabendo-se a concentragao inicial de biomassa.

4.6.3 Velocidade especifica de respiracao
A velocidade especifica de respiracao € definida como:

_1do, (4.11)

% x gt

Onde: Qo2 = velocidade especifica de respiragao (mgOz.gce|'1.h'1)
dO,/dt = velocidade de consumo de oxigénio (mgO2.L™".h™)

A grandeza Qq, representa a caracteristica biolégica do sistema, pois ela depende do
microrganismo empregado, da composi¢do do meio e das condi¢des de cultivo (pH, temperatura,

etc.). A sua determinagéo é feita conjuntamente com o k a descrito no item 4.8.3.

4.6.4 Produtividade em biomassa

Uma definigdo especial de velocidade, cujo interesse pratico esta na avaliagdo do

desempenho de um cultivo, é a produtividade média em biomassa definida por:

4.12)
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Onde: Px = produtividade média em biomassa (g.L'1.dia'1)
Xm = concentragio maxima de biomassa (g.L™")
tr = tempo total do cultivo (dia)

Apesar de ser utilizada neste trabalho, a produtividade tem interesse maior quando o
processo de producdo se encontra mais definido e padronizado, principalmente com relacéo ao
inéculo, pois o estado fisiologico e a quantidade inicial de biomassa interferem no tempo de
cultivo e, desse modo, na produtividade. Além disso, foi considerado apenas a produtividade do

cultivo e ndo a do processo como um todo.

4.7 Estudos preliminares

4.7.1 Viabilidade de inoculante produzido pelo método tradicional — FES

Com o propoésito de comparar a viabilidade dos inoculantes encapsulados em gel, foram
produzidos inoculantes dos isolados utilizando-se o método tradicional de fermentagdo no estado
solido (FES) (ALVES et al., 2001; SOUZA et al., 2004), em frascos de conserva. Para isso, a
partir do micélio produzido em dois frascos de Erlenmeyer foram preparadas suspensdes (item
4.10.1), sem adigdo de carvao e utilizando-se 100 mL meio MNM ao invés de solugdo salina.
Cerca de 60 mL das suspensdes foram utilizados para inocular 250 mL de uma mistura turfa-
vermiculita (1:4, v:v) em frascos tipo conserva de 600 mL. Particulas de turfa menores que 1 mm,
e particulas de vermiculita entre 4 e 5 mm, foram selecionadas por peneiracédo. O substrato foi
umidificado previamente com 40 mL de meio MNM, o pH foi estabilizado previamente e a mistura
foi esterilizada durante 20 min.

No total foram adicionados 100 mL de meio de cultivo por frasco (40%, v/v), permitindo
uma producao de biomassa estimada em 0,35 g.L'1, considerando-se os valores de conversao
em torno de 42% (ROSSI, 2001). Esse dimensionamento foi adotado para obter-se uma
equivaléncia em relagdo a biomassa das capsulas, de modo a permitir uma comparagéo mais
confiavel. Na tampa de cada frasco foram feitos dois furos de @ = 1 cm que foram selados com
duas camadas de esparadrapo tipo Milipore® antes da esterilizagdo, para permitir a troca de
gases.

Os frascos foram selados com fiime PVC e mantidos em estufa tipo BOD para
crescimento do micélio durante 2 meses, nas mesmas condi¢des utilizadas para os demais
cultivos (cf. item 4.3). Apds esse periodo, o substrato colonizado foi lavado com agua destilada
estéril para remocgéao de residuos de agucares e/ou metabdlitos. A lavagem consistiu da adigao,
por duas vezes, de um volume de 300 mL de agua e cuidadosa agitagéo utilizando um bastao de
vidro estéril. As particulas mais pesadas da turfa sedimentaram, podendo-se separar as
particulas de vermiculita contendo o micélio e que permaneceram inteiras. Em seguida, foram

acondicionadas ainda Umidas em frascos e armazenados a 8 °C. A viabilidade do micélio foi
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testada periodicamente em meio MNM sdlido em placas de Petri (cf. item 4.10.4.1), utilizando-se

porcdes de inoculante equivalente ao volume de uma capsula.

4.7.2 Efeito do carvao ativo na viabilidade do micélio

Foram realizados estudos para avaliar o efeito do carvdo ativo na viabilidade de
suspensdes micelianas e de capsulas de inoculante, em relacdo ao tempo de armazenamento.
Para isso, foram preparadas suspensdes do micélio obtido em meio liquido através de
fragmentacdo em solugéo salina (0,85% NaCl) em liquidificador, durante cerca de 8 segundos.
As suspensbes foram divididas em duas fragdes, numa delas foi adicionado 0,25% de carvao
ativo neutralizado (TENG, 1997). Uma parte da suspensdo com carvao foi utilizada para
producdo de capsulas, conforme descrito no item 4.10.3. A outra parte da suspensao com
carvao, juntamente com a fragdo sem carvao, foi armazenada em refrigerador para testes de
viabilidade, inoculando-se periodicamente 2,5 mL em meio sélido em placas e, posteriormente,
incubando-se em estufa BOD. Ambas as suspensdes foram testadas em meio de cultura sem
carvao e, também, em meio contendo 0,25% de carvéo ativado.

4.7.3 Tempo de fragmentagao do micélio

Para avaliar o efeito do tempo de fragmentagao sobre a viabilidade do in6culo, e permitir
a definicdo de um tempo de fragmentacgao apropriado, foram preparadas para cada isolado duas
suspensodes de micélio obtido em cultura liquida através da fragmentagdo em solucao salina em
liquidificador a 3600 rpm, durante 10 e 60 segundos. As suspensdes foram adicionadas de
0,25% de carvao ativo neutralizado e armazenadas em refrigerador para testes de viabilidade,
inoculando-se periodicamente 2,5 mL em meio sélido em placas e, posteriormente, incubando-se
em estufa BOD. Ambas as suspensées foram testadas em meio de cultura solido contendo,
também, 0,25% de carvéo ativo.

4.7 .4 Estabilidade do gel de alginato de calcio

O intumescimento, seguido de desintegragédo, observado em capsulas durante alguns
testes com tampbes, sugeriu a realizagdo de ensaios para verificar o que provocava a
desestabilizagdo do gel e como isso poderia afetar a viabilidade do inoculante. Para isso, 20
capsulas de dois isolados (UFSC-Rh106 e UFSC-Pt116) foram colocadas em trés condig¢des:
agua destilada pH 3,5 e pH 6,5 e em solugao salina (0,85% NaCl). Apds 24 h foi observado em
qual dos tratamentos ocorreu aumento de volume das capsulas. Em ensaio paralelo, para cada
isolado, 10 capsulas foram inoculadas em quatro frascos com meio de cultura liquido. Apds 24 h,
e decorrido ou ndo o intumescimento, dois frascos de cada isolado foram agitados intensamente
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para desintegrar as capsulas e, posteriormente, foram incubados para verificar a viabilidade.
Para cada isolado foram, também, inoculadas cerca de 25 capsulas em meio de cultura solido
em placas, contendo excesso de sodio e incubadas para verificar a viabilidade. Os meios de
cultura continham um excesso de ions sédio, pela presenga de tampao citrato.

4.7.5 Determinagao das velocidades em cultivo estatico

Para efeito de comparagéo e planejamento dos experimentos em biorreator, cultivos em
frascos estaticos foram realizados para obtengao dos parametros cinéticos dentro das condi¢des
do item 4.3 (1). Os fungos foram inoculados em meio PGKM liquido na forma de discos de
micélio-agar de 7 mm de diametro, obtidos de culturas recentes (20 a 30 dias) em placas. Foram
utilizados de 5 a 8 discos viaveis para inocular 25 mL de meio em frascos de Erlenmeyer de 250
mL de volume. Esse pequeno volume de meio permite que os isolados cresgam facilmente na
superficie do liquido e captem o oxigénio diretamente da atmosfera do frasco, onde esta em
quantidade suficiente para total conversdo do substrato (ROSSI, 2001). Os frascos foram
selados para evitar a entrada de acaros e outros contaminantes durante o periodo de incubacgéo
que se estendeu por mais de dez dias. Os dados de matéria seca, pH e glicose residual foram
obtidos ao longo do cultivo, com periodicidade variavel entre os isolados em funcdo das
diferentes velocidades de crescimento exibidas. As amostras obtidas foram destrutivas e em
duplicata. Esses dados permitiram determinar a velocidade especifica de crescimento, a

produtividade e a conversao de substrato em biomassa.

4.7.6 Fatores que afetam o método dindmico em biorreator airlift

O método dindmico € um ensaio que utiliza um eletrodo especifico para medida da
concentragdo de oxigénio dissolvido em um meio liquido. Apds aplicacdo desse método no
biorreator airlift durante o cultivo, para determinagao do coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio e da velocidade especifica de respiracdo, foi necessario considerar certos
parametros para o tratamento dos dados como a velocidade de sedimentacdo, atraso no tempo

de resposta do eletrodo, dentre outros, apresentados a seguir.

4.7.6.1 Sedimentagado da biomassa

Durante o cultivo dos fungos ocorreu um aumento da massa dos pellets e,
consequientemente, uma variacido da velocidade de sedimentacdo. Através das amostras de
biomassa foram realizados ensaios em uma proveta de 50 mL para determinar as velocidades

de sedimentacao. As diferentes bandas de concentracdo que se formam devido aos diferentes
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tamanhos das particulas, tipicas em ensaios de sedimentagdo, ndo chegam a se destacar em
curto espaco de tempo (por ex. 30 s). Assim, considerou-se para a definicdo dessas velocidades
o tempo decorrido para sedimentagdo da banda com a concentragcdo de biomassa visivelmente

mais uniforme.

4.7.6.2 Hidrodindmica

A sedimentacdo da biomassa resulta numa concentragao de oxigénio dissolvido variavel
ao longo da altura do biorreator, principalmente entre o topo e a base. Com a retomada da
aeragao, ocorre inicialmente uma instabilidade nas leituras devida a mistura de liquido com
diferentes concentragbes de oxigénio dissolvido e, devida, também, a hidrodindmica do
biorreator. O tempo necessario para a homogeneizagao da concentragdo do OD foi determinado
do modo como descrito no item 4.9.2.3, sendo utilizado para selecionar os dados nao afetados
por esse fendmeno, para a determinagao do k a.

4.7.6.3 Constantes de atraso do eletrodo de oxigénio dissolvido

Considerando que o sinal do sensor (C,) varia no tempo proporcionalmente a diferenga
entre a concentragéo real do oxigénio dissolvido (C) e o sinal (C,) (AIBA e HUANG, 1969),
tem-se:

dc,

=k, (C-Cp) (4.13)

Onde: C, = concentragao de OD lida pelo eletrodo (mgOz.L'1)
kp = constante de atraso do eletrodo (h'1)

As constantes de atraso do eletrodo (k,) foram determinadas através de um ensaio
degrau onde, primeiramente, zerou-se a leitura do sensor imerso em agua através da injegao de
nitrogénio e, posteriormente, introduziu-o imediatamente em liquido saturado de O, e
registraram-se as leituras obtidas. Foram realizados trés ensaios em meio de cultura estatico
saturado de oxigénio, e trés em meio de cultura saturado sob agitagdo constante proporcionada
pela prépria aeragéo, caso em que se minimiza o efeito do filme estagnado na membrana do
sensor.

Nas condi¢des do ensaio degrau tem-se desde o instante t = 0 que C = Cg, e a Equacao
4.13 resulta em (SCHMIDELL, 2001):

(4.14)

dc,
k(G Cy)

ou:
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C
In{1-—2 |=-k .t (4.15)
Cq P

Locando-se os valores de In(1-C,/Cs), em fungéo do tempo, obtidos do ensaio degrau para as

duas situagdes, o ajuste permitiu a obtengéo dos valores de k.

4.7.6.4 Constante de atraso do sensor de temperatura

O atraso na resposta dos termdmetros durante os ensaios para determinagdo do tempo
de mistura (item 4.9.2.3), também foi determinado através de um teste degrau. Para isso,
primeiramente ajustou-se a temperatura do termémetro para zero com agua a 0 °C e, em
seguida, colocou-se 0 mesmo em agua a 63 °C, registrando-se as leituras obtidas a cada 5
segundos. Considerando-se um raciocinio semelhante ao descrito acima, obteve-se um valor

para a constante de atraso dos termémetros. Foram utilizados termémetros digitais idénticos.

4.7.6.5 Efeito da despressurizagao

No momento da realizacdo do método dindmico, com a interrupgdo da aeragdo, ocorre
uma despressurizagao gradativa do biorreator e uma consequente variagdo na concentragao de
oxigénio dissolvido, tanto pela variagdo da pressdo parcial de oxigénio, quanto pelo possivel
efeito da pressédo sobre a membrana do sensor. O resultado € como se houvesse um consumo
adicional de oxigénio. Para o cultivo de fungos com baixa velocidade de respiragdo, esses
valores podem ser significativos, necessitando de correg¢édo. Para isso, manteve-se o biorreator
sob aeragdo por 20 min (APENDICE C) e, decorrido esse tempo, a vazdo foi interrompida
registrando-se as leituras da queda da concentragdo de oxigénio dissolvido devido a
despressurizagdo. Foram realizados ensaios apenas em agua a 25 °C e nas trés vazdes
especificas de ar definidas para os estudos de transferéncia de oxigénio (0,20, 0,36 e 0,52 vvm),
em duplicatas. O valor do consumo aparente, obtido para cada vazao, foi utilizado para corrigir

os valores de Qop.

4.8 Transferéncia de massa

4.8.1 Determinagao da solubilidade do oxigénio em meio de cultura

A medida da concentracdo de oxigénio dissolvido é baseada na equacéo que relaciona a

concentragédo de OD no equilibrio a pressao parcial de oxigénio no gas:
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C =Hp

. (4.16)

¢}

Onde: Cs = concentragdo de saturagdo do oxigénio no liquido (mgOz.L'1)
H = constante de Henry (mgO2.L".atm™)
pg = pressao parcial de oxigénio no gas (atm)

A corrente de um eletrodo de oxigénio € proporcional a pg. Como a constante de Henry
(H) é dependente de varios parametros fisico-quimicos, como temperatura, presséo e
concentragdo de soluto, € impossivel obter-se uma medida direta da concentracdo de oxigénio
dissolvido com um sensor de oxigénio. Entretanto, é possivel calibrar o sensor através da
liberacdo de uma quantidade definida de oxigénio numa solugédo, onde o mesmo foi previamente
removido pela injecado de nitrogénio. Desenvolvido por Kappeli e Fiechter (1981), esse método é
uma alternativa pratica e precisa em relagdo ao método titulométrico de Winkler (1888).

Utilizou-se um baldo de vidro adaptado com trés saidas. Numa delas foi instalado o
mesmo sensor de oxigénio dissolvido utilizado no biorreator, a outra saida foi utilizada para
entrada de nitrogénio para retirada dos gases, e a terceira serviu para entrada de reagentes e
retirada de amostras. O sistema foi colocado em banho termostatizado e submetido a agitagéo
magnética. O ensaio foi conduzido adicionando-se 360 mL de meio de cultura PGK e mantendo
uma vazdo de 140 mL.min™' de N, sobre o liquido, de forma a evitar transferéncia de oxigénio
pela superficie. Primeiramente o oxigénio do meio foi removido pelo borbulhamento de N,. Apds
0 sensor atingir a corrente zero (cerca de 1% da corrente em ar ambiente, segundo a
especificagao do fabricante), a inje¢cao de nitrogénio foi interrompida e adicionaram-se 100 yL de
H,0, 1 M. O oxigénio foi liberado para a solugao pela reagdo do H,O, com catalase em excesso,
fornecendo uma leitura através do eletrodo. A concentragdo exata do H,O, adicionada foi de
1,024 M, determinada por titulagdo com KMnO, padronizado com oxalato de sédio (padrao
primario). O processo foi repetido para diferentes volumes de H,O, adicionada (20, 50, 75, 100,
150 pL), obtendo-se diferentes respostas do eletrodo. Com o grafico obtido, determinou-se a
quantidade de H,O, necessaria para a saturagdo do meio de cultura, onde a quantidade de

oxigénio foi obtida pela estequiometria e volume da reagao, sendo expresso em mgOz.L'1_
4.8.2 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
Entre as teorias que permitem o equacionamento da transferéncia de oxigénio, a mais

utilizada é a que considera a existéncia de duas peliculas (ou filmes) estagnadas e em equilibrio

entre a interface gas-liquido, como ilustra a Figura 4.1 (SCHMIDELL, 2001).
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filme gasoso filme liquido

‘rfulmp liquido celula

Figura 4.1 Representagédo da interface entre as bolhas de ar e o meio liquido com as peliculas

estagnadas.

Por esse modelo, a transferéncia ocorre apenas por difusdo, dependendo de um
gradiente, na pelicula gasosa, entre a pressdo parcial de O, no interior da bolha (pg) e na
interface (pi), e na pelicula liquida, um gradiente de concentragédo de O, na interface (C;) e o seio
do liquido. Admitindo que o sistema esteja em estado estacionario e que o perfil de concentragao
de oxigénio no interior das peliculas seja linear, pode-se definir o fluxo de oxigénio por unidade
de area interfacial como:

n02 =kgH(pg -pi)=kLH(pi -pL) ou, (417)

n C,-C,)=k (C,-C) (4.18)

02 = Kql

Onde: noz = fluxo de oxigénio (mgO2.cm™.h)
kg = coeficiente de transferéncia de massa da pelicula gasosa (cm.h™)
k. = coeficiente de transferéncia de massa da pelicula liquida (cm.h™)
C = concentrag&o de oxigénio no liquido (mgO2.L™")
Ci= concentraggo de oxigénio dissolvido na interface gas-liquido (mgO2.L™")

Como ndo se podem estabelecer os valores relativos a interface gas-liquido,
determinam-se os valores das concentragdes no seio do gas e do liquido, trabalhando-se com o
coeficiente global de transferéncia de oxigénio, que corresponde a soma das duas resisténcias.
Entretanto, como a resisténcia devido ao filme gasoso € muito pequena frente a resisténcia do

filme liquido, pode-se desconsidera-la, resultando em pg = p; e C;= Cs. Assim:

Ny, = kLH(pg -pi) = kL(Cs -0) (4.19)

A area interfacial de troca de massa ¢é de dificil quantificagdo devido ao grande numero

de bolhas, podendo-se definir:

a= areainterfacial de transf. de massa
volume total de liquido
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Assim:

no,@=kaHp, -p)=ka(C,-C) (4.20)

Onde: k. a = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™)

Nao estando em estado estacionario em termos de transferéncia de O,, a variacdo no

tempo (t) da concentragéo de oxigénio dissolvido (C) € dada por np, = dC/dt, ou seja:

dC _ (4.21)
4 TkalC-0)

Existem diversas técnicas para determinagao do k_a, sendo a técnica do sulfito, e suas
variagdes, bastante tradicional. Neste trabalho foi utilizado um método que também ¢é tradicional,
e que utilizou apenas o sinal de resposta de um eletrodo imerso no liquido submetido a aeragao,
conhecido como método dinamico (ou método direto) (HUMPHREY e TAGUCHI, 1966).
Inicialmente, injetou-se nitrogénio no liquido para eliminar o O, dissolvido, até a sonda indicar o
valor de corrente zero. A seguir, iniciou-se a aeracgéo do liquido, nas condi¢des desejadas para
determinacao do k_a (vazao, temperatura, etc.), passando-se a registrar o sinal da sonda a cada
10 s até o transmissor indicar o valor de 100% (o sensor foi previamente calibrado no liquido

saturado de O,).

4.8.2.1 Determinagao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

O k_a foi obtido através de um balango de massa no sistema (Figura 4.2), considerando-
se o riser, onde o ar foi injetado e ocorreu o contato gas-liquido numa mistura perfeita, e o
downcomer, onde a fase gasosa foi desprezada e o escoamento considerado plug-flow
(PEDRINI, 1997).

Dowenicomer
Ry

Figura 4.2 Esquema para o balango de oxigénio na fase liquida em biorreator airfift com circulagao externa.
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O balango de massa para o oxigénio na fase liquida no riser resultou em:

d(C.V") :
. ~=F_.C4-F .C+ka(Cs-C).V (4.22)

Onde: V|'= volume de liquido no riser (L)
F. = vaz&o volumétrica de liquido (L.h™)
Cq = concentraggo de oxigénio no downcomer (mgOa.L™)

Na abordagem de Pedrini (1997), a concentragao de oxigénio no downcomer foi expressa por:
(4.23)

Caty=C(t-ty

Onde: ty = tempo gasto para o liquido percorrer o downcomer (s)

Desde que ndo se alterem as condigdes hidrodindmicas (item 4.9.2.1), o volume de

liquido no riser permanece constante, e através das Equacgbes 4.22 e 4.23, tem-se:

de(t) _ Rty (C(t-td)-C(t)

ot v j* k,a(Cq -C) (4.24)

d

Considerando-se que t4 seja suficientemente pequeno para que a diferenga da Equagao

4.24 possa ser aproximada pela sua derivada, pode-se escrever:

dC _ C(t)-C(t-ty) (4.25)
dt t,

Re-arranjando a Equacéo 4.24 levando em consideragédo a Equagéo 4.25, tem-se:

dc|, F
o 1 va t, |=ka(C,-C) (4.26)
L

Sendo que:

Onde: V; = volume do riser (L)
Vg4 = volume do downcomer (L)

Entretanto, pela alta eficiéncia observada no separador de gas, foi considerado
desprezivel o valor de gas holdup no downcomer (gq4) €, que €, = €. Entdo, a Equacgao 4.26 pode
ser escrita como:
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acf,. Ve ). ] 4.27
o (1 V(H)j k a(C, -C) (4.27)

r

Integrando-se a Equacgao 4.27, conhecendo-se as condig¢des iniciais (t = 0; C = 0), tem-se:

C
In(1 - Ce ) =-zk a.t (4.28)

-1
sendo: z= {1- Vs J , que é constante para cada vazao de operacéo.

ou:

C _ (1_e-sza.t)
Cs

(4.29)

Devido a inexisténcia da fase gasosa no downcomer, seu volume, que representa cerca
de 7% do volume util do biorreator, ndo contribui para a transferéncia de oxigénio. O termo z
representa essa perda devida ao menor volume disponivel para essa transferéncia. Locando-se
In(1-C.Cs™").z" em funcéo do tempo, a partir dos dados experimentais obtidos através do ensaio
dinamico, obtém-se uma reta cuja inclinagéo fornece o valor de k.a. A fragdo C.Cs” é o proprio
sinal do sensor calibrado no intervalo de 1 a 100%, ndo necessitando do conhecimento da
concentragdo de saturagdo (Cs). Esse ensaio para determinacdo de ki a foi utilizado sem a
presenga do microrganismo, tendo importancia principalmente para avaliar o desempenho do
sistema de aeragédo e de diferentes tipos de biorreatores. Entretanto, como o k,a é afetado
durante o cultivo, seja pela alteragdo da viscosidade do meio de cultura (JIN et al., 2001), ou pela
presenga da propria biomassa, a metodologia para sua determinagcdo, nesse caso, é
apresentada no item 4.8.3.

O valor de ka obtido ainda ndo é correto, porque o sensor ndao acompanha
perfeitamente a variagdo na concentragdo de oxigénio, podendo necessitar de correcdo devido

ao atraso de sinal.

4.8.2.2 Correcgao do k a em fungéo do atraso na resposta do eletrodo

Para corrigir o atraso de sinal do sensor, segundo o procedimento proposto por Schmidell
(2001), introduziu-se na Equagéo 4.13 o valor de C em fungédo do tempo, obtido a partir da

Equacgao 4.29, e a integragao da equacgao resultante resultou em:

Cp _ 1+ zk_a o ket Kp o Zkiat (4.30)
Cs kp - sza kp - sza
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Ajustando-se a Equacédo 4.30 aos dados experimentais (C, = f( t )), utilizando uma
rotina de calculo, obtém-se o valor correto de ki a. O valor da constante de atraso do sensor

foi determinado conforme descrito no item 4.7.6.3.

4.8.3 Transferéncia e consumo de oxigénio durante o cultivo: determinagao do kia e Qo>

Apesar de o método dinamico ter sido utilizado para determinagao do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_.a) sem a presenga do fungo, a maior importancia
da aplicagdo do método foi na determinagdo do k,a durante o cultivo e, também, da
velocidade especifica de respiracao (Qoz2).

Durante o cultivo, enquanto o biorreator transfere oxigénio da fase gasosa para a
fase liquida, o fungo consome o oxigénio dissolvido. O equacionamento através de um
balanco de oxigénio no meio liquido, levando em conta o volume total do biorreator, pois o
consumo também ocorre no downcomer, e a Equacgao 4.27 que ja considera a auséncia de

transferéncia nesse trajeto, resulta em:

d(CV) _
— =z a(Cy-C).V-Q, XV (4.31)

Onde: Qo2 = velocidade especifica de respiragdo (mgOz.gce|'1.h'1)
V = volume do biorreator (L)

ou:

dc
4 S 7A(C-0)-Qq X (4.32)

2

A variagdo da concentracdo de oxigénio dissolvido no liquido é o resultado da
diferenga entre a quantidade que se consegue dissolver {zk a(Cs-C)} e o oxigénio consumido
pelo fungo (Qo2X). A cinética do cultivo esta considerada pela equagao anterior, pois X varia
com o tempo e Qo> varia com px.

A determinagdo do kia e da Qgp, também foi realizada com emprego do método
dindmico (SCHMIDELL, 2001). Em determinado instante, interrompe-se a aeragdo para
anular a transferéncia de oxigénio. Conforme ilustra a Figura 4.3, a concentragdo de O,
dissolvido Cp, no instante inicial, comeg¢a a diminuir, e o sinal do sensor é registrado
continuamente. Ao se atingir certo valor Cyq, retoma-se a aeragao nas condicdes normais e
registra-se o aumento da concentragdo de O, dissolvido até atingir novamente o valor
anterior Cy. Este procedimento deve levar somente alguns minutos, dependendo muito do

estagio do cultivo, sendo importante que a concentragdo nao atinja valores criticos que
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afetariam o metabolismo. Nesse curto espaco de tempo, pode se supor que nao ocorre

aumento de X e que Qp, se mantém constante.

Para o trecho sem aeracéo, resulta da Equacgao 4.32 que:

PR R (4.33)

Com a consideragao anterior de que Qo € constante, a Equagao 4.33 pode ser integrada

resultando:
C=¢C, -Q02 X(t-t,) (4.34)

A Equagdo 4.34 prevé uma variagao linear com o tempo no trecho sem aeragéo. Assim,
foi obtido o valor de Qg através do coeficiente angular Qo.X e do valor de X obtido da analise da

amostra retirada no momento da realizagao desse ensaio.

Conc. 02 dissolv. (C)

1 1 1 1
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Figura 4.3 llustracdo para explicar o método dindmico utilizado para determinar o kia e a Qo2
(adaptada de SCHMIDELL, 2001).

O valor de k_a foi determinado com a utilizacdo dos dados obtidos durante o aumento da
concentragdo do O dissolvido, ilustrado pelo segundo trecho da Figura 4.3, onde a Equacgao
4.32 foi aplicada integralmente. Considerando estado estacionario no momento que antecede a

interrupgao da aeracao (C = Cy), verifica-se que:

Co =Cs - Qo2 X (4.35)
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Re-arranjando a Equacgao 4.32, obtém-se:

9C_ ok alc. Q02X |4 ac (4.36)

Introduzindo a Equacao 4.35 na Equacao 4.36, fica-se com:

‘f =z a(C, -C) (4.37)

A integracdo da Equacgéao 4.37, onde para o instante inicial de retomada da aeragéo t = t,

tem-se C = Cy4, fornece:

Cy,-C
In =-zk a(t-t 4.38
()t -

Entado, locando-se C = f( t ), conforme a Equagédo 4.38, obteve-se uma reta cujo

coeficiente angular forneceu o valor de k_a.

4.8.3.1 Corregao do k a e Qo em fungéo do atraso na resposta do eletrodo

Pela mesma raz&o apresentada no item 4.7.6.3, podera ser necessaria a corregédo do k.a
e da Qo», neste caso na presenga do fungo. Isso pode ser realizado, seguindo novamente o
procedimento de Schmidell (2001). Retomando a Equagao 4.34 e fazendo-se ty = 0 (instante

inicial da interrupgédo da aeragao), e introduzindo o valor de C na Equacgéao 4.13, fica-se com:

dC
dt

® =K, (Co - QpX-t-C)) (4.39)

Que apés integracao fornece:

1 1
C,=Co-Qp,X|t-—+—— 4.40
p = oMo [ Ko kp.ekth (4.40)

Onde: Cy = Cpp = concentragao de O, antes da interrupgdo da aeragao, coincidente com o sinal do eletrodo.

Ajustando-se a Equagéo 4.40 aos dados experimentais (C, = f( t )), obtém-se o valor
correto de Qo,. Analogamente, para a correcdo k.a levando em conta o atraso do sensor,
retoma-se a Equacgao 4.37 e integra-se a partir de um instante t, (atraso), cuja concentragao de

oxigénio dissolvido é Cy,, resultando em:
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) zkat (4.41)

C=C,-(C,-C,, e

A substituicdo deste valor de C na Equacgéo 4.13, e a integragdo da equacéo resultante
fornecem:

k Kp (Co 'Coz) Kt ) e-zk,_at

t Kt
T rGo(1-e T ko -zk a (e
PTERL

Co=C,e ) (4.42)

Onde: Cpo2 = sinal do eletrodo no instante t, = 0 considerado para integragao
Co2 = concentracao real de Oz no instante t; = 0.

Ajustando-se a Equacdo 4.42 aos dados experimentais (C, = f( t )), obtém-se o valor

correto de ka.

4.8.4 Concentracgéo critica de oxigénio

O valor da Qg, para um determinado microrganismo € fungdo da concentragdo de

oxigénio dissolvido no meio liquido (C), seguindo um modelo tipo Monod (Figura 4.4-a).

QO,(gO~geel.h) c

C\:m

Cerit

C(mgQ,/L) Tempo
(a) (b)
Figura 4.4 Modelo de Monod para o crescimento microbiano (a). llustragdo para explicar a

determinagao do C.; com a utilizagdo de um sensor de oxigénio dissolvido (b).

Nessa figura observa-se que abaixo de uma determinada concentragdo de oxigénio
dissolvido, denominada de concentragdo critica (C), a velocidade especifica de respiragao
passa a ser limitada e, conseqlientemente, o crescimento celular. O C.; foi determinado
interrompendo-se a aeragdo em determinado momento do cultivo e anotando-se a queda do
oxigénio lido pelo sensor (Figura 4.4b). Como a biomassa é considerada constante durante o
curto tempo de realizagdo do ensaio, a velocidade de respiragao também permanece constante,

enquanto houver oxigénio suficiente. A partir de certo ponto a concentragdo de oxigénio
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dissolvido torna-se insuficiente e o0 momento que tém inicio a diminuicdo da velocidade de

respiragao revela o ponto critico.

4.8.5 Coeficiente de manutencgao e fator de converséo de oxigénio para células

Microrganismos com alta velocidade especifica de crescimento (ux) devem apresentar
alta velocidade especifica de respiragédo (Qo2) (SCHMIDELL, 2001). Pirt (1975) sugeriu uma

relagdo linear para relacionar as velocidades:

1
Qo2 =Moo +—Ux (4.43)
Yo

Onde: mo = coeficiente de manutengao para o oxigénio (mgOz.gce|'1.h'1)
yo = fator de conversao de oxigénio para células (gee.gO2 ')

O coeficiente de manutengao (mo) significa a velocidade especifica de respiragao para pyx
= 0, ou seja, a velocidade especifica de consumo de O, para manter as células viaveis. Locando-
se o0s dados de Qo2 em fungao de x, obteve-se o valor de mg e yo por meio do coeficiente linear

e coeficiente angular da reta de ajuste obtida, respectivamente.

4.9 Biorreatores utilizados

Foram utilizados dois biorreatores airlift com circulagéo externa. Um biorreator de volume
util de 2,3 L, construido anteriormente em vidro borossilicato (ROSSI, 2001), e o outro,
construido durante a condugéo deste trabalho, com volume util de 5 L, em ago inoxidavel (Figura
4.5). Ambos possuiam aproximadamente as mesmas relagbes do biorreator projetado por
Pedrini (1997), que correspondia especificamente a um biorreator airlift de circulagédo externa.

Como dispersor de ar na base do riser foi utilizado uma pedra porosa, do mesmo tipo
utilizado em aquarios, da qual foi substituida a pega plastica de acoplamento por uma pega
semelhante em ago inox. Um bolhémetro com dimensdes apropriadas foi utilizado para medir a
vazao de ar, e um banho termostatizado para controlar a temperatura do meio de cultura através de
um trocador de calor no downcomer. O ar de entrada, proveniente de uma linha de ar comprimido,
foi filtrado utilizando-se membranas de PTFE (teflon) da MiIIipore® com poros de < = 0,2 ym,
hidrofébicas e de didmetro & =50 mm. Os gases de saida foram filtrados utilizando um cartucho de
algodao para o biorreator em vidro, e um cartucho de 1a de vidro para o biorreator em ago inox. A 1&
de vidro foi utilizada para permitir a esterilizagédo do filtro pela passagem de vapor e, posteriormente,

secagem pela passagem de ar.
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Figura 4.5 Esquema dos biorreatores construidos em ago inox (esquerda) e em vidro borossilicato
(direita), com seus respectivos equipamentos acessorios (cinza). Detalhe (a): modificagao
feita no separador de gas.

4.9.1 Construgéo do biorreator em ago inoxidavel

O biorreator de 5 litros de capacidade foi totalmente construido com tecnologia local e
com orcamento limitado em cerca 3 mil reais. Foi utilizado em sua construgdo aco austenitico
(maximo de 0,08% de carbono), preferido para aplicagbes em biotecnologia, onde se utilizam
meios corrosivos e precisam-se suportar temperaturas elevadas de esterilizagdo (acima de 125
°C) e pressbes de 1,5 atm, com a soldagem das pegas realizada com sistema TIG. Todas as
conexdes foram construidas em ago inox, com as juntas rosqueadas vedadas com fita PTFE e
as juntas planas seladas com O-rings elasticos e incompressiveis, posicionados axialmente. O
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downcomer foi construido com dois flanges rosqueaveis e com O-rings, de forma a poder
remové-lo para facilitar a limpeza.

Linhas de alimentagéo, retirada de amostras, descarga de material, entrada de ar e vapor
e saida de gases foram construidas com selos de vapor, com a entrada utilizando engate rapido,
e a saida para drenagem do condensado, apds a unido, utilizando uma valvula. As valvulas
utilizadas foram do tipo esfera de & = 6,4 mm, e do tipo agulha, de uso em sistemas de ar
comprimido.

Foram construidos trés visores retangulares, posicionados para observar o distribuidor de
ar, o sensor de OD e o conduto de amostragem, e o separador de gas. Um visor cilindrico foi
posicionado apoés a curva de 45 graus do downcomer, para observar a ocorréncia de entrada de
gas e as condi¢cbes de escoamento. Os visores eram de vidro comum de 4 mm de espessura,
instalados longitudinalmente e selados através de recortes retangulares de borracha de 1,5 mm
de espessura, exceto para o visor cilindrico em que foram utilizados O-rings. Apesar de
prejudicarem a circulagdo de liquido e representarem riscos de contaminagdo ao cultivo, os
visores foram necessarios para verificar as modificagdes fisioldgicas no crescimento da cultura e
a formacgao de espuma no topo do biorreator.

A principal modificagdo no projeto diz respeito ao desenho do topo do biorreator (Figura
4.1), onde, para separar melhor o gas do liquido o riser, prolongou-se além da entrada do
downcomer. Além disso, a ampliagdo do didmetro do riser no topo diminui a velocidade de
retorno do liquido nessa regiao, impedindo o arraste de bolhas para o downcomer. A jungao
entre o riser e o0 downcomer foi construida num angulo de 45° para diminuir o atrito e aumentar a
velocidade de circulacao de liquido.

Para medidas de oxigénio dissolvido, foi utilizado um eletrodo polarografico esterilizavel,
modelo da série InPro6000, com transmissor modelo 4100e da Mettler Toledo, posicionado na
metade da altura da coluna liquida. O sensor foi instalado numa porta inclinada a 45° devido a
presenga de eletrélito no corpo do eletrodo, com vedagao realizada através de dois O-rings
posicionados axial e radialmente, e com insergdo minima no riser de modo a nao interferir na
circulagao do liquido. A calibragéo foi realizada seguindo as instrugdes do fabricante.

A saida dos gases foi protegida através de um cartucho com I de vidro (0,10 g.cm™),
para evitar que eventuais refluxos de ar, como na retirada de amostras, contaminassem o cultivo.
Apds a montagem, o biorreator foi submetido a testes de estanqueidade com pressdes de 1,5 e
2 atm utlizando ar comprimido. Também foram realizados testes de esterilizacdo e
funcionamento durante 20 dias com meio de cultura ndo inoculado. Nesse periodo varias
intervengbes foram realizadas, como coleta de amostras, adicao de produtos, desligamento da
aeracdo, variagdo na vazdo de ar, e testes com o trocador de calor na manutengao da
temperatura. Apds todos os testes, o biorreator foi submetido a estudos hidrodinamicos, de
transferéncia de oxigénio e cultivos diversos.

As relagbes de medidas do biorreator construido em ago, e do biorreator de vidro ja

existente, estdo apresentadas no Quadro 4.4.
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Parametro un | Biorreator de vidro | Biorreator de ago
Diametro interno do riser (D) mm 57 73
Diametro interno do downcomer mm 20 24
Diametro interno separador de gas mm 125 125
Altura do riser (H) m 0,66 0,91
Altura do downcomer m 0,56 0,79
Razao altura/didametro (H/D) - 11,6 12,5
Razao area downcomeririser (A4/A;) - 0,12 0,11
Lep cm 11 13
Area do trocador de calor cm? 251 328
Posicéo do sensor de OD - - Y2 H
Posicao do amostrador - Y2 H Y2 H
Volume do separador de gas L - 0,84
Volume downcomer L 0,18 0,36
Volume riser L 2,12 3,80
Volume util L 2,3 5,00

Quadro 4.4 Dados de projeto utilizados na construgédo dos biorreatores.

Na definicdo do volume do biorreator, foram considerados varios aspectos, como a
dificuldade de se trabalhar em bancada com grandes volumes de meio e o custo dos reagentes,
o tamanho das valvulas disponiveis nas ferragens locais e os padrdes de didmetros de tubos
existentes no mercado de modo a reduzir o custo de construcéo do riser e downcomer.

Outra questao esteve relacionada com a obtengéo das curvas de biomassa, que devido a
morfologia dos fungos filamentosos, onde podem se formar pellets até maiores que 4 mm,
ocorrem dificuldades na distribuigdo e amostragem da biomassa. A dificuldade em se obter
correlagbes para sua determinagédo (ROSSI, 2001), levou-se a considerar a utilizagdo de balango
estequiométrico para essa finalidade. Entretanto, essa alternativa também nao se revelou viavel
(APENDICE B). Assim, esse problema foi resolvido no dimensionamento do novo biorreator, que
permitiu um maior volume de amostra e dutos de linhas que permitissem a passagem dos pellets
de até 6 mm, fornecendo amostras mais homogéneas e representativas.

Também se considerou a biomassa potencialmente produzida nesse volume e a sua
adequabilidade para produzir lotes de inoculantes suficientes para inocular um grande numero
de mudas em viveiros (mais de 25 mil mudas por batelada), podendo, para esta aplicacao, ter

carater de um biorreator piloto.

4.9.2 Estudos Hidrodindmicos

Os estudos de transferéncia de oxigénio foram realizados no biorreator de 5 litros, que foi

desenvolvido principalmente para esse propdsito. Para a determinagdo correta da concentragéo
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de oxigénio dissolvido foi necessaria a manutengao de uma vazao de ar constante, pois a vazao
de ar influencia no gas holdup, densidade do meio, e presséao interna devido a perda de carga no
filtro de saida, e, conseqlientemente, na calibragdo do sensor de OD. ). Na caracterizagédo

hidrodinamica do biorreator, o meio de cultura foi simulado com uma solugéo de 0,15 M de NaCl.

4.9.2.1 Vazao de ar e gas holdup

A vazao de ar foi medida com a utilizacdo de um bolhémetro construido com um tubo de
vidro e plastico PVC com as seguintes dimensdes: & = 1,72 cm, A = 2,32 cm2, H=95cmeV =
0,22 L. As medidas foram realizadas utilizando o tempo necessario para o volume do tubo ser
preenchido com os gases da saida do biorreator, o qual foi controlado através do deslocamento
de uma bolha de sabdo ao longo do tubo de vidro. Para a caracterizagdo hidrodindmica do
biorreator, foi utilizada uma faixa de vazao especifica de ar de 0,04 a 1,00 vvm (Quadro 4.5).
Entretanto, para os cultivos foram estabelecidos trés valores de vazao de ar, sendo a menor
utilizada (0,20 vvm) a minima necessaria para uma boa mistura e manutengédo da biomassa em
suspensao durante o cultivo. A maior vazao (0,52 vvm) foi limitada pela forte turbuléncia gerada
na area de desgasagem no topo do riser, € que provocava muita geragdo de espuma e arraste
de material pela saida de gases. Também foi utilizada uma vazdo média (0,36 vvm).

O gas holdup pode ser determinado através do método da expansao do volume (CHISTI,
1989), onde se utiliza a medida da altura da coluna de liquido estatico no biorreator e da altura
da dispersdo gas-liquido sob aeragdo. Entretanto, como no biorreator deste estudo ocorre
variagao do didmetro da coluna de liquido entre o riser e o separador de gas, o gas holdup foi
medido através da retirada de volume de liquido sob aeracéo até atingir o nivel do liquido antes
da aeragao. O volume de liquido equivalente a expanséao (Vg) foi medido com utilizagdo de uma

proveta e utilizado para o seguinte calculo:

Ve (4.44)

Onde: ¢ =gas holdup (-)
Ve = aumento do volume de liquido pela expanséo do gas (L)
Vp = volume da dispersdo gas-liquido (L)

Esse método ndo permite a determinacdo do gas holdup individualmente no riser e no
downcomer, tendo sido necessario recorrer a outros métodos, como o manomeétrico, para esse
fim. Neste trabalho somente foi determinado o gas holdup total, que é equivalente ao gas holdup

no riser quando a eficiéncia do separador de gas for alta.
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Tempo de ascensédo da bolha Vazio de ar
no bolhémetro
(s) (L.min™) (vwm)
66,0 0,2 0,04
22,0 0,6 0,12
13,2 1,0 0,20
9,4 1,4 0,28
7,3 1,8 0,36
6,0 2,2 0,44
5,1 2,6 0,52
4,4 3,0 0,60
3,9 3,4 0,68
3,5 3,8 0,76
3,1 4,2 0,84
2,9 4,6 0,92
2,6 5,0 1,00

Quadro 4.5 Vazbes de aeracdo para caracterizagao hidrodindmica do biorreator airlift de 5 L. Os

valores em destaque foram estabelecidos para os estudos de transferéncia de massa.

4.9.2.2 Velocidade de circulagao de liquido

A circulagéo do liquido em biorreatores airlift € devida a diferenca de densidade do fluido
entre o riser e o downcomer. O fluido circula ao longo de um caminho bem definido: subindo pelo
riser e descendo pelo downcomer. A velocidade média de circulagdo (U..) € definida (BLENKE,
1979) como:

U =22 (4.45)

Onde: xc = distancia percorrida por um tragador durante uma circulagdo completa (m)
tc = tempo médio para uma circulagdo completa (s)

Técnicas utilizando tragadores tém sido utilizadas para determinar a velocidade média de
circulagdo (BELLO et al., 1984). Devido as variagbes de didmetro entre o riser e o downcomer,
os valores da velocidade superficial medida no downcomer (U 4) ou no riser (U.;) sdo mais

expressivos, e o critério da continuidade pode ser utilizado para relaciona-las:

ULA, =U A, (4.46)

Onde: A = area da segao transversal do riser (sz)
Aq4 = area da secao transversal do downcomer (sz)
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Apesar de as técnicas que utilizam tragadores serem bastante precisas e relativamente
simples (CHISTI, 1989; PEDRINI, 1997), utilizou-se neste trabalho uma esfera com densidade de
aproximadamente 1 g.cm™ (massa especifica do liquido no downcomer), construida com
poliestireno e massa epoxi, suspensa livremente no liquido. Nessa técnica, utilizada
anteriormente por Kawase e Moo-Young (1986), foi medido o tempo necessario para a esfera
percorrer a distdncia completa do downcomer para as diversas vazdes de ar estabelecidas no
Quadro 4.5, obtendo-se assim a velocidade superficial do liquido no downcomer para cada
vazao de ar, em trés repeticoes. A Equacdo 4.45 foi utilizada para se obter a velocidade

superficial do liquido no riser.

4.9.2.3 Tempo de mistura

Um bom indice qualitativo da mistura é representado pelo tempo de mistura, que é
definido como o tempo para o biorreator alcangcar um novo estado estacionario, apés uma
mudanca na alimentacdo. Existem varios métodos para determinar o tempo de mistura,
utilizando o calor, a condutancia, o pH, além de corantes. Numa breve reviséo, Fu et al. (2003),
apresentam as vantagens da técnica que utiliza calor em relagdo as demais. Com o auxilio
dessa técnica, agua quente foi introduzida pelo topo do biorreator para servir como tragador.
Foram utilizados termémetros digitais idénticos para medir a temperatura no topo e na base do
biorreator, registrando-se os valores simultaneamente dos dois termdmetros, até o momento em
que as temperaturas se igualaram, obtendo-se, assim, o tempo de mistura. O atraso na resposta

do sensor de temperatura (item 4.7.6.4) foi considerado nessa determinagao.

4.9.2.4 Coeficiente de atrito

Um balango de energia em biorreator airlift fornece a Equacgao 4.47 que permite predizer
a velocidade do liquido, onde se considera que para os biorreatores com circulagdo externa as
perdas de energia no topo e na base, devido ao atrito nas conexdes entre o riser e o downcomer,
sejam iguais em fung¢ao da similaridade geométrica (CHISTI, 1989).

05
2ghp (g, -€4)

2
A 4.47
Kg : 2t - 1 2 ( )
(1-¢,) Ad (1-£d)
Onde: ¢ = gas holdup no riser (-)

€4 = gas holdup no downcomer (-)

g = aceleragdo devido a gravidade (m.s'z)
hp = altura da dispersao gas-liquido (m)
Kg = coeficiente de atrito (-)
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A determinagdo do coeficiente de atrito foi realizada utilizando-se a Equacéo 4.47 e os
dados experimentais de velocidade do liquido e do gas holdup, através da obtengcdo do

coeficiente angular representado por (1/Kg)*° (PEDRINI et al., 1996).

4.9.2.5 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

A metodologia para determinagédo desse parametro € apresentada no item 4.8.2.1, e sua

corregao, em fungao do atraso no tempo de resposta do eletrodo, é apresentada no item 4.8.2.2.

4.9.2.6 Determinagao da pressao no topo do biorreator

Devido a perda de carga no filtro de saida dos gases do biorreator, e a conseqliente
pressurizagdo com efeitos sobre a resposta do sensor, avaliou-se a presséo formada no topo do
biorreator para ter-se um elemento a mais para interpretagdes. A pressao foi determinada, para
as diversas vazdes de ar, com a utilizacdo de um manémetro em U com agua, instalado no topo

do biorreator (Figura 4.6), sendo seu valor obtido pela equagao:

P=pgh+Pny (4.48)

Onde: P = presséo (bar)
Paim = pressao atmosférica (bar)
h = altura da coluna de liquido do mandmetro (m)
p = massa especifica (g.cm'3)

Figura 4.6 Esquema do manémetro em U instalado no biorreator para determinacdo da pressao

formada no topo devido a perda de carga no filtro de saida de gases.
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4.10 Producgao dos inoculantes em biorreator

4.10.1 Preparagao do in6culo

Para cultivos em biorreator, foram utilizadas suspensdes micelianas obtidas a partir de
culturas em meio liquido em frascos (10 a 18 dias de idade), ou de outros cultivos em biorreator.
Para isso, o micélio foi fragmentado em solucéo salina (0,85% NaCl) em liquidificador durante 10
a 20 segundos e a suspensao recebeu 0,2 a 0,3% de carvao ativo neutralizado. Utilizaram-se
cerca de 250 mL de suspensédo para inocular 2,1 L de meio de cultura e 350 mL para 4,7 L,
relativos aos volumes dos dois biorreatores, buscando-se, sempre que possivel, uma
concentragao inicial de biomassa (Xo) minima de 0,25 g.L'1. A metodologia esta sintetizada na

Figura 4.7.
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Figura 4.7 Metodologia para preparacao de indculo.

4.10.2 Cultivo em biorreator e estudos cinéticos

Os isolados fungicos foram cultivados em biorreator airlift, nas condigbes descritas no
item 4.3, sob pressdo atmosférica e, também, sob pressao de 1,2 atm utilizando-se meios de

cultura com base no MNM e PGK. A inoculagéo foi realizada em capela de fluxo laminar e a
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transferéncia do meio ja inoculado para o biorreator foi realizada por meio de conexdes
assépticas. Apods a transferéncia, a vazao de ar foi ajustada (cf. item 4.9.2.1) e o meio foi aerado
durante 20 min. (APENDICE C) para saturacdo com oxigénio e polarizagdo do eletrodo. Uma vez
estabilizada a temperatura, o eletrodo foi calibrado no ponto de saturacdo através do painel do
transmissor e uma amostra inicial do cultivo foi retirada para determinacdo de Xo.
Ocasionalmente, essa amostra foi retirada assepticamente para o controle microbiolégico da
pureza da cultura.

O cultivo foi monitorado diariamente com relagdo a variagcdo da vazdo causada por
flutuagdes da presséo na linha de ar comprimido, com relagdo a temperatura, pois o sistema de
controle obedece ao set point do banho termostatizado, e com relagéo a formagao de espuma e
visualizacdo do crescimento. A decisdo sobre a coleta de amostra foi tomada em funcédo do
progresso do cultivo, sendo o periodo mais espagado no inicio (4, 3 ou 2 dias), tornando-se
diario com o aumento progressivo da biomassa. Na fase final retirou-se mais de uma amostra no
mesmo dia. Como ja foi tratado no item 4.9.2, a vazéo de ar foi mantida constante durante um
cultivo e, quando do momento da retirada de uma amostra, poderia ser realizado um ensaio
dindmico para determinagao de k a e Qo2X. Na amostra, determinaram-se, principalmente, o pH,
a glicose residual, a biomassa e a coloragédo. Os valores de S e X permitiram determinar Yys, Hx
e Qo2. O cultivo foi conduzido até que os substratos em maiores concentragdes (glicose, nitrato,

fosfato) fossem totalmente consumidos, fornecendo, dessa forma, alto rendimento.

4.10.3 Inoculante para estudos de viabilidade e eficiéncia

A biomassa dos isolados fungicos produzida em cultura liquida foi veiculada em gel de
alginato de calcio (MAUPERIN et al., 1987). A metodologia utilizada no preparo do inoculante
estd representada na Figura 4.8. Todas as operagdes, desde a retirada da biomassa do
biorreator até o encapsulamento, foram realizadas assepticamente.

Pellets de micélio, com aproximadamente 10 g de biomassa fresca, ou cerca de 0,5 g
seca, foram fragmentados em 250 mL de solugdo salina em liquidificador durante 10 a 20
segundos. A suspensao resultante recebeu carvao ativo na proporgéo de 0,1 a 0,4%, conforme o
isolado. Uma parte dessa suspenséao (100 mL) foi separada para testes de viabilidade ao longo
do periodo de armazenamento. Igual volume da mesma suspensado miceliana (150 mL) e de
solucao estéril de alginato de sodio (2%), foram misturados em agitador magnético. Essa mistura
foi gotejada, sob agitagdo constante, em uma solugdo 0,6 M de CaCl, para polimerizagéo e
formacdo de capsulas de aproximadamente 4 mm, de gel de alginato de calcio. O tempo
necessario para polimerizagdo completa foi de cerca de 30 min., durante o qual ocorreu uma
diminui¢do de 40-45% do volume das cépsulas, fazendo com que precipitassem na solu¢cdo em

fungdo do aumento da densidade.
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Figura 4.8 Metodologia de preparagao de inoculante para estudos de viabilidade e eficiéncia.

Apos a polimerizagéo, as capsulas foram brevemente lavadas e, em seguida, colocadas
durante 2 min. com agua destilada esterilizada (num total de 400 mL) para remogao de cloretos
residuais, e armazenadas a 8 °C em solucédo salina em frascos hermeticamente fechados. Essas
capsulas foram testadas periodicamente quanto a sua viabilidade em meio de cultura sélido em
placas de Petri, e utilizadas em testes de infectividade e eficiéncia em plantas. A viabilidade foi

acompanhada por um periodo minimo de 6 meses.

4.10.4 Estudos de viabilidade

4.10.4.1 Viabilidade dos inoculantes em meio de cultura

Para isso, cerca de 50 capsulas de cada isolado foram colocadas sobre meio sélido em
placas numa incubadora tipo BOD. A cada dois dias, por um periodo de até duas semanas, as
placas foram observadas sob lupa binocular para verificar o crescimento de hifas a partir das
capsulas. Esse teste foi feito com um intervalo de 20 e 30 dias, dependendo do isolado.

Com excecao de alguns isolados que foram testados, a titulo de experiéncia, por
periodos maiores que 12 meses, a viabilidade foi avaliada dentro de um periodo limite de 6
meses, prazo de viabilidade exigido pela legislagdo para inoculantes de uso agricola. A resposta

obtida foi o percentual de capsulas com viabilidade em fungédo do tempo de armazenamento.
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4.10.4.2 Viabilidade dos inoculantes em substrato de plantio

Para avaliar a viabilidade dos inoculantes no substrato de plantio, foram preparadas
placas de Petri com 30 mL de substrato turfa:vermiculita (1:4) umedecido com agua destilada
(25% vlv), suficiente para a agregagdo e para formar uma camada plana compacta. Esse
material foi esterilizado em autoclave e, em seguida, foram colocadas 10 capsulas de inoculante
por placa, distribuidas uniformemente e colocadas em incubadora. Dentro de um periodo de até
trés semanas observou-se a ocorréncia de germinagao de hifas, onde anotou-se o percentual de

viabilidade nessas condices.

4.10.4.3 Viabilidade dos inoculantes na presenga de plantas

Para esse teste, sementes de plantas (eucalipto ou pinus) foram desinfetadas conforme
descrito no item 4.4 e secadas em papel filtro estéril. Essas sementes foram colocadas em 25 ml
de meio de germinacdo® solido (THOMSON et al., 1994), a 25+1 °C, em incubadora BOD
durante 5 dias, na obscuridade. Em seguida, 7 plantulas foram inseridas em substrato
turfa:vermiculita (1:3, v:v) em placa de Petri de 9 cm de forma que este ocupasse somente
metade da placa para que houvesse espaco para o crescimento da planta. O substrato continha
25% de umidade (v/v) e havia sido previamente esterilizado. Abaixo de cada plantula foi inserida
uma capsula de inoculante (Figura 4.9).

Figura 4.9 Dispositivo para estudos in vitro do efeito das plantas na germinagao das capsulas de inoculante.

Para efeito de comparagao, foram preparadas 3 placas contendo capsulas e plantas e 3
placas contendo somente capsulas. A metade inferior de todas as placas foi coberta com papel
aluminio para proteger o micélio e as raizes da luz direta. Esse material foi mantido nas
condicoes ambientes do laboratério. A viabilidade das capsulas foi testada em meio de cultura
MNM, imediatamente antes dos estudos com as plantas. Periodicamente, durante 90 dias as

placas foram observadas para verificar a emissao de hifas.

* Glicose 2 g.L™", CaSO,. 2H,0 0,068 g.L”", HsBO3 0,186 mg.L™", agar9g.L" e pH 5,7.
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Para pinus, as sementes foram previamente submetidas a um tratamento de quebra de
dorméncia que ocorreu em geladeira a 4 °C durante 30 dias. O experimento foi feito em placas

de Petri maiores, com 15 cm de diametro.

4.10.5 Efeito da composigédo do meio de cultura no pH e no crescimento dos fungos

Os fECM produzem muitos acidos e alteram rapidamente as condigbes ideais do cultivo.
Como nao se dispunha de um sistema tipo acido/base para controle do pH, buscou-se ajustar
alguns componentes da formulagdo dos meios que exercessem efeito tamponante, de modo a se
obter valores mais estaveis de pH sem inibir o aumento da biomassa. Alternativamente,
testaram-se outros tampdes como o fosfato e 0 acetato de sddio. Foram utilizados como modelo
nesse estudo os isolados que apresentaram baixos valores para o pH final ou baixa velocidade
de crescimento em cultivo estatico.

Num experimento realizado em frascos (item 4.6), utilizando o isolado UFSC-Ch163,
foram testadas modificagbes do meio PGKM diluido, conforme o Quadro 4.6. O pH inicial foi

ajustado em 5,8 com uma solugéo equimolar de acido citrico e citrato de sodio.

NH4NOg3/Uréia: 05/05 Meio PGKM com 0,5 g.L'1 de NH4sNO3 e 0,5 g.L'1 de uréia
NH4NO3/Uréia: 09/01 Meio PGKM com 0,9 g.L'1 de NH4sNO3 e 0,1 g.L'1 de uréia
3PEP/1EM Meio PGKM com 3 g.L™" de peptona e 1 g.L™" de extrato de malte
KH2PO4/KoHPO4: 4x Meio PGKM com 4 vezes mais fosfato mono e bi-basico

Quadro 4.6 Modificagdes do meio de cultura PGKM testadas em cultivo em meio liquido em frascos.

Num segundo experimento em frascos, utilizando-se os isolados UFSC-Sc42 e UFSC-
Pt116, testaram-se 4 tampdes preparados conforme descrito no APENDICE D. Para cada
tratamento, foi utilizado apenas um tampao, sendo 40 mL.L™" para os tampdes fosfato de K e Na,
e 60 mL.L" para os tampdes citrato de Na e acetato de Na. Para os tratamentos com os

tampoes fosfato, o meio de cultura foi preparado sem a adigdo dos fosfatos da formulacao.

4.11 Infectividade e eficiéncia de inoculante ectomicorrizico em relagao a planta

4.11.1 Forma de aplicagéo do inoculante

Para experimentos em condi¢gdes de casa de vegetagdo com pequeno numero de
repeticdes, o inoculante foi aplicado individualmente em cada tubete e logo abaixo da semente.
Diferentemente, a forma de aplicacdo do inoculante escolhida para utilizagcdo nos experimentos
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em viveiros foi a simples mistura das capsulas durante a preparacdo do composto utilizado como
substrato. Para isso, realizou-se uma dosagem através da mistura manual de capsulas em um
substrato de uso tradicional em viveiros, constituido de casca de pinus compostada. Apos a
incorporacao das capsulas, amostras de 60 mL, equivalente ao volume de um tubete, foram
retiradas, contando-se as capsulas presentes. Aumentando-se progressivamente a quantidade
de capsulas adicionadas ao composto, obteve-se a dosagem de modo que num total de 25
amostras, 98% contiveram ao menos uma unidade. A dosagem foi expressa em capsulas por

litro (ou m*) de substrato.

4.11.2 Tratamento das sementes

As sementes de E. dunnii foram fornecidas pela empresa RIGESA em 2002, sendo
procedentes de coleta realizada no ano de 2000 na localidade de Trés Barras - SC. Essas foram
previamente desinfetadas conforme descrito no item 4.4 e postas a germinar em uma solugao
estéril de CaS0,.2H,0 (0,068 g.L"), HsBO; (0,186 mg.L") e glicose (2 g.L™"), pH 57. A
germinagéao ocorreu sob agitagdo durante 3 dias. Apos esse periodo, foram retiradas da solugao,
lavadas em agua destilada e transferidas para o substrato de plantio.

Para as sementes de P. faeda, foi realizada uma desinfecgao com alcool (70%) durante 5
min. Antes do plantio foram submetidas a quebra de dorméncia conforme descrito no item
4.10.4.3. Essas sementes foram procedentes da regido de Missiones na Argentina, onde a coleta
foi realizada em abril de 2004, apresentando 92,12% de germinagéo.

4.11.3. Experimentos em casa de vegetacéo

Esses estudos foram realizados na casa de vegetagdo do Depto. de Microbiologia e
Parasitologia da UFSC e na casa de vegetagdo da Estagcdo Experimental da EPAGRI, em
Cagador-SC. Utilizou-se substrato esterilizado, constituido de uma mistura de turfa:vermiculita®
(1:3, v:v), distribuido em tubetes cbnicos de plastico PVC com 60 ml de volume. A esse substrato
foram previamente incorporados 0,25 g.tubete™ de adubo® de liberacdo lenta (Osmocote®) com
baixo teor de fésforo, equivalendo a 4 mg de P por planta. Para o pinus, também foi utilizada
uma outra formulacgo de adubo (Nutricote®), na dosagem de 0,02 g.tubete™. O primeiro produto
continha, ainda, em sua formulagao, micronutrientes. Apos umidificacao do substrato com agua
destilada e distribuigdo nos tubetes, foram adicionadas 4 a 5 capsulas de inoculante por tubete a
profundidade de 3 cm. Em seguida foi efetuado o plantio na propor¢gao de 4-5 sementes de

® Vermiculita comercial de granulometria média.
6 Composigdo em nutrientes: Osmocote 14-8-8 (N-P-K) e 2% de MgO, 0,15% de Fe, 0,06% de Mn, 0,05% Cu,
0,02% B, 0,02% Mo e 0,015% Zn; Nutricote 18-5-9 (N-P-K).
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eucalipto pré-germinadas por tubete, colocadas cerca de 1 cm abaixo da superficie do substrato.
Para o experimento com pinus foram utilizadas 2 sementes por tubete.

A viabilidade do inoculante foi confirmada previamente, observando-se o crescimento
miceliano em meio de cultura MNM em placas a partir de uma amostra de 50 capsulas. O
tratamento testemunha (n&o inoculado) recebeu igual quantidade de capsulas de alginato, sem
micélio. Os tubetes foram colocados em bandejas e distribuidos ao acaso. Apds 2 semanas, foi
realizado o desbaste deixando-se somente uma planta por tubete. Foram feitas 10 repetigdes
(plantas) por tratamento. No caso do experimento com pinus com duas adubagdes, foram
preparadas cinco repeticdes para cada combinagdo adubo-dose de inoculante. Quando a
montagem do experimento coincidiu com a época de inverno foi utilizada iluminagéo artificial
para completar um fotoperiodo de 18 horas.

4.11.4 Experimentos em viveiros

Nos estudos em viveiros foram adotados os procedimentos normais de rotina da
empresa local, tomando-se somente o cuidado na manipulacdo, de utilizar luvas e utensilios
desinfestados com alcool 70%, para evitar a contaminacao entre os tratamentos. A inoculagao foi
realizada misturando-se uma dosagem (item 4.11.1) de capsulas de inoculante em determinado
volume de substrato, previamente umidificado.

Quando foram utilizados tubetes ja usados, procedeu-se a desinfecgdo com solugao de
hipoclorito de sédio 1% durante 12 h. Nos casos em que o substrato foi desinfetado, utilizou-se a
autoclavagem ou o fumigante comercial Dazomet® na dosagem de 17 mg.L”. O tratamento
fitossanitario foi realizado pela aplicagdo de 0,05% do fungicida nao sistémico Captan®, realizado
na primeira irrigagéo por aspersao. O delineamento experimental consistiu de blocos casualizados,
com 60 plantas por tratamento (3 fungos, 2 substratos ou doses, e testemunha) e 3 a 4 blocos,

para cada espécie de planta, totalizando mais de 4 mil plantas em trés experimentos.

4.11.5 Condigdes experimentais e coleta dos dados

Em casa de vegetagdo as plantas foram mantidas sob condigbes controladas de
temperatura (255 °C), durante um periodo de 120 dias, tendo a umidade do substrato sido
assegurada pela adi¢do diaria de agua destilada. Em viveiro, as plantas foram mantidas sob
condicbes ambientais, permanecendo durante um periodo de 5 a 6 meses, onde foram
diariamente irrigadas com agua de torneira.

Para os experimentos em casa de vegetagcdo, decorrido o periodo de crescimento, as

plantas foram retiradas dos tubetes e o sistema radicular foi separado da parte aérea. Uma
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amostra do sistema radicular foi conservada em solugao FAA (5% formalina’, 5% &cido acético e
90% alcool) (KORMANIK e McGRAW 1982) e utilizada para avaliar a colonizagao
ectomicorrizica (Figura 4.10). A biomassa foi pesada apds a secagem a temperatura de 70 +
1°C, até peso constante. Em seguida, a parte aérea foi utilizada para determinagéo do conteudo

de fosforo nos tecidos de acordo com Tedesco et al. (1995).
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Figura 4.10 Metodologia para analise da infectividade e eficiéncia do inoculante em plantas.

Dos experimentos em casa de vegetagao foram utilizadas 5 plantas de cada tratamento,
das quais o sistema radicular foi examinado sob lupa binocular (10-30X) para estimar a
intensidade de colonizagdo micorrizica. Para isso, contou-se o numero de pontas de raizes
colonizadas (apresentando micorrizas) num total de 500 pontas de raizes por planta,
transformando-se os valores em porcentagem de colonizagéo.

Para os experimentos em viveiros a avaliagdo da colonizagcéo radicular foi realizada
utilizando uma escala arbitraria (GARBAYE, 1984). Examinaram-se as raizes da parte externa

do torrao e atribuiu-se uma nota de acordo com a escala abaixo:

= 0 = sem colonizagao visivel

1 = até 25% das raizes visiveis colonizadas

2 =25 a 50% das raizes visiveis colonizadas

3 =50 a 75% das raizes visiveis colonizadas

4 =75 a 100% das raizes visiveis colonizadas

Também determinou-se o didmetro do caule, a altura da planta e a matéria seca da parte

aérea e raizes, o conteudo de fosforo nos tecidos de amostras de 5 plantas para cada

” Solugao de 35 a 40% de formol em agua.
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tratamento em cada bloco. As demais plantas foram transferidas para o campo e serdo avaliadas

anualmente quanto a sua sobrevivéncia e crescimento (altura e diametro) apds transplantio.

4.11.6 Avaliagéo dos resultados

Os dados de ambos os experimentos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa Statgraphics®. Para
a analise estatistica, os dados de colonizac&o (w) foram transformados para (w)*°, ou (w+0,5)*°,

ou ainda arcsen(w+0,5)%°,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de tecnologia para a produgdo de inoculantes de fungos
ectomicorrizicos €é fator chave para o uso da tecnologia de inoculagdo micorrizica. Neste tépico
sdo discutidos os resultados obtidos visando esse objetivo, e a apresentagdo seguira a mesma
ordenacgao anterior. Alguns dos resultados apresentados, e outros que foram suprimidos devido
ao grande volume de informagdes, foram publicados na forma de resumos ou artigos, sendo

referenciados ao longo do texto.

5.1 Estudos preliminares

Esses estudos foram importantes para testar e adaptar diversas metodologias, além da
determinacdo de parametros. Também serviram para avaliar a veiculacdo dos inoculantes
produzidos e realizar prospecgbes com relagdo ao crescimento dos isolados em meio liquido,
verificando o pH, consumo de glicose, tempo de cultivo, produgdo de pigmentos, entre outras.
Uma descoberta notavel esteve relacionada com a manutengéo e expressao da viabilidade dos
fungos, etapa importante deste trabalho, que abriu espago para uma nova proposta de Tese.

A questdo relacionada com a preparagdo do indculo para cultivo ja foi abordada
anteriormente e permanecem nessa metodologia os mesmos procedimentos de Rossi (2001).
Uma nova observagao diz respeito a questdo de como a fragmentagao e o estado fisiolégico do

fungo podem interferir na velocidade de crescimento.

5.1.1 Viabilidade do inoculante produzido pelo sistema tradicional - FES

A Figura 5.1 apresenta os inoculantes produzidos pelo método tradicional de
fermentagao no estado sélido (FES), em frascos tipo conserva, durante dois meses. Além de
determinar a viabilidade desse tipo de inoculante em relacéo ao tempo de armazenamento, esse
estudo serviu para avaliar as dificuldades relacionadas ao processo FES.

Além de ser muito lento, favorecendo as contaminagdes microbianas, o processo FES
em frascos ou sacos revelou um nivel maior de dificuldade pratica em relagdo ao cultivo
submerso. A etapa de lavagem do micélio foi delicada, com alto risco de contaminagao, além da
perda de biomassa. Outro ponto negativo observado nessa etapa foi a separagdo de grande

parte das particulas de turfa perdendo-se, juntamente com elas, quantidades significativas de
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biomassa. Entretanto, a lavagem revelou um ponto importante para a conservacdo da

viabilidade, que foi uma melhor distribuicdo da umidade.

UFSC-Sc42 UFSC-Rh90 UFSC-Rh106 UFSC-Pt116 UFSC-Ch163 UFSC-Pr188

Figura 5.1 Aspecto dos inoculantes de fungos ectomicorrizicos produzidos pelo processo FES, em
frascos tipo conserva. A incubagéo foi feita em incubadora BOD, a 251 °C, durante dois
meses, na obscuridade.

Foi observada uma grande variagdo na umidade desses inoculantes quando nao
lavados, com consequiente perda da viabilidade. Entretanto, a lavagem, embora favoravel quanto
a manutengdo da umidade do inoculante, pode promover uma remocao excessiva do micélio,
dependendo da morfologia de cada fungo e do grau de fixagdo no substrato. Na Figura 5.2 é
apresentado um dos inoculantes apds lavagem onde se pode observar que 0 micélio ja nao é

mais visivel na superficie do substrato.

Figura 5.2 Inoculante produzido pelo processo FES, apés lavagem para remover residuos do meio de

cultura.

A viabilidade dos inoculantes foi acompanhada mensalmente durante um periodo de 6
meses. Durante esse periodo, todos os isolados apresentaram mais de 95% de viabilidade
(Figura 5.3). Com o aumento da idade a viabilidade do inoculante passou a se manifestar mais

tardiamente quando amostras do inoculante eram testadas.
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A viabilidade desse tipo de inoculante é favorecida pela absorcdo dos metabdlitos e

estabilizacdo do pH promovidas pela turfa e vermiculita, além da protecéo fisica do micélio entre
as laminas de vermiculita (HACSKAYLO, 1953; MARX e ZAK, 1965).

UFSC-Sc42 UFSC-Rh90 UFSC-Rh106 UFSC-Pt116 UFSC-Ch163 UFSC-Pt188

Figura 5.3 Teste de viabilidade de amostras do inoculante produzido pelo processo FES em meio de
cultura sélido, com idade variando entre 1 e 6 meses.

Com relagéo a viabilidade, o inoculante produzido em turfa e vermiculita demonstrou ter
condi¢des de atender futuras especificagbes para comercializagdo quanto ao prazo de validade.
Alves et al. (2001) e Souza et al. (2004) testaram a infectividade e eficiéncia micorrizica de
inoculantes produzidos por esse processo de fermentagdo tendo obtido significativo grau de
sucesso na colonizagao e promogéo do crescimento de plantas. No primeiro caso, o inoculante
foi mantido por mais de seis meses sob refrigeragdo antes de ser usado na inoculagdo das

plantas.

5.1.2 Efeito do carvao ativo na viabilidade do micélio

Na rotina do preparo de indéculo para o biorreator, verificou-se uma dificuldade na
expressado e/ou manutengao da viabilidade das suspensdes micelianas. A necessidade de um
periodo minimo de espera de 2 a 3 dias para a confirmacao da viabilidade em meio sélido em
placas criava uma incerteza quanto a qualidade do micélio que estava sendo verificado, pois
durante esse tempo a suspenséao sofria alteragdes, com conseqliente perda da viabilidade. A
fragmentagao das hifas pode liberar substancias como compostos fendlicos, e também lipidios e
proteinas constituintes das membranas, além de enzimas intracelulares (IWASE, 1992). A
oxidacao dessas substancias, ou ainda outras rea¢des ndo conhecidas, podem gerar condi¢des
téxicas que se intensificam com o tempo, a medida que essas substancias se acumulam no
meio. Muitas vezes, por razbes operacionais, o preparo do inéculo nao coincidia com o momento
da inoculagdo, o que podia promover aumento nos niveis dessas substancias e comprometer
todas as etapas subseqlientes do processo. Suspensdes micelianas também foram preparadas
para o encapsulamento, e a viabilidade das capsulas podia ser influenciada pela qualidade da

suspensao.
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A utilizagdo de carvdo ativo com o objetivo de remover metabdlitos toxicos nas
suspensdes micelianas e, também, nas capsulas de inoculante, proporcionou resultados
bastante positivos. A presenga do carvao permitiu a manutengdo da viabilidade dos fungos
ectomicorrizicos, mesmo apos longos periodos de armazenamento em solugdo salina e sob
refrigeracdo. Todos os isolados, mesmo aqueles que nao apresentavam problemas de perda
rapida de viabilidade, como os isolados do género Rhizopogon (UFSC-Rh90 e UFSC-Rh106),
foram beneficiados pela incorporagao do carvao.

Para ilustrar esse efeito, nas Figuras 5.4 e 5.6 sdo apresentadas imagens do crescimento
dos isolados, o UFSC-Pt116 e UFSC-Ch163, respectivamente, na presenga e auséncia de
carvao na suspensdo. Como se pode notar, o crescimento na presencga de carvao (cc) € muito
mais vigoroso que aquele apresentado na suspensdo sem carvao (sc). Com o carvdo na

suspensao, a viabilidade permaneceu alta, mesmo apds 4 meses de armazenamento.

(b)
Figura 5.4 Viabilidade de suspensao miceliana do isolado UFSC-Pt116 sem carvao (sc) e com
carvao (cc), no momento da fragmentagao (a), e 12 dias apés o armazenamento sob

refrigeracao (b).

Vale ressaltar que mesmo as suspensdes com carvao, apos certo tempo, tiveram sua
viabilidade aparentemente afetada quando eram testadas em meio sélido sem carvao (Figura
5.5a). Entretanto, quando essas mesmas suspensdes eram plaqueadas em meio de cultura
contendo carvao ativo, a viabilidade se expressava de maneira excelente (Figura 5.5b), mesmo
em fragmentos com tamanhos abaixo do limite de resolugdo da lupa binocular (30X). O mesmo
efeito foi verificado em capsulas de inoculante (Figura 5.6b). Isso sugere que quando os
propagulos estdo na fase inicial de crescimento, adaptando-se as condigbes de transicdo de uma
condicao sem nutrientes para uma rica em nutrientes, eles possam ser mais sensiveis a
metabdlitos e, também, por componentes do meio de cultura.

Uma observagao que corrobora essa hipétese foi que quando capsulas de inoculante em
meio de cultura sélido iniciavam o crescimento antes que outras, seus metabdlitos podiam limitar

a germinagao das capsulas adjacentes, dando a impressao de diminui¢gdo da viabilidade. Isso foi
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observado em inoculante com mais de um més de idade, colocado em meio de cultura sélido
sem carvdao. Também é possivel que os propagulos em crescimento provoquem a exaustdo de
nutrientes ao seu redor, criando uma zona pobre, o que dificultaria o crescimento dos propagulos

adjacentes.

Figura 5.5 Viabilidade de suspensdo miceliana com carvao do isolado UFSC-Pt116, em meio de
cultura sem carvao (a), e em meio de cultura com carvdo (b), apés 30 dias de

armazenamento sob refrigeracao.

A inoculagdo de capsulas desses lotes em meio liquido permitiu verificar a viabilidade em
100% das capsulas (Figura 5.7). O meio liquido dispersa mais rapidamente os metabdlitos, além
de difundir mais rapidamente os nutrientes nas capsulas. Ou ainda, no meio liquido os nutrientes
se difundiriam mais rapidamente que no meio solido e ndo se estabeleceria uma zona de
deplecao ao redor dos propagulos em crescimento. Assim, optou-se por fazer o teste de

viabilidade em meio liquido, quando a viabilidade em placas parecia estar diminuindo.

0 dia

(b)

Figura 5.6 Viabilidade de suspensdo miceliana sem carvao (sc) e com carvao (cc) do isolado UFSC-

Ch163, testada com diferentes idades (a), e viabilidade das capsulas desse inoculante com
15 dias de idade em meio de cultura sem (msc) e com (mcc) carvao ativo, no quarto dia de

incubagéo (b).
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Suspensdes micelianas e capsulas de inoculante da maioria dos isolados (exceto
Rhizopogon spp.), perdem a viabilidade rapidamente, geralmente em menos de 24 h, na
auséncia de carvao. A perda de viabilidade é irreversivel, indicando que o emprego do carvao
deve ser realizado imediatamente apds a fragmentagéo, ou na etapa de acondicionamento de

pellets de biomassa para preservagao.

Figura 5.7 Viabilidade de um mesmo lote de capsulas do isolado UFSC-Pt116 em meio de cultura

so6lido e em meio de cultura liquido.

A utilizagdo do carvao ativo foi de extrema importancia para o desenvolvimento deste
trabalho. Pode-se dizer que existiu no trabalho experimental uma fase antes e uma fase depois
do carvao. Na primeira, resultados significativos somente foram obtidos para isolados como
UFSC-Rh90 e UFSC-Rh106, que sdo mais tolerantes aos efeitos negativos dos metabdlitos. A
presenga de carvao permitiu expressar o potencial de viabilidade e a importancia de estudos
fisiolégicos e bioquimicos desses fungos. A utilizagdo de carvao ativo foi padronizada para uso
no inéculo, no inoculante e em meio de cultura sélido. Atualmente, também esta sendo utilizado
na manutencao das culturas da colegdo do Laboratério de Ectomicorrizas da UFSC. Apesar dos
beneficios, o carvdo ndo é apropriado para utilizagdo em cultivo submerso, pois, por ndo ser
seletivo, retira nutrientes do meio, podendo limitar o crescimento. Mas principalmente por
questdes praticas, pois quando na forma de pd, o carvao impossibilita acompanhar visualmente
o cultivo. Na Figura 5.8 é demonstrado o efeito limitante do carvdo quando em proporg¢des

elevadas, recomendando-se utiliza-lo em concentragdes entre 0,2 e 0,3%.

(b)
Figura 5.8 Crescimento miceliano do isolado UFSC-Pt116 em meio de cultura sélido adicionado de
1% (a) e 0,3% de carvéo ativo (b). Placas com 30 dias de incubacgao.
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Embora ndo seja adequado conservar biomassa na forma de suspensdo miceliana, foi
possivel, com o carvao, manter a viabilidade dessas suspensdes por varios meses. Assim mesmo,
o ideal é a utilizagdo de uma matriz sélida, como o alginato de calcio, pois, além das vantagens de
protecao do micélio, o gel mantém o carvao distribuido de forma homogénea. Por outro lado, em

meio liquido o carvao sedimenta e exerce um efeito desuniforme.

5.1.3 Tempo de fragmentagéo do micélio

Quanto ao tempo de fragmentagéo do micélio, a literatura apresenta valores na faixa de 1 a
60 segundos (LAPEYRIE e BRUCHET, 1985; MAUPERIN et al. 1987; PRADELLA et al., 1991a;
KUEK, 1996; ROSSI, 2001; ROSSI et al., 2002), e indica estar relacionados com os diferentes
equipamentos utilizados e a resisténcia do micélio, além dos objetivos de cada estudo. Muitas
discussdes sugerem que a fragmentagcdo seja a causa da perda da viabilidade do micélio.
Entretanto, um nivel de fragmentagéo adequado € muito importante para a cinética de crescimento
e, na etapa de veiculagdo da biomassa em gel, para evitar entupimento do dispositivo
encapsulador e para formagao de capsulas com distribuigdo homogénea do micélio.

Esse estudo revelou que um maior tempo de fragmentagéo n&o prejudica a viabilidade do
micélio (Figura 5.9). Foi possivel, inclusive, a obtengdo de propagulos menores, resultando na
formagédo de pellets menores e mais homogéneos em cultivo no biorreator. A hipotese que
conduziu a esse estudo foi de que a fragmentagao em equipamentos tipo blender deveria produzir
um perfil assintético para a curva de destruicdo das hifas. Tal hipotese surgiu através da
observagdo de suspensbes ao microscopio, onde o efeito destrutivo aparentemente ndo era
expressivo, frente a quantidade de hifas que permaneciam intactas. Esse estudo foi realizado
cronologicamente depois dos avangos obtidos com a utilizagdo do carvao, pois até entéo efetuava-
se uma fragmentacdo por periodos muito curtos, poucos segundos, acreditando-se que esse
processo fosse prejudicial a viabilidade do micélio (LAPEYRIE e BRUCHET, 1985). Embora a
fragmentacdo destrua, efetivamente, um certo volume das hifas, seu efeito ndo se compara ao
efeito inibidor dos metabdlitos, quando nao se utiliza carvdo no meio de cultura. Finalmente, cabe
ressaltar que apesar da destruicdo de algumas hifas a fragmentagao proporciona a quebra dos

aglomerados de hifas, minimizando, assim, a limitagao por difusao.

10s 10s

UFSC-Pt116 UFSC-Ch163
Figura 5.9 Viabilidade de suspensdes micelianas preparadas com diferentes tempos de fragmentacgéo.
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Um tempo de fragmentagéo de 20 segundos em liquidificador a 3600 rpm foi considerado
suficiente para fornecer uma suspensio bastante fina de todos os isolados, adequada para
todas as aplicagdes (indculo e inoculante). Quando necessario, outros tempos poderdo ser
aplicados, desde que se faca a utilizacdo de carvao ativo no meio onde essa suspensdo vai ser

inoculada ou armazenada.

5.1.4 Estabilidade do gel de alginato de calcio

A reacdo do alginato de soédio com o cloreto de calcio, durante a encapsulagdo da
biomassa fungica, leva uma troca i6nica com a formagdao de um gel de alginato de calcio e
liberacdo de NaCl na solugdo, reduzindo o volume da capsula durante a polimerizagdo e
concentrando todos os elementos constituintes. Neste estudo, verificou-se que, se as capsulas
forem armazenadas em solugdo salina, o NaCl dessa solugdo provoca uma reagdo de
despolimerizagdo, desestabilizando o gel. O mesmo ocorria se as capsulas fossem colocadas
em meio de cultura onde ha, também, NaCl.

Assim, nos ensaios em meio liquido, a despolimerizagéo, seguida de desintegracéo das
capsulas através de rapida agitagcéo, afetou a viabilidade do inoculante (Figura 5.10a e b). Nos
ensaios em placas, onde as capsulas despolimerizadas nao foram desintegradas, ocorrendo
apenas absorcao de agua, o inoculante manteve a viabilidade (Figura 5.11a e b). O mesmo
ocorreu em meio liquido quando as capsulas nao foram desintegradas (Figura 5.10b).

Uma hipdtese para a perda da viabilidade da biomassa das capsulas desintegradas seria
a da elevada pressao osmoética em combinagdo com o estresse da agitagdo. Fosfatos, além de
outros cations monovalentes como o K™ e NH,*, também podem provocar a desestabilizagédo do
gel (KUEK et al.,, 1992; KUEK, 1996). Apesar de pouco provavel, ndo se pode descartar a
ocorréncia desse efeito em substrato de plantio adubado ou com excesso de sais, 0 que poderia

provocar uma falha completa do programa de inoculagédo das plantas.

Figura 5.10 Viabilidade de cépsulas do inoculante UFSC-Pt116 em meio de cultura liquido. As
capsulas desintegradas por breve agitagdo nao apresentaram viabilidade (a), capsulas

intactas, embora com despolimerizagdo parcial, mantiveram a viabilidade (b).
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UFSC-Rh106 UFSC-Pt116

Figura 5.11 Viabilidade de capsulas de inoculante de dois isolados em meio de cultura solido
apresentando desestabilizagéo (intumescimento e perda da consisténcia) do gel.

A desestabilizagdo do gel, observada em alguns lotes de capsulas de inoculante, foi
importante para se estabelecerem certos cuidados durante o encapsulamento, pois nem todos os
detalhes da técnica foram descritos em estudos anteriores (LE TACON et al., 1984; MAUPERIN et
al., 1987). Este estudo conduziu a diversos testes de encapsulamento, que permitiram padronizar
tanto o volume de agua, quanto o tempo de lavagem das capsulas para remogao dos residuos de
cloreto de calcio. Também reduziu-se a concentragdo original de CaCl, de 0,7 M para 0,6 M. Como
esse sal apresenta efeitos tdxicos para fungos ectomicorrizicos (KERNAGHAN et al., 2002), deve-se
evitar o acumulo de residuos nas capsulas. Por outro lado, uma concentragdo muito baixa desse sal
podera resultar num gel fraco, e sem as propriedades de protegao fisica do micélio.

A ampliagédo da viabilidade do inoculante dos isolados mais sensiveis, UFSC-Sc42 e UFSC-
Pt188, s6 foi possivel apos padronizagdo da técnica de encapsulamento (item 5.4.2).

5.1.5 Determinacao das velocidades em cultivo estatico

Os tragados das curvas a partir dos dados experimentais obtidos do cultivo em frascos para
todos os isolados sdo apresentados nas Figuras 5.12 a 5.14. Observando o Quadro 5.1, o
desempenho foi diferente para cada um deles, notadamente quando se comparam isolados de
mesmo género (UFSC-Rh90 e UFSC-Rh106), embora tenham havido diferengcas mesmo entre
isolados de uma mesma espécie (UFSC-Pt116 e UFSC-Pt188), nas mesmas condigbes de cultivo.
Essas diferengas na cinética sdo marcantes no cultivo de fungos ectomicorrizicos e devem estar
relacionadas com a fisiologia e a variabilidade genética. Diferengas marcantes também foram
verificadas para um mesmo isolado, entre cultura em meio solido e em meio liquido.

Ficou evidente, dessa forma, a necessidade de estudos nutricionais e fisiolégicos
especificos, além da temperatura mais adequada para cada isolado, para se obter o maximo de
desempenho em cultivo. Entretanto, esses estudos somente serdo viaveis se estiver disponivel um
sistema de controle de pH. Como pode ser observado, ocorrem grandes variagdes no pH e seu
controle através do uso de tampdes (ver item 5.4.4) ndo é eficaz para manté-lo na faixa 6tima que
seria entre 5 e 6.
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Figura 5.12 Producdo de biomassa, consumo de glicose e variagdo do pH durante cultivo de
Scleroderma sp. (UFSC-Sc42) (STREIT et al., 2005b) (a), e Rhizopogon nigrescens
(UFSC-Rh90) (b), em frascos estaticos a 25+1 °C.
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Figura 5.13 Producdo de biomassa, consumo de glicose e variagdo do pH durante cultivo de
Rhizopogon vulgaris (UFSC-Rh106) (a), e Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116) (b), em

frascos estaticos a 25+1 °C.
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Figura 5.14 Producdo de biomassa, consumo de glicose e variagdo do pH durante cultivo de
Chondrogaster angustisporus (UFSC-Ch163) (a), e Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt188)

(b), em frascos estaticos a 25+1 °C.
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Na Figura 5.15 é apresentado um exemplo da determinagao da velocidade especifica de

crescimento e do fator de conversao de substrato em hifas, que sdo apresentados para todos os

isolados no Quadro 5.1. Observa-se que a conversdo apresenta relativa constancia para os

diferentes isolados, estando em torno de 43%.
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Figura 5.15 Determinagcéo da velocidade especifica de crescimento (a) e da conversédo de substrato

em biomassa (b), para o cultivo do isolado UFSC-Rh90 em frascos estaticos a 25+1 °C.

ISOLADO px(dia’) | py (gL dia") | Yws(@er9sw) | pH
UFSC-Sc42 0,19 0,42 0,43 3,8
UFSC-Rh90 0,20 0,54 0,44 3,5
UFSC-Rh106 0,28 0,42 0,44 3,7
UFSC-Pt116* 0,39 0,46 0,42 2,5
UFSC-Ch163 0,19 0,26 0,40 3,0
UFSC-Pt188 0,17 0,27 0,44 3,6

*Fonte: Rossi (2001)

Quadro 5.1 Variaveis cinéticas e fator de convers&o obtidos do cultivo em frascos estaticos a 25+1 °C.

O valor do pH inicial médio foi 5,7.

5.1.6 Fatores que afetam o método dindmico em biorreator airlift

Na execugdo do método dindmico durante um cultivo, em certo instante, a aeragao deve

ser interrompida para se registrar a queda nos valores do oxigénio dissolvido e um balango de

massa possibilita a determinagdo de Qo,. Em instante posterior, retoma-se a aeragéo e novo

balanco de massa possibilita a determinacdo do k a. Para biorreatores airlift, que ndo possuem
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sistemas de agitacdo, essa interrupcdo impede que se mantenha a biomassa em suspensao,
ocorrendo, assim, sedimentacado da biomassa no riser e downcomer.

A adaptagdo do método dinamico, que considera os fatores discutidos a seguir, foi a
forma encontrada para determinacao da velocidade especifica de consumo de oxigénio no
presente trabalho. Biorreatores airlift hibridos, como aquele testado por Chisti e Jaureghi-Haza
(2002), nao apresentam todas essas dificuldades, pois a biomassa € mantida em suspensao
pelo agitador. Outra forma de manter a biomassa em suspensdo durante a interrupgao da
aeracdo poderia ser estabelecida com a utilizagdo de um sistema externo de bombeamento para
promover a circulagdo do liquido. Entretanto, € dificil de idealizar tal sistema em condigbes

assépticas.

5.1.6.1 Sedimentacao da biomassa

Com a interrupgao da aeragao inicia-se a sedimentagao gravitacional e a biomassa se
acumula no fundo do biorreator. Nessa regido, o consumo de oxigénio vai aumentando
gradativamente com o acumulo da biomassa e, em contrapartida, esse consumo vai diminuindo
na regido do topo. Entretanto, na regido média onde estd instalado o sensor de OD, pode-se
imaginar uma velocidade de consumo de oxigénio constante enquanto a concentragdo de
biomassa se mantiver aproximadamente constante. Pois, ao mesmo tempo em que certa
quantidade de biomassa deixa a regido do sensor, passa a ser substituida por outra vinda da
parte superior. Assim, pode-se determinar um periodo de tempo em que a concentragdo de
biomassa seja constante e, por consequéncia, a velocidade de respiragéo. Isso pode ser obtido
medindo-se a velocidade de sedimentacao.

A Figura 5.16 ilustra dois momentos do ensaio de determinacdo da velocidade de
sedimentagdo. Em fungdo do aumento da massa dos pellets ao longo do cultivo, os valores

ficaram dentro da faixa de 0,2 a 0,3 cm.s™, para aqueles com diametro variando de 0,5 a 3 mm.

Figura 5.16 Ensaio em proveta para determinacao da velocidade de sedimentagéo.
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Considerando-se a distancia de 45 cm da superficie do liquido no separador de gas até o
sensor, tem-se um intervalo de cerca de 150 s com biomassa presente na regido do sensor. Assim,
com uma margem de seguranga, pode-se dispor de 2 minutos para a realizagao das medidas. Com
o tempo de 10 s entre as leituras, foi possivel estabelecer 12 pontos experimentais para
determinacdo da Qg,. Nesta fase do ensaio dindmico, em que se determina a velocidade de
respiragéo, foi importante avaliar o tempo de resposta do eletrodo, pois 0 meio permaneceu
praticamente estatico.

5.1.6.2 Constantes de atraso do eletrodo de oxigénio dissolvido

O atraso na resposta & devido ao tempo necessario para que oxigénio dissolvido no liquido
seja difundido através da membrana do eletrodo, que isola 0 meio liquido da superficie do catodo
(onde o oxigénio é reduzido gerando o fluxo de elétrons). Além disso, pode existir também uma
pelicula estagnada, dependendo das velocidades de passagem de liquido pela superficie do eletrodo
(SCHMIDELL, 2001).

Na primeira etapa do ensaio dinamico, o liquido fica praticamente estatico, com somente
pequenos movimentos devidos a sedimentagdo da biomassa. Na segunda etapa, devido a aeragéo,
o liquido encontra-se em movimento e mistura plena. Como consequiéncia, o atraso na resposta do
sensor apresenta valores diferentes nas diferentes fases de execugdo do ensaio. O tempo de
resposta no trecho que permite a determinagdo do Qq, devera ser maior do que o da fase de
determinagéo do k.a.

A resposta do eletrodo, obtida de teste realizado em meio de cultura estéatico, apresentou,
para a constante de atraso, o valor de 106 h™' (Figura 5.17). Em meio de cultura sob agitacdo devida
a aeracao, o valor foi de 389 h" (Figura 5.18). O fabricante do eletrodo apresenta um tempo variando
entre 45 e 90 s para 98% da resposta, que certamente foi determinado em condi¢cdes de agitacao.
Como se observa, o resultado obtido sob agitagédo esta de acordo com a especificagéo de fabrica.
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Figura 5.17 Teste degrau, com o eletrodo inicialmente zerado com N,, colocado em meio de cultura
estatico saturado com O,, a 25 °C: resposta do eletrodo em fungdo do tempo (a) e
determinagao do tempo de resposta (b).
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y=-389,14x+0,3329

QP3 0,006 0,009 0,012 0,016

R?=0,9929

Tempo (h)
(b)

Figura 5.18 Teste degrau, com o eletrodo inicialmente zerado com N,, colocado em meio de cultura

saturado com O, e sob agitacdo, a 25 °C: resposta do eletrodo em fung¢ao do tempo (a) e

determinagao do tempo de resposta (b).

Segundo Schmidell (2001), sdo comuns sensores razoavelmente rapidos apresentarem

90% da resposta em 20 s, atendendo, também, a essa especificagdo. Entretanto, quando se

trata de medidas em condi¢des de liquido estatico, como é o caso da primeira etapa do método

dindmico, para determinagédo da velocidade especifica de respiragado, o atraso é cerca de 4

vezes maior. O eletrodo € o mesmo, mas o que mudou foi a resisténcia a transferéncia do O, na

pelicula estagnada entre o meio de cultura e a membrana do eletrodo.

5.1.6.3 Constante de atraso do sensor de temperatura

A constante de atraso na resposta do termémetro apresentou um valor de 274 h™ (Figura

5.19) e serviu para avaliar a necessidade de corregdo dos dados que forneceram o tempo de

mistura (item 5.3.2.2).
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Figura 5.19 Teste degrau, com a temperatura ajustada inicialmente em zero, com aguaa 0 °C, e

depois colocado em agua a 63 °C: resposta do eletrodo em fung¢éo do tempo (a) e

determinagao do tempo de resposta (b).
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5.1.6.4 Efeito da despressurizagao

Com a interrupcao da aeragao a 0,20 vvm, o efeito nas leituras do oxigénio dissolvido,
devido somente a despressurizagdo, € apresentado na Figura 5.20, equivalendo a um valor
médio para Q2. X de 2,90 mgO,.L".h™".
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Figura 5.20 Variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido em funcdo do tempo, devido a
interrupcao da aeragéo (0,20 vvm) e a consequente despressurizacado do biorreator (a).

Determinacéo do efeito equivalente a Qp.X (b). Dados experimentais em duplicata.

Vazdes mais elevadas geram maior pressurizagao (item 5.3.2.5) que, consequientemente
geram um maior consumo aparente de O, na despressurizagdo. Assim, para 0,36 vvm, foram
obtidos 3,54 mgO,.L™".h™". Para 0,52 vvm, foram obtidos 3,86 mgO,.L".h™". A solubilidade maxima
de O, em agua de torneira foi considerada como 8,0 mg0O,.L™" a 25 °C e ao nivel do mar.

Para o caso deste trabalho, € consideravel o efeito da variagdo da presséo sobre a leitura
dos valores de C,, podendo-se prever, também, esse efeito no segundo trecho onde ocorre
pressurizagao gradual, na retomada da aeragéo, capaz de afetar as medidas de k_a. Esse é um
dos motivos pelos quais, no momento da troca, o material filtrante do cartucho do filtro de saida
era pesado, de modo a n&o alterar a perda de carga.

Essa velocidade aparente de consumo de oxigénio, devida a despressurizagdo e
restauragdo do equilibrio liquido-ar, foi considerada nos testes dindmicos para determinacéo de
Qo2. Essas consideragbes foram importantes porque os microrganismos utilizados neste estudo
apresentam baixa velocidade especifica de crescimento (Quadro 5.1) e, conseqiientemente,
velocidade de respiragdo também muito baixa. O possivel efeito sobre o k,a durante a
pressurizacao €, em parte, atenuado durante o tempo de mistura em que ocorre estabilizacédo
parcial da presséao, durante o qual os pontos sdo desconsiderados.

Uma solugéo para esse problema seria a construgcdo de um dispositivo que fechasse a
saida dos gases no mesmo instante da interrupcdo da aeragdo, mantendo o biorreator
pressurizado, resolvendo-se, desse modo, as interferéncias nas leituras devidas tanto a

despressurizagao quanto a pressurizagao.
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5.2 Transferéncia de massa

Estudos sobre a transferéncia de massa durante o cultivo de fECM n&o foram encontrados
na literatura, sendo poucos até os trabalhos que apresentam apenas dados de velocidade de
crescimento. Esse tipo de estudo adquire uma dificuldade particular por se tratar de fungos de
crescimento lento, onde a velocidade tem escala de medida em dias. A dificuldade é devida,
também, ao tipo de biorreator utilizado que atualmente estéd em uso em apenas 5% dos processos,
significando estagios iniciais no desenvolvimento das aplicagdes. No Apéndice B apresenta-se uma
avaliagdo da estequiometria relacionada ao crescimento dos fungos onde se verificou a
impossibilidade de utilizagdo do método do balango gasoso (BADINO Jr. et al., 2000 e 2001) para os
estudos de transferéncia de oxigénio, devido a diferenga da concentragao de oxigénio entre a
entrada e a saida ser da ordem do erro na medida. Entdo, nesse trabalho utilizou-se o método
dindmico para essas determinacdes, observando-se as consideracdes e corre¢des discutidas nos
estudos preliminares.

Para efeitos de transferéncia de massa, a composi¢cdo da fase gasosa foi considerada
constante ao longo do riser, pois apenas uma fragdo muito pequena do oxigénio total do ar de entrada
do biorreator ¢é transferida para o liquido (CHISTI, 1989). Entretanto, a existéncia de um Cg variavel
axialmente em fungéo da variagdo da pressao hidrostatica devera ser considerada em biorreatores
airlift com alturas elevadas, como também é considerado em qualquer biorreator de grande porte.

5.2.1 Determinacao da solubilidade do oxigénio em meio de cultura

A solubilidade do O, em meio de cultura, determinada pela correlagdo obtida da Figura
5.21 e a estequiometria da reacgéao, foi de aproximadamente 7,5 mgOz.L'1, a 25 °C e a pressao
atmosférica ao nivel do mar (ROSSI et al., 2005c). Esse valor foi cerca de 8% inferior a valor de
solubilidade da agua pura nas mesmas condi¢des. A presenga da glicose e de sais diminuiu a
solubilidade do oxigénio no liquido, como ja observado por outros pesquisadores (KAPPELI e
FIECHTER, 1981; SCHMIDELL, 2001).

+ Meio de cultura = Agua destilada

y=0,5898x+0,5
R2=0,9982

y=0,5444x+0,5
R2=0,9955

0 20 40 60 80 100 20 U0 10
H,0, 1,024 M (microlitros)

Figura 5.21 Resposta do eletrodo de oxigénio dissolvido em relagdo a quantidades crescentes de
H,0, na presenca de catalase.
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5.2.2 Determinagao da viscosidade

A medida da viscosidade foi de dificil realizagéo devido ao fato de o tamanho dos pellets
de biomassa ser da mesma ordem do espagamento entre os cilindros do viscosimetro, modelo
este, necessario para medidas de baixas viscosidades. Na Figura 5.22 apresenta-se a variagao
da viscosidade em fung¢ao do tempo de cultivo. O perfil da tensdo de cisalhamento em fungao da
rotagdo do cilindro interno teve o melhor ajuste pelo modelo de Newton, com coeficientes de
correlagdo variando de 0,97, para a primeira amostra, e diminuindo até atingir 0,84 na penultima
amostra. A ultima amostra foi melhor ajustada pelo modelo da Poténcia, mas com erro na
correlacdo. Também foi observado efeito tixotropico durante a realizagcdo dos ensaios,

provavelmente devido ao efeito de cisalhamento dos cilindros sobre os pellets de biomassa.
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1,25

R2=0,7878

Viscosidade (cp)
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Figura 5.22 Variacao da viscosidade durante o cultivo do isolado UFSC-Rh90 em biorreator airlift.

Em sintese, a viscosidade do meio de cultivo muda pouco, sendo basicamente
newtoniana, pois, como o micélio nao fica disperso a biomassa desses fungos em biorreator
airlift tende a formar pellets que favorecem a manutengdo de uma viscosidade mais baixa e,
desse modo, as condigbes de transferéncia de massa no liquido (KIM et al., 1983; MITARD e
RIBA, 1988). Por outro lado, agravam-se as condigdes de transferéncia de massa para o interior
dos pellets. E oportuno mencionar que nem todos os fungos ectomicorrizicos crescem na forma
de pellets.

Num estudo paralelo de cultivo no airlift, utilizando o isolado UFSC-Am75 (Amanita
muscaria), comumente encontrado em plantagbes de pinus, observou-se crescimento como
micélio disperso, o que dispensou a etapa de fragmentagéo para o processo de encapsulamento.
Esse fato indicou a possibilidade de se abreviar o processo de produgcdo de inoculante,
eliminando-se a etapa de fragmentagdo através do desenvolvimento de um processo de
fragmentagdo dos pellets durante o cultivo. O objetivo seria, também, melhorar as condi¢des
gerais de transferéncia de massa, pois para as baixas concentragbes celulares no cultivo de

fungos ectomicorrizicos, a dispersao dos pellets ndo devera afetar muito a viscosidade. Além
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disso, esse procedimento poderia permitir um modo seguro e rapido de inoculagdo direta entre
biorreatores em operac¢des de aumento de escala.

Essa estratégia ndo foi implementada neste projeto por motivos apenas financeiros.
Assim, esse assunto sera mencionado brevemente no APENDICE E, servindo como sugestao

para um trabalho futuro.

5.2.3 Determinagéo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

A determinacgdo de valores do kia em agua foi importante para adequar o intervalo de
tempo entre as medidas de OD, e para obtencdo dos valores de referéncia, tanto para os
resultados obtidos neste trabalho, quanto para comparagado com outros estudos em biorreatores.
A Figura 5.23 mostra os resultados do ensaio dindmico para determinagéo do k_.a na vazéo de ar
de 0,36 vvm, apresentando um valor de aproximadamente 30 h™'. Para essa mesma vaz&o, o k.a
obtido para uma solugéo fisioldgica (0,15 M de NaCl) apresentou um valor cerca de 20% maior
(item 5.3.2.4), possivelmente pela menor coalescéncia das bolhas de ar devido ao sal. E
interessante ressaltar que embora a presenga de sais diminua a solubilidade do oxigénio na
agua, ela aumenta, por outro lado, a area superficial de troca na interface liquido-ar. Para as
vazoes especificas de ar de 0,20 e 0,52 vvm foram obtidos valores de 15 e 47 h'.

Certamente, esses sao valores de referéncia, pois apenas uma mudanga no distribuidor

de ar poderia alterar tais valores.
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Figura 5.23 Método dinamico realizado no biorreator airlift utilizando agua pura (O, removido pela
injecdo de N,) a 25+0,2 °C e 0,36 vvm: resposta do eletrodo em fung¢édo do tempo (a), e

determinagao do k.a (b).

5.2.4 Corregao do k a em fungao do atraso na resposta do eletrodo

Para avaliar a necessidade de correcédo dos valores de k_a devido ao atraso na resposta

do eletrodo, as Figuras 5.24a, b e c apresentam graficos com a variagao da concentragéo real de
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oxigénio dissolvido (C) (Equacgao 4.29) e a concentragao prevista pela sonda (Cp) (Equagao
4.30), em fungado do tempo, para os valores de k.a de 20, 37 e 50 h' (nas vazdes de 0,20,
0,36 e 0,52 vvm, respectivamente, conforme item 5.3.2.4), e para o kp de 389 h™! (item 5.1.6.2).
Nesses graficos pode-se observar que o eletrodo acompanha muito bem os valores reais. A
constante de atraso (k,) foi cerca de 8 vezes superior ao k.a na maior vazo utilizada para o
estudo de transferéncia de oxigénio (0,52 vvm). Neste caso, conforme indicado por Schmidell
(2001), ndo ha necessidade de corregao dos valores de k_a.

Na Figura 5.24d foi feita uma simulacdo com um k.a de 300 h™ e um ke de 150 h™,
para ilustrar uma situacdo onde seria necessaria realizar a correcdo. Um limite com razoavel
precisdo, sem a necessidade de corregcido seria para um valor de kp duas vezes superior ao
valor do ka (SCHMIDELL, 2001), e essa condigdo cobre uma faixa bastante ampla de k.a
para aplicagdo em biorreatores airlift, e tranquilamente toda a faixa utilizada na caracterizagao

hidrodinamica do biorreator, que foi até 1,0 vvm.
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Figura 5.24 Variagcdo da concentragdo real de oxigénio dissolvido (C.Cs'1) e sinal do eletrodo

(Cp.Cs'1), durante execucdo do método dindmico. Simulagdo da Equacido 4.29 e

Equacgéo 4.30 para diferentes valores de k.a e kp.
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5.2.5 Determinacao do k.a e Qo, durante o cultivo

Na Figura 5.25 sdo apresentadas duas curvas tipicas obtidas durante a execugéo do
método dinamico, que foram utilizadas para determinar a velocidade especifica de respiragao

(Qo2) e o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a).
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Figura 5.25 Variagao percentual da concentragdo de OD em relagéo a saturagdo durante a realizagéo
do método dindmico no oitavo (a) e décimo dia (b), durante o cultivo do isolado UFSC-
Rh90 a 25+1 °C e 0,20 vvm em biorreator airlift.

Observou-se que em estagios mais avangados do cultivo, a execugdo do método
dindmico pode levar a concentragao de OD a niveis criticos. Na Figura 5.25b pode-se observar
que apos a retomada da aeragao a concentragao de OD estabiliza-se num patamar superior ao
do inicio do ensaio, indicando um consumo de O, inferior ao que havia antes da interrupgéo da
aeragao, caracterizando um efeito prejudicial ao metabolismo. A diminui¢do nos niveis de OD
somente foi verificada apds varias horas, confundindo-se com o desenvolvimento do cultivo.
Assim, como o nivel de OD medido no meio ficou préximo dos 40% da saturagéo neste ensaio,
pode ter atingido no interior dos pellets valores mais baixos ainda. Na retomada da aeragdo
ocorre uma queda brusca na concentragdo de OD medida no eletrodo (ver elipse tracejada)
devida ao inicio do processo de mistura do meio pobre em oxigénio da base do biorreator, onde
a biomassa se acumulou, com o restante do meio da parte superior, durante o restabelecimento
da hidrodindmica. Esses pontos experimentais foram desconsiderados na determinagéo do k.a
durante esse periodo de instabilidade, determinado pelo tempo de mistura (item 5.3.2.2).

O problema agravou-se ao longo do cultivo pelo aumento no tamanho e compactagéo
dos pellets, que impde limitagbes adicionais a transferéncia de oxigénio para o interior dos
aglomerados de hifas (ROSSI et al., 2002), além do aumento da concentragdo da biomassa e do
consequente aumento no consumo de OD. Na Figura 5.26 pode-se observar pellets de biomassa
de diferentes tamanhos seccionados apds um ensaio de viabilidade com cloreto de trifenil
tetrazolium (CTT), onde as regides internas mais claras revelam-se afetadas com sua atividade
diminuida, sendo a area afetada maior em pellets maiores. Células viaveis reagem com CTT
formando um pigmento vermelho.
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Regides mais
claras indicam
menor atividade
metabdlica

Figura 5.26 Ensaio de viabilidade com CTT onde hifas viaveis reagem formando um pigmento

vermelho. No detalhe, pellets de biomassa com didametro variando entre 1,6 € 4 mm
foram seccionados para mostrar o interior.

O coeficiente angular obtido no primeiro trecho da curva (Figura 5.25) permitiu a
determinagao de Qqp, € 0s pontos do segundo trecho aplicados na Equagéo 4.28 permitiram a
determinagao do k a, também através do coeficiente angular.

Os valores obtidos para Qp, sdo muito baixos (Figura 5.27), sendo afetados pela
despressurizacao. Assim, para cada valor de vazao de ar, dos resultados de Qg,.X foi
subtraido o valor obtido preliminarmente para o efeito da despressurizagéo (item 5.1.5.4).
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Figura 5.27 Variagao experimental da velocidade especifica de respiragédo (Qoz) em fungao do tempo, e

seu valor apos corrigido o efeito da despressurizagdo. Cultivo do isolado UFSC-Rh90 em
biorreator airlift a 251 °C em diferentes vazdes de ar.
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Feito isso, um novo perfil € obtido para a velocidade especifica de respiragdo, revelando um
comportamento mais coerente. Sem a corregao, essa grandeza demonstrou sempre uma queda
muito acentuada desde os primeiros dias de cultivo, ndo condizendo com as condigbes do meio
de cultura, que estavam mais apropriadas e as concentracdes de OD mais altas. A
despressurizacdo afetou mais significativamente as medidas iniciais, devido a baixa
concentragao celular associada a baixa velocidade de consumo, motivo pelo qual ndo se
observa esta corregdo em outros estudos com microrganismos de crescimento rapido.

A discussdo do comportamento de Qp, = f( t ) sera realizada no item 5.4.1, onde as

Figuras 5.45, 5.47 e 5.49, referentes a esses cultivos, apresentam também os dados de X e S.

5.2.6 Correcao do k a e Qo em funcéo do atraso na resposta do eletrodo

Na Figura 5.28 apresentam-se os dados experimentais da concentragéo de O, dissolvido
de um ensaio dindmico no quarto dia de cultivo do isolado UFSC-Rh90 a 0,52 vvm (item 5.4.1).
Também estao locados, no primeiro trecho, a simulagéo dos pontos tedricos (Equagao 4.33) e os
dados experimentais corrigidos do atraso na resposta (Equacéo 4.39), utilizando o k, para liquido
estatico (106 h™). No segundo trecho, estdo também locados a simulagdo dos pontos tedricos
(Equacao 4.37) e os dados experimentais corrigidos para o atraso na resposta do sensor

(Equacéo 4.41), utilizando o k, para o liquido agitado (389 h™).
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Figura 5.28 Dados experimentais do método dindmico (C,) obtidos em cultivo do isolado UFSC-Rh90.
A curva corresponde aos dados tedricos (Cteor) € 0s pontos vazados representam o0s

valores de C, corrigido o atraso devido ao tempo de resposta (Cycorr).

No primeiro trecho, verificou-se que a Equagdo 4.39 ndo ajustou bem os dados
experimentais. O motivo para isso foi o valor muito baixo do k,. Independente disso,
desconsiderando-se os pontos iniciais do estado transiente devido a existéncia de bolhas de ar
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em instantes seguidos a interrupgdo da aeragdo (nao previstos pela Equagao 4.39), tanto os
dados experimentais, quanto os seus valores corrigidos, acompanham bem os valores de C
tedricos. Para tempos elevados no ensaio, o termo (kp.ekp't)'1 da Equacdo 4.39 torna-se
desprezivel, obtendo-se uma reta paralela a representada pelos pontos tedricos, podendo-se
estimar o valor de Qo2X através do sinal do eletrodo {C, =f ( t )} (SCHMIDELL, 2001).

Na retoma da aeragéo (Figura 5.28), depois do estado transiente devido a mistura, ja
discutido (item 5.2.5), observa-se que tanto os dados experimentais (C,), quanto os corrigidos
(Cpcorr) acompanham bem os valores tedricos previstos pela Equagéo 4.37. Para valores de k.a
elevados, como € o caso em biorreatores agitados, a diferenga entre C real e C, lido pelo
eletrodo é maior, como observado no trabalho de Badino Jr. et al. (2000).

No caso deste trabalho, o transiente definido pelo tempo de mistura abrange um tempo
de 50 a 60 s, periodo em que os dados experimentais devem ser desconsiderados para o calculo
do k_a (item 5.3.2.2). Neste espaco de tempo, as leituras do eletrodo conseguem estabilizar e
acompanhar os valores reais. Assim, tanto os valores para Qo quanto para k a, ndo necessitam
de correcdo em fungao do atraso na resposta do eletrodo.

5.2.7 Concentragao critica de oxigénio

A Figura 5.29 apresenta o resultado de um ensaio para determinagdo da concentracao
critica de oxigénio durante um cultivo do isolado UFSC-Rh90 a 0,20 vvm (ver também Figura
5.44). A retomada da aeragao foi realizada aproximadamente 9 min. apds a interrupgao, mas,
como mostra a figura, em menos da metade desse tempo ja ocorreu uma desaceleragdo no
consumo, indicando uma possivel limitagdo. Com a retomada da aeragdo ocorreu uma queda
brusca na concentragdo de oxigénio, como ja observado antes (item 5.2.5), e depois comegou a
subir, estabilizando apds cerca de 10 min. As variaveis avaliadas no momento do ensaio estédo
apresentadas no Quadro 5.2.
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Figura 5.29 Variagdo na concentragao de oxigénio dissolvido ao longo do tempo, devido ao consumo
pelo microrganismo, durante interrupcdo e posterior retomada da aeracdo. Cultivo do
isolado UFSC-Rh90 em biorreator airlift a 25+1 °C e 0,2 vvm.
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Devido a limitagdo ocorrida no suprimento de O, para o fungo, o estado estacionario
(pois a biomassa praticamente ndo se altera no curto espago de tempo do ensaio) foi atingido
num patamar superior ao do inicio do ensaio. Pode-se deduzir que foi atingido um ponto
critico, indicado pela alteracdo no metabolismo, mas ndo se pode determinar em qual
concentragdo de oxigénio dissolvido isso ocorreu. Devido a sedimentacdo da biomassa, o
inicio da queda na velocidade de respiracdo se confunde com a diminuigdo da concentragéo
de biomassa na regido do sensor. Nos primeiros dias de um cultivo, a biomassa é
suficientemente leve para permanecer longo tempo em suspensao, e nessa fase inicial 0 Ceit
poderia ser determinado. Entretanto, como durante o cultivo os pellets aumentam de tamanho
e densidade, agravando as condi¢des de transferéncia de massa (Figura 5.26), decorre que
uma maior concentragdo de oxigénio dissolvido € necessaria para compensar o aumento na
resisténcia ao transporte, tornando C;; variavel, e desse modo, indefinida em cultivo de fungos
ectomicorrizicos que formam pellets compactos. A instalagdo de um fragmentador no

biorreator poderia contribuir para o estabelecimento de C;t (APENDICE E).

Tempo | Cp.Cs™ H Glicose Biomassa Hx Qo2
(dia) (%) P residual (gL") | (gL (dia”) | (mgO2.gee b
6,5 69,4 4,52 6,4 2,31 0,42 4,33

Quadro 5.2 Variaveis de cultivo avaliadas no momento da realizacdo do ensaio para determinacéo de
Cqit- O ensaio foi realizado na metade do tempo de cultivo total.

5.2.8 Coeficiente de manutengao e fator de converséo de oxigénio para células

O isolado ectomicorrizico UFSC-Rh90, apresentou um consumo de oxigénio variavel, em
fungdo do nivel de atividade observado, para manutencao das atividades vitais, durante o cultivo
em biorreator. A Figura 5.30 apresenta os resultados dessa variavel (Equagéo 4.42) para trés
cultivos, tendo sido obtidos os valores de 1,33, 2,23 e 2,36 mgO,.gee.h™", para vazées de ar de
0,20, 0,36 e 0,52 vvm, respectivamente. Esses valores representaram cerca de 35, 33 e 30% da
velocidade especifica média de consumo de oxigénio pelo fungo, 3,78, 6,67 e 7,78 mgOz.gce|.h'1
(Figura 5.27). Em condi¢des limitantes, uma propor¢gao maior dos nutrientes € utilizada para
manutencao das atividades vitais (manutengdo dos gradientes ibnicos, osmoticos e de pH,
ciclagem de proteinas, acidos nucléicos, etc.), e seu valor, nesses casos, varia com a velocidade
especifica de crescimento (PROSSER e TOUGH, 1991). O fator de converséao de oxigénio para

células foi da ordem de 2,4 gce|.902'1, considerando-se a média entre os trés cultivos.
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Figura 5.30 Determinagéo do coeficiente de manutengéo para o oxigénio para o cultivo do isolado

UFSC-Rh90 nas trés vazdes de aeragao.

5.3 Construcao do biorreator airlift em ago inox

5.3.1 Funcionamento do biorreator

Ap6s a confecgdo das pegas e montagem do biorreator, foram realizados testes de
integridade do equipamento. Nos testes de pressdo com ar comprimido a 1,5 atm, todas as
portas com selos de borracha e valvulas foram reguladas permitindo total vedagéo, o que foi
confirmado durante 24 h sob pressurizagdo. Pequenos vazamentos foram observados em poros
de solda. Apdés a correcdo do problema, o biorreator foi submetido a testes de assepsia
utilizando-se meio de cultivo esterilizado, sem inoculagéo. Ja no primeiro teste, o biorreator foi
operado durante 20 dias sem que qualquer contaminacio tenha sido detectada. Nesse periodo,
foram realizadas diversas manipulagdes, como coleta de amostras, variacdo da vazao e adigao
de meio de cultura, sem influéncia sobre a pureza do conteudo.

Os selos de vapor funcionaram perfeitamente, permitindo total assepsia. Foi necessaria a

uniformizagdo da massa filtrante para padronizar a perda de carga e seus efeitos na
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transferéncia de oxigénio. O trocador de calor foi eficiente na manutengdo da temperatura em
todas as situagdes ambientais testadas e, apesar de o termdmetro do set point controlar a
temperatura da agua, a temperatura do meio de cultivo variou entre +1 °C.

Devido as diversas fendas nos encaixes das pec¢as com O-rings (Figura 5.31), foi
necessario desmontar completamente e limpar todas as pecas antes de cada esterilizagio, a fim
de garantir a assepsia. Essa foi 0 Unica causa de contaminagao que ocorreu no biorreator. Todas
as coletas de amostras, cargas e descargas de meio ocorreram sempre sem contaminagdes. O
orgamento ndo permitiu a instalagao de valvulas de diafragma, mas as valvulas de esfera e de

agulha que foram utilizadas funcionaram muito bem.

. FENDA ONDE FICAM
" RESiDUOS

. D-Ring

_ SULCO MO EMCAKE
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Figura 5.31 Exemplos de locais no biorreator, como portas de sensores e encaixes, que necessitam
de desmonte para efetuar uma limpeza correta.

Comparado ao biorreator de vidro (ROSSI, 2001), o biorreator em ago proporcionou as

seguintes melhorias:

= Corpo do biorreator duravel,;

= QOperagdes mais seguras quanto ao aspecto de assepsia;

= QO isolamento diminuiu as trocas de calor, permitindo mais economia de energia;

= Possibilitou a pressurizagéo para aumentar a concentragdo de oxigénio dissolvido;
= Sensor de oxigénio dissolvido esterilizavel,

= Esterilizagdo do biorreator no préprio local;

= Selos de vapor nas portas de alimentagao, descarga e coleta de amostras;

= Filtro de saida esterilizavel de baixo custo, constituido de cartucho com |a de vidro;
= Registro de agulha para maior controle sobre a vazao de ar de entrada;

= Eficiéncia na amostragem;

= Eficiéncia na separagdo do gas, permitindo que as bolhas alcangassem a dispersao antes

da entrada de liquido no downcomer.

A Figura 5.32 mostra os biorreatores e os equipamentos periféricos. Na imagem menor &

possivel observar o visor central, o eletrodo de OD e a saida para o coletor de amostras.
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Figura 5.32 Arranjo experimental com visédo em dois &dngulos, mostrando os biorreatores airlift
construidos em aco inox e em vidro borossilicato, e os equipamentos periféricos.

Uma deficiéncia no dispositivo experimental foi a falta de um sistema de controle de pH,
pois a utilizagdo de agentes tamponantes no meio de cultivo, como sera visto, na maioria das
vezes nao foi satisfatoria, devido a grande produgao de acidos pelos fungos ectomicorrizicos. No
futuro, com a implementacdo desse sistema de controle, utilizando eletrodo esterilizavel com
corpo construido com materiais resistentes como o PTFE (ANEXO B), podera ser desenvolvido a
automacao e controle para as principais variaveis de processo (OD, pH, pCO,, T, Uy, P), sendo
esta, também, uma sugestao para outro trabalho.

O didmetro do duto de amostragem permitiu a coleta de amostras com distribuigéo
uniforme da biomassa, para todos os tamanhos de pellets formados (Figura 5.33 e 5.34). A
pressao hidrostatica devido a altura da coluna de liquido, mais a pressao devida a resisténcia do
filtro de saida dos gases, contribuiram para a eficiéncia da amostragem.

P “ -

i

Figura 5.33 Sequéncias de amostras de dois cultivos do isolado UFSC-Rh90 no biorreator airlift.
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Figura 5.34 Biomassa de dois diferentes cultivos do isolado UFSC-Rh90 no biorreator airlift em
inox, mostrando a diferenca entre o tamanho dos pellets, resultantes de indculos
preparados com diferentes tempos de fragmentacgéo.

E importante considerar os problemas que o vacuo gerado pelo rapido resfriamento pode
causar em vasos sob pressdo, dimensionando-se os filtros de entrada de ar de modo a suprir a
vazao maxima requerida nessa situacdo. Por ndo permitir a passagem de vapor umido, a
membrana do filtro de ar de entrada era esterilizada separadamente em autoclave, juntamente
com seus acessorios (mangueira de silicone e registro com encaixe para selo de vapor). Desse
modo, ndo era possivel com a devida rapidez injetar ar no biorreator logo apds a interrupgéo do
vapor direto ao término da esterilizagdo. Entretanto, a robustez do filtro de saida permitiu a
entrada de ar filtrado suficiente, compensando o vacuo gerado e eliminando o risco de danos a
integridade do biorreator, e, também, a possibilidade de perda de assepsia pela entrada de ar

contaminado.

5.3.2 Caracterizagao hidrodinamica

Neste item sao feitas algumas comparagdes com os resultados de Pedrini (1997), pois as
relagbes geométricas de seu trabalho foram a base do projeto deste novo biorreator. Esse autor
realizou estudos hidrodindmicos preliminares num biorreator airlift construido com tubos e
conexdes de PVC, utilizando uma faixa de vazao especifica de ar muito elevada, chegando a
atingir aproximadamente 2,5 vvm, criando complicagbes para a obtengdo dos dados
experimentais. Posteriormente, construiu um biorreator em vidro borossilicato com 6,5 L de
capacidade, o qual operou com vazoes de 0,2 a 0,7 vvm, faixa que considerou, pelos resultados
do protoétipo em PVC, ser de escoamento homogéneo. As hidrodinamicas do protétipo e do
biorreator de vidro foram bem distintas, sendo tal diferenga atribuida a geometria dos
biorreatores (altura do protétipo cerca de 30% maior). Entretanto, uma diferenga dessa ordem
ndo poderia afetar em cerca de 100% a velocidade de circulagao de liquido e nem 80% o gas
holdup, como apontam seus resultados.

Outro resultado contraditério € o fato de a mudancga do regime de bolhas, de homogéneo

para heterogéneo (que se esperava ser apenas homogéneo), ocorrer no biorreator de vidro
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numa velocidade de gas aproximadamente 3 vezes inferior a do protétipo. Assim, por coeréncia,
todas as comparacgdes feitas a seguir referem-se aos resultados obtidos por esse autor com o
biorreator de vidro.

Muitos fluidos de fermentagdo podem ser simulados com analogia a suas propriedades
reoldgicas e hidrodinamicas. Solugbes de agucares, glicerol, glicéis, polimeros (CMC, poliacrilamida,
goma xantana), proteinas e fibras, s&o utilizados para simular diversos sistemas microbiolégicos de
interesse. Também é bem conhecida a utilizagéo de solugbes salinas para simular diversos sistemas
microbianos que se comportam como fluidos Newtonianos (HIKITA et al., 1980; CHISTI, 1989). Para
a caracterizagdo hidrodinamica do biorreator, o meio de cultura foi simulado com uma solugédo de
0,15 M de NaCl (com agua de torneira), que reproduz a forga ibnica caracteristica de sistemas
fermentativos, simulando a coalescéncia de bolhas dos meios de cultura reais, além dos efeitos dos
sais no coeficiente de transferéncia de massa.

Embora seja recomendado que a calibragdo do sensor de oxigénio dissolvido seja feita
utilizando-se o ar, a mesma foi realizada no liquido ou meio de cultura, pois observaram-se pequenas
diferencgas, devidas, possivelmente, a presséo da coluna de liquido sobre a membrana do sensor.

Os parametros hidrodinamicos obtidos para o biorreator airlift de inox com 5 L de capacidade,
para uma faixa de vazao de ar entre 0,2 e 5 L.min™", sdo apresentados no quadro 5.3. Os valores em
destaque foram aqueles estabelecidos para os estudos de transferéncia de massa. Para a faixa de
vazao estudada, a reprodutibilidade ficou abaixo de 9%. Para vazdes elevadas podem ser obtidas
variagbes de £10% devido as flutuagdes mais pronunciadas no nivel da dispersao no separador de
gas (CHISTI, 1989).

Vazao de ar U, Gas-holdup Urg UL, Erro
(L.min™) (vwm) | (m/s) (€) (m/s) (m/s) (%)
0,2 0,04 0,001 0,006 0,17 0,018 <1,5
0,6 0,12 0,002 0,011 0,24 0,026 <15
1,0 0,20 0,004 0,016 0,30 0,033| <15
1,4 0,28 0,006 0,020 0,35 0,038| <1,5
1,8 0,36 0,007 0,023 0,43 0,046 1,5
2,2 0,44 0,009 0,028 0,44 0,047 | *2,3
2,6 0,52 0,010 0,032 0,46 0,050 | *3,5
3,0 0,60 0,012 0,037 0,49 0,053 | *4,5
34 0,68 0,014 0,039 0,47 0,051 5,6
3,8 0,76 0,015 0,041 0,54 0,059 | 6,7
4,2 0,84 0,017 0,044 0,59 0,064 | 7,8
4,6 0,92 0,018 0,045 0,68 0,073| <9,0
5,0 1,00 0,020 0,045 0,70 0,076 | <9,0

Quadro 5.3 Paradmetros hidrodindmicos obtidos experimentalmente em solugdo fisioldgica, para

caracterizagao do biorreator airlift construido em ago inox.



RESULTADOS E DISCUSSAO 125

5.3.2.1 Gas holdup e velocidade de circulagao de liquido

A Figura 5.35 mostra a velocidade superficial do liquido no riser (U.;) e o gas holdup (€) em
fungdo da vazao de ar. Como esperado, 0 gas holdup aumentou com o aumento da velocidade
superficial do gas (Ug), em proporgdes tipicamente decrescentes. As inflexdes no perfil da Uy,
(Figura 5.35a) podem indicar a transicdo entre os regimes de bolhas de homogéneo para
heterogéneo (ROSSI et al., 2005a).

O aumento do gas holdup associado ao aumento da turbuléncia no sistema favorece a
coalescéncia das bolhas de ar, aumentando a velocidade de subida das bolhas e a velocidade
de circulagado que, por sua vez, afeta o gas holdup. Padrdes semelhantes sdo comumente
observados na literatura, mesmo para as mais diferentes geometrias (LI et al., 1995; ABASHAR,
et al., 1998; ATENAS, et al., 1999; CHISTI e JAUREGUI-HAZA, 2002; MENG, et al., 2002;
GOUVEIA et al., 2003).

Na Figura 5.35b, o perfil da curva de gas holdup dos dados de Pedrini (1997) sugerem

dificuldades para sua determinagdo em baixas vazdes de ar utilizando diferencas da pressao

manométrica.
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Figura 5.35 Comparagédo entre a velocidade superficial de liquido e gas holdup em diferentes vazdes
de ar (a). Comparagao entre os valores de gas holdup obtidos neste trabalho e os obtidos
por Pedrini (1997) (b).

A Figura 5.36a apresenta uma comparacgao de dados da velocidade de circulagao de
liquido com dados do trabalho de Pedrini (1997). Observa-se uma diferenca média de 43%,
evidenciando a consideravel melhoria na desempenho do biorreator em fungdo das
modificagdes feitas no separador de gas. A entrada de gas no downcomer exerce um fluxo
contrario prejudicial a circulagao de liquido.

Existem correlagdes que permitem prever o gas holdup em fungdo da velocidade

superficial do gas, sendo a previsao delimitada pelo alcance de certos parametros como o



RESULTADOS E DISCUSSAO 126

tipo de fluido, H, L, Ad/Ar e Ug. Assim, as diferengas observadas entre os valores
experimentais deste trabalho e os valores obtidos através de diferentes correlagdes tedricas
propostas por outros autores (Figura 5.36b) devem-se ao fato de que nem todos os
paradmetros do projeto do biorreator em analise terem seus valores dentro dos limites dos

parametros dessas correlagoes.
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Figura 5.36 Velocidade de circulagdo do liquido no riser em fungéo da velocidade superficial do gas

(a). Comparagéo entre os valores de gas holdup experimentais e tedricos (b).

Apesar de ser remota a possibilidade de anoxia no downcomer (onde ocorre somente
consumo de oxigénio) durante o uso de biorreatores airlift para cultivo de fungos
ectomicorrizicos, € importante considerar a melhoria alcangada na velocidade de circulagao
do liquido quando esse sistema é empregado. Quando aplicado para microrganismos mais
exigentes, e/ou em escalas maiores, devera ser considerada a possibilidade de haver uma
concentragdo de oxigénio abaixo da critica no downcomer, devido ao comprimento do
mesmo.

Em casos extremos de baixa transferéncia de massa, como em fluidos muito viscosos,
deve-se considerar, inclusive, a possibilidade de fazer a inje¢ao de ar no downcomer (JIN et al.,
2001) para evitar limitagdes nesse trajeto que poderiam afetar o metabolismo. Certamente a

entrada de ar no downcomer alteraria a hidrodindmica do biorreator e precisaria ser reavaliada.

5.3.2.2 Tempo de mistura

A qualidade da mistura é um fator critico para o desempenho de um biorreator. Uma boa
mistura devera fornecer oxigénio e nutrientes suficientes, além de manter homogéneo o pH,
evitando reacgdes paralelas ao processo e a morte de células. A Figura 5.37 apresenta os

resultados de um ensaio para determinagao do tempo de mistura na vazao de ar de 0,20 vvm.
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Figura 5.37 Determinagdo do tempo de mistura no biorreator airlift em inox para vazao de ar de 0,2
vvm. Perfil da temperatura do topo e da base (a) e diferenga de temperatura entre o topo
e a base (b).

Decorreram 50 s para atingir aproximadamente 95% da mistura a 0,20 vvm, 45 s a 0,36
vvm e 40 s a 0,52 vvm. Embora nenhum reator de batelada possa ser considerado um misturador
perfeito, a suposicdo de mistura completa é justificada pelo fato de as medidas em diferentes
pontos de amostragem nao afetarem mais que +10% na reprodutibilidade de valores tipicos do
ki.a (CHISTI, 1989).

O resultado desse ensaio serviu para definir os pontos experimentais iniciais a
desconsiderar para determinagdo dos valores de k,a, uma vez que, até o desenvolvimento
completo da hidrodindmica, as leituras da concentragcao de oxigénio foram afetadas pela mistura.
Por exemplo, num cultivo realizado a 0,20 vvm, ao se reiniciar a aeragao durante a realizagao de
um ensaio dindmico, o estabelecimento da hidrodinamica ocorre apos 50 s (Figura 4.25). Assim,
pelo menos 5 pontos experimentais iniciais foram desprezados para o calculo do k_a. Esse tempo
também foi importante para o re-estabelecimento da pressdo no biorreator e estabilizacdo dos
valores pelo eletrodo de OD, tornando-se desnecessaria a corregdo em fungao do atraso na
resposta (item 5.2.6).

5.3.2.3 Coeficiente de atrito

O coeficiente de atrito (Kg) representa a perda de energia devido ao atrito nas conexodes
e devido as mudancas de diregdo do fluxo de liquido entre o riser e o downcomer. E um
parametro importante para predizer a velocidade do liquido no riser nos processos de aumento
de escala (van BENTHUM et al., 2000; BURRIS et al., 2002).

Nos graficos da figura 5.38 estdo locados os valores da velocidade de circulagdo de
liquido em fungao dos valores das variaveis independentes da Equacao 4.47, fornecendo o valor

do coeficiente angular Kg°. Assim, na Figura 5.38 obteve-se o valor do coeficiente de atrito (Kg)
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igual a 2,15 para o biorreator em inox. Pedrini et al. (1996) apontam um valor de 4,3 para o Kg,

obtido com os dados experimentais do airlift protétipo em PVC.
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Figura 5.38 Determinagdo do coeficiente de atrito através da aplicagdo dos experimentais e da
geometria do biorreator na Equacgéo 4.47, tendo como coeficiente angular o valor de Kg2°.

Essa diferenga talvez seja resultante das modificagbes feitas no separador de gas e na
inclinacdo da entrada do downcomer que reduziram o atrito e aumentaram a velocidade de
circulagao de liquido. O valor de Kg obtido por Verlaan (citado por CHISTI, 1989, p.209) foi de 1,81
para um airlift de circulagdo externa com altura cerca de 3 vezes maior que os biorreatores em
discussdo. Esse parametro, importante para prever a velocidade de circulagdo de liquido nas
situacbes de aumento de escala, é dependente da geometria do biorreator, sendo esperado
valores diferentes quando se procedem mudangas de projeto (ONKEN e WEILAND,1980; CHISTI,
1989; van BENTHUM et al., 2000; BURRIS et al., 2002).

5.3.2.4 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

O coeficiente de transferéncia de oxigénio (k_a) foi coerente com os valores de gas holdup
e sua correlagao esta apresentada na Figura 5.39-a. Os dados divergiram das correlagdes tedricas
(Figura 5.39-b) pelos mesmos motivos ja apontados para o gas holdup. Com relagdo aos dados de
Pedrini (1997), as diferengas aumentam com o aumento da vazdo e ndo devem estar somente
relacionadas com a eficiéncia da separagéo do gas, mas, também, com o maior tamanho de bolha
que se forma em agua pura. A solugéo 0,15 M de NaCl, se, por um lado, diminuiu a solubilidade do
oxigénio, por outro, diminuiu a coalescéncia das bolhas, melhorando a transferéncia de massa. O
valor da constante de atraso do eletrodo (389 h'1) foi 5 vezes superior ao maior valor para o k a,
obtido na vazao de 1,0 vvm, ndo havendo necessidade de corre¢do dos valores de k a em funcao

do tempo de resposta do eletrodo (cf. ja observado no item 5.2.4).
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Figura 5.39 Variagdo do k,a em fungédo do gas holdup (a). Valores do k,a experimentais e valores
obtidos através de correlagdes tedricas (b).

No Quadro 5.4 sao apresentados os valores de k,a retirados da literatura para

diversos Dbiorreatores,

além de outros parametros hidrodindmicos ja discutidos.

E

interessante comparar os resultados deste projeto (ROSSI et al., 2005a) com os de Gouveia

et al. (2003), obtidos para um biorreator airlift de 6 L com circulagao interna.

€ Upr tm kLa . . Composicgao da \") .

) ms") | (s) | () Tipo de biorreator fase liquida L Referéncia
0,020 0,20 - 2,5 | Airlift circulagdo interna Solugéo 2% CMC 55 Li et al. (1995)
0,075 | 0,015 - 33 | Airlift circulagdo externa Agua torneira 6,5 | Pedrini et al. (1996)
0,015 0,60 - - Airlift circulagao externa Agua torneira 725 | Abashar et al. (1998)
0,10 0,15 25 - Airlift circulagao externa g\gl;zlagienc;?gsulas 60 Freitas et al. (2000)

; ; - | 250 | J3nue agitado 700rpme | oo cultura 9 | Badino Jr. et al. (2001)
0.03 ) ) 9 Airlift circulag&o interna Solugéo 2% fibra 1200 Chisti e Jaureghi-Haza

’ hibrido (s/agit. mecéanica) celulose (2002)
003 ) ) 45 | Airlift circulagdo interna Soluggo 2% fibra |, | Chisti e Jaureghi-Haza

’ hibrido (170 rpm) celulose (2002)

) ) Airlift circulag&o interna Solugéo 2% fibra Chisti e Jaureghi-Haza
0,03 43| hibrido (260 rpm) celulose 1200 | 5002)
0025 | 020 | - | - |Amiftcirculagaoexterna com | 4o o 4orneira 12| Meng et al. (2002)
leito em Nylon empacotado

0,02 0,032 | 30 72 | Airlift circulacao interna Solugao sulfito 6 Gouveia et al. (2003)
0,045 0,076 25 71 Airlift circulagao externa ﬁ:l(l;lgao 0.15M 5 Rossi et al. (2005a)

Quadro 5.4 Comparagdo dos parametros hidrodindmicos de diversos trabalhos obtidos para
diferentes biorreatores, para uma velocidade de gas (Ug) igual a 0,02 m.s™.

A diferenga observada no gas holdup é porque no biorreator desenvolvido por Gouveia et
al. (2003), o downcomer detém cerca de 30% do volume total, enquanto que no biorreator deste

trabalho o volume do downcomer é de apenas 7%. Apesar dessa diferenga, os valores de k.a
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foram semelhantes no dois reatores, apontando uma incoeréncia. Na determinacido desse
parametro esses autores utilizaram o método do sulfito, em vez de nitrogénio como foi
utilizado no presente estudo. E provavel que o valor real do k.a do biorreator estudado por
esses autores seja inferior ao observado. E sabido que altas concentracdes de sulfito,
utilizado para remover o oxigénio, tornam o liquido ndo coalescente, o que nao ocorre no
meio de cultura. Tal fato pode levar a uma superestimacido desse parametro (SCHMIDELL,
2001).

Outra correlagao para o k a pode ser obtida em fungéo da velocidade superficial do
gas, como a do tipo kLa « (Ug)B, onde os parametros o« e B podem ser ajustados através dos

dados experimentais fornecendo a seguinte equacgéo:

- 0,9
ka= 2580.Ug (5.1)

(kaemh” e U;emm.s™)

5.3.2.5 Determinagao da pressao no topo do biorreator

A variagdo da pressdo no topo do biorreator, causada pela resisténcia imposta a
passagem dos gases pelo filtro de saida, obtida para diferentes velocidades superficiais do gas,
€ apresentada na Figura 5.40. Nessa figura, também esta representada a velocidade superficial
do liquido, podendo-se perceber a mesma tendéncia de comportamento que a pressao,
indicando a provavel mudanga de regime de bolhas, de homogéneo para heterogéneo, a partir
de Uy = 0,01 m.s™. Foi utilizado o valor de pressdo, para cada vazao correspondente, para

calibrar o sensor de OD, antes de cada cultivo.
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Figura 5.40 Pressao no topo do biorreator e velocidade superficial de liquido em relagao a velocidade
superficial do gas, a 25+0,2 °C.
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O perfil da pressao, concordante com a velocidade de circulagdo de liquido, confirma a
adequabilidade da metodologia simples que foi utilizada. A velocidade do liquido € o resultado da
diferenca de densidade entre o riser e o downcomer e, também, da velocidade de subida das bolhas
de ar. O desprendimento dessas bolhas na dispersao é responsavel, também, pela pressédo formada
no topo. Uma maior ou menor velocidade de circulagdo implica num maior ou menor efeito sobre a
pressao.

O efeito da despressurizagao do biorreator sobre as medidas de oxigénio dissolvido, quando

da interrupgéo da aeragao para execugao do método dinamico, foi discutido no item 5.1.6.4.

5.4 Producao de inoculantes

Por definicao, a velocidade especifica de crescimento € a velocidade de crescimento de
uma unidade de massa de células. Desta forma, a quantidade de biomassa nao deve influenciar
essa velocidade, a ndo ser que fenémenos como “quorum sensing” estejam envolvidos.
Entretanto, para o crescimento na forma de aglomerados de hifas, ou pellets, que é o caso dos
fungos estudados neste trabalho, observou-se que o tamanho do inéculo (concentracdo de
biomassa vs. tamanho inicial dos propagulos) pode afetar a velocidade especifica de
crescimento.

Como observado nos resultados do estudo da viabilidade das suspensdes micelianas
(item 5.1.2), a perda da viabilidade parece estar relacionada a uma condi¢do téxica e ndo aos
danos fisicos da fragmentagcdo. A padronizacdo do inéculo torna-se uma tarefa dificil, devido a
esses e outros fatores, como o estado fisiolégico do fungo, mas é muito importante para a
realizacdo dos estudos de producdo de inoculantes, principalmente em relacdo a cinética e

transferéncia de massa.

5.4.1 Cultivo em biorreator e estudos cinéticos

Embora varios cultivos tenham sido realizados em biorreator airlift com diversos isolados
de fECM, visando a produgdo de biomassa, os resultados apresentados a seguir referem-se
somente ao isolado UFSC-Rh90. Esse isolado tem se mostrado um modelo adequado para os
estudos de transferéncia de massa por apresentar grande tolerancia as alteragdes de meio que
ocorrem durante o cultivo.

A Figura 5.41a apresenta os resultados de um cultivo realizado no biorreator airlift de
vidro, com uma vazao especifica de ar de 0,40 vwvm (ROSSI et al., 2003). Durante o cultivo,
formaram-se pellets esféricos com 0,5 a 3,0 mm de didmetro (Figura 5.42). O pH caiu
continuamente atingindo 3,9 ao final do cultivo. Aparentemente nao houve inibicdo durante o
cultivo, com a fase de maior crescimento aproximando-se de uma exponencial, com valor de
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0,65 dia™" para a velocidade especifica de crescimento (Figura 5.43). Essa velocidade é mais que
3 vezes superior a do cultivo em frascos estaticos.

A conversdo de substrato em biomassa foi da ordem de 47% (Figura 5.41-b) e a
produtividade do cultivo de 1,24 g.L™".dia™.
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Figura 5.41 Produgédo de biomassa, consumo de glicose, variagdo do pH (a), e determinagédo da
conversao de glicose em biomassa (b) o cultivo do isolado UFSC-Rh90 em biorreator
airlift de vidro a 25+1 °C e 0,40 vvm.
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Figura 5.43 Determinagéo da velocidade especifica de crescimento média durante o cultivo do isolado
UFSC-Rh90 em biorreator airlift de vidro a 25+1 °C e 0,40 vvm.
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Nas Figuras 5.44 a 5.50 estédo os resultados de trés cultivos do isolado UFSC-Rh90, em
biorreator de ago inox de 5 L, nos trés valores de vazao de ar estabelecidos para o estudo de
transferéncia de oxigénio. Analisando esses resultados, observa-se, de modo geral, que os
valores das variaveis cinéticas diminuem com o decorrer do cultivo. Como a viscosidade muda
pouco, a pequena queda verificada nos valores de ki a, em média 5% (Quadro 5.5), deve-se,
também, ao aumento da biomassa que favorece a coalescéncia das bolhas de ar (ROSSI et al.,
2005b), devido a reducédo do volume livre para tais bolhas ou, ainda, devido a fixagdo da
biomassa no distribuidor de ar, alterando o padrao de formagao de bolhas. De acordo com Jin et

al. (2001), grandes variagbes para essa grandeza se verificam em liquidos viscosos.
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Figura 5.44 Consumo de glicose, produgédo de biomassa, variagao do pH e do oxigénio dissolvido
durante o cultivo do fungo Rhizopogon nigrescens (UFSC-Rh90) em biorreator airlift a
25+1 °C e 0,20 vvm.
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Figura 5.45 Perfis de velocidade especifica de crescimento, velocidade especifica de respiragao,
concentracao de biomassa, velocidade de consumo de oxigénio e do coeficiente de
transferéncia de oxigénio, em relacdo ao tempo, durante o cultivo do fungo Rhizopogon
nigrescens (UFSC-Rh90) em biorreator airlift a 25+1 °C e 0,20 vvm.
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A discussdo dos resultados é dificultada devido a limitagdo do numero de amostras.
Entretanto, percebe-se que a partir da metade da concentragéo celular final, as variaveis ux e
Qo2 diminuiram mais rapidamente (Figuras 5.45, 5.47 e 5.49), verificando-se um rapido aumento
da pigmentagdo do meio de cultura até um valor maximo na absorbéancia de 0,675 nm (Figuras
5.46 e 5.48). Essa pigmentacao foi muito menos intensa que a observada no cultivo de outros
isolados, como os do género Pisolithus (ROSSI et al., 2002), estando estreitamente relacionada
com o aumento da biomassa. Apds atingir esse valor maximo, a pigmentacao passa a diminuir
(veja-se também a Figura 5.51), podendo-se notar entre os dois cultivos que o ponto de inflexao
do indice de cor ndo esteve associado a um valor especifico de pH, nem a concentragdo de
biomassa ou de oxigénio dissolvido, mas coincidindo para uma mesma concentracdo desses
pigmentos. Observou-se, também, que ao mesmo tempo em que a pigmentagdo do meio
diminuia, a dos pellets de biomassa aumentava.
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Figura 5.46 Consumo de glicose, produgdo de biomassa, variagdo do pH e do oxigénio dissolvido
durante o cultivo do fungo Rhizopogon nigrescens (UFSC-Rh90) em biorreator airlift a
25+1°C e 0,36 vvm.
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Figura 5.47 Perfis de velocidade especifica de crescimento, velocidade especifica de respiragao,
concentragao de biomassa, velocidade de consumo de oxigénio e do coeficiente de
transferéncia de oxigénio, em relacdo ao tempo, durante o cultivo do fungo Rhizopogon
nigrescens (UFSC-Rh90) em biorreator airlift a 25+1 °C e 0,36 vvm.
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Figura 5.48 Consumo de glicose, produgdo de biomassa, variagcdo do pH e do oxigénio dissolvido
durante o cultivo do fungo Rhizopogon nigrescens (UFSC-Rh90) em biorreator airlift a
25+1°C e 0,52 vwvm.
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Figura 5.49 Perfis de velocidade especifica de crescimento, velocidade especifica de respiragao,
concentracao de biomassa, velocidade de consumo de oxigénio e do coeficiente de
transferéncia de oxigénio, em relacdo ao tempo, durante o cultivo do fungo Rhizopogon
nigrescens (UFSC-Rh90) em biorreator airlift a 25+1 °C e 0,52 vvm.

Num teste de viabilidade com suspensbes micelianas dos isolados UFSC-Ch163, que
produz pouca pigmentagdo, e UFSC-Pt188, que produz muita pigmentagado, a viabilidade das
amostras foi mantida gragas a adicdo de carvdo. Um ensaio para verificar a presenca de
compostos fendlicos totais no extrato de cultivo, detectou, tanto nas amostras com carvao quanto
naquelas sem carvao, concentragdes elevadas de compostos fendlicos de alto peso molecular.
Isso pode significar que esses fungos apresentam um mecanismo de protegdo contra os
compostos fendlicos por meio da polimerizagdo desses. Assim a perda da viabilidade observada
nas amostras sem carvao deve estar relacionada a outros tipos de metabdlitos.
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No caso do isolado UFSC-Rh90, sua escolha como modelo para esses estudos foi pela
habilidade de manter a viabilidade por longos periodos e em diferentes condigdes de cultivo.
Entretanto, a cinética de crescimento desse isolado foi afetada, seja em fungao das tolerancia a
condi¢des de cultivo desfavoraveis, ou da grande variagdo no pH, ou limitagbes de O, para o
interior dos pellets ou, ainda, pela agdo conjunta de todos esses fatores.
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Figura 5.50 Determinagédo da conversao de glicose em biomassa para o cultivo do fungo Rhizopogon
nigrescens (UFSC-Rh90) em biorreator airlift a 25+1 °C em diferentes vazdes de ar.
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Figura 5.51 Variagdo na coloragdo do extrato de cultivo do fungo Rhizopogon nigrescens (UFSC-
Rh90) em biorreator airlift a 25+1 °C a 0,52 vvm em fungdo do tempo de cultivo.

Observando os dados de Qo = f( t ) percebe-se a dificuldade para sua interpretagéo,

uma vez que, variaveis como a concentragao de metabdlitos e o pH, além da hidrodinamica,
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estdo simultaneamente envolvidas. As velocidades de respiragdo, que se observam para os
trés cultivos, sdo diferentes também nos primeiros dias onde as concentragcdes de OD séo
altas e a limitagdo por esse nutriente menos provavel. Isso lembra as vantagens das vazdes
mais altas com relagdo a hidrodinamica que favorece a mistura e a transferéncia de massa
(nutrientes e metabdlitos). Para o cultivo a 0,20 vwm os valores de Qo, permaneceram
relativamente constantes até o sexto ou sétimo dia de cultivo, passando a diminuir a partir
desse ponto. Essa queda pode estar associada ao crescimento dos pellets e a queda na
concentragdo de OD, que atinge valores abaixo de 68% da saturagdo a partir desse ponto.
Além disso, também pode estar associada a valores de pH que parecem se tornar limitantes a
partir de 4,5, pois, uma queda mais acentuada se verifica aproximadamente a partir desse
valor de pH para todos os cultivos, independente dos valores de OD (Figuras 5.44 a 5.49).

A constante variagdo da velocidade especifica de consumo de oxigénio, juntamente
com a velocidade especifica de crescimento, também indica que ndo ha uma fase exponencial.
O consumo de oxigénio sempre aumentou ao longo do cultivo, mesmo com a diminuigdo da
Qoz, € isso foi devido ao aumento progressivo da massa de células (X). E por isso, que para se
manter um cultivo em condigdes ndo limitantes, deve-se dimensionar o sistema de
transferéncia para atender o maior valor de QpX (SCHMIDELL, 2001).

Imaginando-se que a concentragédo critica do O, dissolvido para o crescimento do
fungo fosse 50% do seu valor na saturagdo (SCHMIDELL, 2001), nos momentos finais do
cultivo a 0,52 vvm, no caso de interrupgao da aeragao, em menos de 80 s ja haveria limitagao
de oxigénio para as hifas na superficie dos pellets. No interior do pellet, devido a maior
resisténcia a transferéncia, limitacbes devem ocorrer mesmo em niveis mais elevados de O,
dissolvido. Com o progresso do cultivo, o aumento da biomassa ocorre principalmente pelo
aumento no tamanho dos pellets, diminuindo a relagdo area/volume, com consequente
aumento na resisténcia a transferéncia de massa, afetando a velocidade especifica de
crescimento.

No Quadro 5.5 estdo sintetizados os valores das variaveis de cultivo nas diferentes
vazoes de ar. Verifica-se que o aumento na vazao de ar proporcionou aumento consideravel
na velocidade especifica média de crescimento e, consequentemente, na Q.. Entretanto, para
analisar essas diferencas com mais coeréncia, deve-se considerar as diferencas associadas
ao indculo, como a concentragdo, o grau de fragmentacgao e a idade.

A quantidade de biomassa inicial influencia diretamente o tempo de cultivo e,
conseqlientemente, o tamanho dos pellets que, por sua vez, afeta diretamente a velocidade de
crescimento devido a resisténcia a transferéncia de massa para o interior do pellet. Da mesma
forma, o grau de fragmentagdo no momento do preparo do inéculo afeta o tamanho dos
pellets, com os propagulos menores gerando pellets menores. Para os cultivos em discusséo,

o grau de fragmentagéo do indculo foi semelhante. No cultivo de microrganismos unicelulares
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a concentragao inicial do inéculo influencia somente o tempo de cultivo. No caso dos fECM,

além do tempo de cultivo, a velocidade especifica de crescimento também pode ser afetada.

Vazao Mx Qo2 Qo2X Variagéo

v (g).(LQ1) (gf'1) PH; <mg%’;’l-1> o | g, ) | ey | k@ P
0,20 0,29 6,60 3,6 3,44 0,31 3,78 22 7,0 0,60
0,36 0,19 3,50 3,8 6,15 0,53 6,67 16 4,3 0,52
0,52 0,47 6,00 3,5 4,32 0,62 7,78 28 3,6 1,13

Quadro 5.5 Valores das variaveis obtidas durante o cultivo do isolado UFSC-Rh90 no biorreator airlift

em inox. O "f" subscrito refere-se ao ultimo valor experimental.

A idade do indculo estd mais associada com os niveis de energia das células e,
normalmente, reflete no tempo de adaptacgao inicial ou fase /lag do cultivo. A biomassa do
inéculo do cultivo a 0,36 vvm foi oriunda de um cultivo de 17 dias em frascos, enquanto que
para os cultivos a 0,20 e 0,52 vvm, o inéculo foi obtido a partir de pellets provenientes de
cultivo com duragao de 12 e 4 dias em biorreator, respectivamente. Assim, poderia haver
diferencas nos niveis de ATP do micélio como foi sugerido por Lapeyrie e Bruchet (1985).
Entretanto, observando-se as curvas de biomassa das Figuras 5.44, 5.46 e 5.48, a fase /ag, se
existir, deve ser inferior ao tempo de duplicagdo da biomassa (2,24, 1,31 e 1,12 dias para 0,20,
0,36 e 0,52 vvm, respectivamente), e a idade do inéculo pode ter exercido pouca influéncia
sobre as diferengas observadas na produtividade (Quadro 5.5).

Por outro lado, a concentragdo do inéculo sempre reflete na produtividade, por exigir
um numero maior ou menor de geragbes para consumir os nutrientes do meio. Assim,
considerando-se o calculo da produtividade a partir do momento em que os trés cultivos
apresentavam a mesma concentracdo de biomassa (0,47 g.L™"), obtém-se 0,75 e 0,95 g.L™".dia”
! para 0,20 e 0,36 vvm, respectivamente. Assim, a diferenca de produtividade que continua a
existir entre os cultivos, esta relacionada com as diferentes velocidades de respiragao
proporcionadas pelos diferentes niveis de aeragéo do sistema, sugerindo limitagdo de oxigénio
nos cultivos realizados nas vazdes mais baixas.

E interessante observar que na vaz&o de 0,36 vvm foi utilizado meio de cultura diluido,
resultando em baixas concentragdes celulares e, por conseguinte, com menos limitagdo por
oxigénio, visto que os niveis de OD estiveram acima de 5,7 mg.L"'. Entretanto, como a
concentragdo do indculo desse cultivo foi a mais baixa, gerando pellets maiores, deve ter
ocorrido maior dificuldade na transferéncia de oxigénio para o interior desses pellets. A maior
velocidade especifica desse cultivo foi de 0,61 dia'1, semelhante a média do cultivo na vazao
de 0,52 vvm (Quadro 5.5).

A utilizacdo de meios de cultura diluidos, apesar de diminuir a produtividade, é uma

alternativa para atenuar os efeitos dos produtos do metabolismo sobre o crescimento de
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fungos mais sensiveis, pois, nessas condi¢cdes, os metabdlitos sdo produzidos em menor
quantidade, como sugere o pH final mais elevado (Quadro 5.5). Com relagdo a concentragao
da fonte de carbono, além da questdo dos metabdlitos que sao proporcionalmente produzidos,
existe a limitacdo devido ao volume ocupado pela biomassa e a necessidade da manutencéo
da circulagdo do liquido em biorreator airlift. Como apontado em outros estudos (ROSSI,
2001), as concentragdes maximas de carbono do meio de cultura no inicio de uma batelada
devem ficar em torno de 16 g.L™!, podendo variar um pouco em funcéo da morfologia de cada
isolado fungico. Assim, a maior concentragdo celular razoavel de se obter para cultivo de
fungos ectomicorrizicos nas condigdes deste trabalho, é da ordem de 7 g.L™".

Considerando-se desde o inicio dos ensaios dindmicos, o consumo médio de oxigénio,
em relagdo ao total que entrou no biorreator, foi de 0,28, 0,12 e 0,15% para 0,20, 0,36 e 0,52
vvm, respectivamente. Esse baixo aproveitamento do oxigénio do ar injetado no biorreator
deve ser uma caracteristica de sistemas pneumaticos, em que se utilizam vazdes de ar mais
elevadas e os coeficientes de transferéncia de oxigénio (k_.a) sdo baixos, sendo o inverso do
que ocorre em sistemas com agitagdo mecanica.

A operacao do biorreator com presséo de 1,2 atm, cerca de apenas 0,19 atm acima da
pressao normal dos cultivos anteriores, permitiu aumentar em mais de 18% a disponibilidade
do oxigénio para o fungo. Apesar da dificuldade na determinagdo do Qo, nessas condigdes,
pois ao despressurizar ocorreu grande perda de oxigénio dissolvido alterando as medidas de
consumo, essa € uma forma simples para fornecer mais oxigénio e garantir concentragbes
acima da critica para o crescimento fungico.

A Figura 5.52 apresenta as fases de um dos cultivos discutidos anteriormente.
Destaca-se nas imagens (e) e (f) a evolugdo do tamanho dos pellets entre a fase inicial e final
do cultivo, percebendo-se, também a diferenga na pigmentagdo. Nas imagens (d) e (g)
observa-se o aumento da espuma e a conseqliente separagdo de parte da biomassa (j) no
topo do biorreator (b). Na imagem h se observa a biomassa crescendo fixa no visor da entrada
do downcomer, revelando uma das principais dificuldades que se apresentam em cultivos de
fungos filamentosos, e que impede a operagédo por longos periodos. A imagem (i) mostra o
momento de esterilizacdo da conexdo com selo de vapor (k) para descarga da producgao (I). A
imagem (c) mostra o distribuidor de ar onde se utilizou uma pedra porosa.

Diversas variaveis como o pH, tamanho dos propagulos do inéculo e nivel de aeragao
podem afetar a velocidade de crescimento. O estudo de transferéncia de massa permitiu
analisar as necessidades em relagdo ao oxigénio, demonstrando que cultivos com vazées de
0,5 vvm, operados com concentragcdes celulares iniciais da ordem de 0,5 g.L'1 obtidas pela
fragmentagado do indculo por 20 s em blender a 3600 rpm, podem suprir a demanda por
oxigénio até concentragdes celulares de 6 g.L ™.

Apesar dos estudos sobre aplicagdo da simbiose ectomicorrizica estarem sendo

desenvolvidos ha mais de 40 anos, e do interesse pelo desenvolvimento industrial desses
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inoculantes, a tecnologia para sua produgédo é ainda incipiente. Pouco foi publicado sobre
esse assunto. Dentre os raros trabalhos abordando a producdo de inoculantes de fECM em
biorreatores, citam-se dois estudos realizados no Brasil para produgao de Pisolithus spp. No
primeiro, realizado por Pradella et al. (1991a), foram utilizados biorreatores de tanque agitado
de 3 L de capacidade, operados em batelada repetida (a biomassa obtida na fase mais
produtiva de um biorreator foi utilizada para inocular outro biorreator e assim sucessivamente)
com vazao de ar de 0,27 vvm e agitacdo de 300 rpom. Os melhores resultados obtidos foram
concentragdes celulares maximas da ordem de 3,3 g.L'1 e produtividades de 0,15 e 0,13 g.L"
'.d™ para o segundo e terceiro ciclo, respectivamente. No segundo estudo, Rossi et al. (2002)
utilizando um biorreator airlift com circulagdo externa, de 2,3 L de capacidade e operado com
uma vazao de ar média de 0,34 vvm, obtiveram concentracéo celular maxima de cerca de 5,0
g.L”" e produtividade de 0,48 g.L™".d™".

Figura 5.52 Nessa seqiiéncia observa-se algumas imagens desde o momento da inoculagao (a) até a
biomassa final ja em solugéo salina com carvéo (l), pronta para ser armazenada.
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Comparando-se os resultados desses autores € possivel constatar a superioridade de
um biorreator airlift sobre um biorreator de tanque agitado para o cultivo desses fungos. Embora
existam poucos dados para comparagao, a alta eficiéncia do biorreator airlift no presente estudo
confirma que esse tipo de biorreator é bastante adequado para o cultivo de fECM, podendo-se
atingir niveis de produtividade superiores a 1 g.L™".dia™. Além disso, o ciclo de cultivo pode-se
completar apds 7 dias, representando um enorme avanco em relacdo ao sistema tradicional de

cultivo no estado sdlido.

5.4.2 Inoculante para estudos de viabilidade e eficiéncia

Embora neste trabalho as atividades de produgédo do inoculante tenham sido feitas sob
condicbes assépticas de fluxo laminar (Figura 5.53), para fins de produgdo do inoculante
comercial isso ndo é necessario, uma vez que, além de a suspensao miceliana estar isenta de

nutrientes, a inoculacéo se realiza em plantas e substrato n&o estéreis.

Figura 5.53 Dispositivo de encapsulamento da biomassa em gel de alginato de calcio. A distribuicao
uniforme da biomassa foi garantida através da agitagao constante.

Uma observacédo importante com relacdo ao processo de encapsulamento € que a
concentragéo de cloreto de calcio, e o volume gasto dessa solugédo, devem ser controlados, de
modo a evitar ou reduzir o acumulo de residuos desse sal e que eles fiquem distribuidos
uniformemente entre as capsulas. Maupérin et al. (1987) nao esclarecem esses aspectos, mas o
efeito toxico do CaCl, para fungos ectomicorrizicos ja foi demonstrado em outro estudo
(KERNAGHAN et al., 2002). Neste trabalho a utilizagdo de uma menor concentragdo de CaCly,
15%, e o tempo de lavagem das capsulas de 2 minutos, permitiram obter 100% de viabilidade
inicial para todos os isolados. Esses procedimentos também evitaram o problema de
despolimerizagdo do gel. A substituicdo por outros sais de calcio ndo permitiu a polimerizagédo

adequada do gel de alginato de sodio.
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A Figura 5.54 apresenta diversos inoculantes encapsulados nesse gel e mantidos sob
refrigeragdo em solugao fisiolodgica. Esses inoculantes foram testados periodicamente quanto a

sua viabilidade e utilizados em experimentos com plantas.

Figura 5.54 Lotes de inoculantes de fungos ectomicorrizicos encapsulados em gel de
alginato de calcio para estudos de viabilidade e eficiéncia.

Apesar desses cuidados, como as primeiras capsulas formadas permaneciam mais
tempo em contato com a solugéo de cloreto de calcio, uma vez que a velocidade de formagao
era de 2,5 capsulas por segundo, um lote de aproximadamente 4500 capsulas levava cerca de
30 minutos para ser produzido. Assim, quando a ultima capsula formada comecgava a gelificar, as
primeiras ainda estavam em contato com o CaCl,. Este pode ter sido um dos fatores
responsaveis pela diferenca de viabilidade entre as capsulas de um mesmo lote. Por outro lado,
a distribuicdo da biomassa de forma homogénea nas capsulas foi garantida através da agitagao
constante da suspensao miceliana.

Como o tempo uniforme de gelificagao para todas as capsulas pode ser significativo para
fungos sensiveis, esse parametro devera ser considerado no projeto de um sistema para
encapsulamento. Nesse sentido, como a densidade varia entre as capsulas ja polimerizadas e as
ndo polimerizadas, a estratificagdo pela diferenga de densidade podera facilitar o
desenvolvimento do equipamento para essa finalidade.

Além da possibilidade de utilizar aditivos como o carvédo ativo, pode-se imaginar uma
variedade de produtos que poderdo ser incorporados ao gel, como antibiéticos, horménios

vegetais e umectantes, visando atingir objetivos especificos.

5.4.3 Estudos de viabilidade

5.4.3.1 Viabilidade dos inoculantes em meio sélido em placas

Com excegao dos inoculantes dos isolados UFSC-Sc42 e UFSC-Pt188, os demais

ultrapassaram os 6 meses de armazenamento com viabilidade de 100% das capsulas. (Figura
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5.55). Um lote de inoculante do isolado UFSC-Rh90 manteve total viabilidade apds mais de 24

meses de armazenamento.

12 | _ _ @ viabilidade 100%

meses

UFSC- UFSC- UFSC- UFSC- UFSC- UFSC-
Sc42 Rh90 Rh106 Pt116 Ch163  Pt188

Figura 5.55 Viabilidade dos inoculantes em meio de cultura em placas.

A Figura 5.56 mostra o resultado de testes periddicos de acompanhamento da viabilidade
em relagdo ao tempo de armazenamento. Esses resultados somente foram possiveis apos a
utilizagdo de carvao ativo, tanto como carga nas capsulas, como no meio de cultura das placas.
Com o passar do tempo de armazenamento, a viabilidade de modo geral tende a se manifestar
mais tardiamente, podendo demorar até mais de uma semana para iniciar a germinagdo das

primeiras capsulas.

UFSC-Sc42 UFSC-Rh90 UFSC-Rh106 UFSC-Pt116 UFSC-Ch163 UFSC-Pr188

Figura 5.56 Viabilidade das capsulas de inoculantes verificada em meio de cultura sélido.

Apesar da viabilidade também ter sido elevada para os inoculantes produzidos pelo
sistema tradicional (item 5.1.1), os produzidos através do cultivo submerso e encapsulados em
gel de alginato de calcio apresentaram um potencial de viabilidade ainda maior. A principal
hipétese para a superioridade desse ultimo é que o micélio produzido em menos tempo, como
ocorre através do cultivo submerso em biorreator, mantém niveis mais altos de ATP (LAPEYRIE
e BRUCHET, 1985), sendo este fator responsavel pelo potencial de infeccado das raizes (LITTKE
et al., 1980; Le TACON et al., 1985).



RESULTADOS E DISCUSSAO 144

5.4.3.2 Viabilidade dos inoculantes em substrato de plantio

A viabilidade das capsulas de inoculante em meio de cultura sélido € uma informacao
nao conclusiva, pois as condi¢gdes sdo mais apropriadas para crescimento do que aquelas do
substrato de plantio. Foi de grande interesse saber se o inoculante dispbe de suficiente energia
armazenada nas hifas para iniciar o crescimento em condigdes de escassez de nutrientes, como
€ o caso do substrato de plantio. Além disso, pode ocorrer ressecamento das capsulas, com
consequente diminuicdo dos poros no gel, provocada pelas condi¢cdes de baixa umidade livre no
substrato, e que dificultaria a saida das hifas.

A reducdo de até 35% do didmetro das capsulas (mais de 70% em volume) quando
inoculadas em substrato turfa-vermiculita, devida a perda de agua para o substrato, ndo impediu
a germinagdo dessas capsulas. Entretanto o crescimento foi limitado em fungdo da energia
armazenada nas hifas, apresentando baixa densidade dessas (Figura 5.57). Essa habilidade de
crescer num substrato pobre em nutrientes é interessante, pois permite que o fungo se
mantenha até o momento do aparecimento das raizes curtas receptivas quando ocorrera a

formagéo da simbiose.

Figura 5.57 Viabilidade do inoculante UFSC-Pt188 em substrato turfa-vermiculita. Devido a baixa
densidade das hifas, somente é possivel ver a colonizacao através da ampliagao.

5.4.3.3 Viabilidade dos inoculantes em substrato de plantio na presenca de plantas

A capacidade de germinagdo do inoculante em substrato de plantio em presenga da
planta hospedeira foi uma informagao preliminar importante para os estudos de micorrizagao
controlada, pois essa condigao in vitro simula as condi¢des ambientais.

Como nao foi possivel desinfetar as sementes de pinus para o estudo da germinagéo das
capsulas em substrato de plantio, esse estudo foi feito somente com inoculantes de fungos
simbiontes de eucalipto.

Para essa planta, utilizaram-se os primeiros lotes de inoculante dos isolados UFSC-
Pt116 e UFSC-Ch163 (STREIT et al., 2004). Apesar de as capsulas de ambos apresentarem
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100% de viabilidade em placas, somente as capsulas do isolado UFSC-Ch163 apresentaram
crescimento no experimento com as plantas. Esse crescimento apenas foi detectado aos 25 dias
apos a inoculagao. Aos 45 dias, 90% das capsulas apresentavam-se viaveis. Nas placas sem as
plantas, somente uma capsula apresentou viabilidade nesse periodo, e apenas 50% cresceram
apos mais de 45 dias. Visualmente, a abundancia e o comprimento das hifas nas capsulas foram
superiores na presenga das plantas.

Num segundo experimento, utilizando novos lotes dos isolados UFSC-Pt116, UFSC-
Ch163 e UFSC-Pt188, produzidos seguindo os cuidados de padronizagdo ja discutidos (item
5.4.2), verificou-se que a presenga das plantas estimulou a germinagéo das capsulas dos trés
inoculantes. No caso do inoculante do isolado UFSC-Ch163, o crescimento teve inicio apés 30
dias, e dos isolados UFSC-Pt116 e UFSC-Pt188, apds 40 dias. Apos 60 dias, nenhuma capsula
da testemunha, sem plantas, apresentou crescimento. Nas placas com as plantas, o percentual
de capsulas com crescimento foi acima de 90%. Observou-se que o crescimento das hifas foi
mais abundante nas areas proximas as raizes, o que pode indicar um efeito estimulante de

substancias produzidas pelas plantas (ROSSI et al., 2005d).

Figura 5.58 Cépsulas de inoculante do isolado UFSC-Pt188 em substrato turfa-vermiculita mostrando
o crescimento de hifas na presenca (a) e a falta de crescimento na auséncia (b) de planta
de Eucalyptus dunnii. (R = raiz; C = capsula).

5.4.4 Efeito da composicao do meio de cultura no pH e no crescimento dos fungos

Devido a escassez de estudos sobre a fisiologia de crescimento de fECM, Rossi (2001)
realizou diversas modificacdes no meio de cultura tentando identificar algum requerimento
nutricional que pudesse contribuir para a melhoria do cultivo. Nesses estudos, utilizando os
constituintes organicos do meio de cultura, evidenciaram-se os efeitos positivos da peptona na
produgdo de biomassa. Esses resultados, em parte, estdo relacionados com o efeito tamponante
exercido pelas proteinas, como pode ser observado também nesse experimento (Figura 5.59),
além da facil assimilagdo desse substrato pelo fungo. Entretanto, existe a possibilidade de esse
tipo de substrato, em fungao de sua complexa constituigdo, favorecer a formagdo de compostos

prejudiciais a viabilidade dos fungos, quando em estagios mais avangados do cultivo. Por esse
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motivo, neste trabalho, compostos como a peptona e o extrato de malte foram utilizados em
concentragdes mais baixas.

Das modificagdes testadas no meio de cultura PGKM, verificou-se que uma
concentragdo de uréia da ordem de 0,5 g.L'1 ja causa inibicdo do crescimento. Por outro lado,
concentracdes menores, como 0,1 g.L™", podem contribuir para manter um pH mais elevado e,
dessa forma, aumentar a produc¢ado de biomassa (Figura 5.59). O aumento da concentragao de
fosfatos, a niveis semelhantes aos do meio original utilizado por Litchfield e Arthur (1983),
também demonstrou efeito negativo sobre o crescimento fungico (STREIT e ROSSI, 2004;
STREIT et al., 2005b).
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Figura 5.59 Resultado de glicose residual, biomassa e pH final para o cultivo do isolado UFSC-Ch163
em diferentes composi¢des do meio de cultura PGKM. Média de triplicatas.

Os resultados obtidos no experimento utilizando tampdes s&o mostrados na Figura 5.60,
onde verifica-se que os tratamentos com tampé&o citrato foram aqueles que proporcionaram a
melhor relagéo entre a maior produgédo de biomassa e a menor queda de pH, seguido pelo
tampéao fosfato de Na. Por outro lado, o acetato de sédio apesar de ter mantido um pH alto, inibiu

significativamente o crescimento fungico.
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Figura 5.60 Efeito dos tamp&es no pH do meio de cultura e no crescimento dos fungos.
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O tampao citrato foi mais efetivo que os tampdes de fosfato, provavelmente devido ao
fato de o pK, do acido citrico estar mais préximo do pH do meio, do que o pK, do acido fosférico
(HsPO,4) (APENDICE D). Outro tamp&o que precisaria ser testado é o succinato de sédio, pois,
um dos valores de pK, do acido succinico é 5,64, sendo bem préximo ao pH do meio de cultura.
Esse tampao poderia ser mais eficiente na manutengdo do pH, caso nao seja inibitério como
verificado com o acetato. Alternativa a ser estudada seria a utilizagdo de carvao ativo peletizado
para sustentacao do pH.

Cuidados com o pH nao se limitam apenas aos processos de produgdo de biomassa,
mas a todas as etapas de produgao de inoculante, evitando que variagdes bruscas de pH afetem
a viabilidade. Assim, &€ necessario verificar, além do pH do meio de cultura, o pH da agua de
lavagem da biomassa, da solugdo de alginato utilizada para encapsulamento e, também, da
solugao salina utilizada para conservacgao da biomassa.

Apesar das melhorias, o pH durante o cultivo ainda variou muito, dificultando o
estabelecimento das condi¢cbes 6timas. Entretanto, essa questdo é de simples solugdo, sendo
um problema de ordem financeira. Para conseguirem-se melhores resultados e interpretagbes
acerca do cultivo de fungos ectomicorrizicos, faz-se necessaria a utilizagao de um sistema de
controle de pH com acido/base, que utiliza eletrodo esterilizavel e transmissor como os exemplos
mostrados nos ANEXOS A e B.

5.4.5 Infectividade e eficiéncia de inoculante ectomicorrizico em relacdo a planta

Nos testes de inoculagédo das plantas, verificou-se que todos os isolados foram capazes
de colonizar as raizes, mas com diferentes intensidades de colonizacdo. A discussédo é
apresentada de maneira mais geral, pois ndo se trata da selegdo de isolados mais eficientes,
como foram os trabalhos de Souza (2003) e Oliveira (2004), e sim, de uma avaliagao inicial dos
inoculantes produzidos nas condigées descritas neste trabalho. Nesse contexto, também foi
importante para o grupo de pesquisa do LECM avaliar as dificuldades e problemas relacionados
com a execugao de experimentos nas condigdes dos viveiros comerciais, que permitirdo
estabelecer procedimentos para estudos futuros de modo a poder verificar melhor o
desempenho de um programa de micorrizagdo controlada.

A montagem de dois experimentos coincidiu com o inicio do inverno. Assim, devido a
maior sensibilidade ao frio, o experimento com eucalipto foi mantido em casa de vegetagao do
MIP-UFSC e nao foi conduzido em viveiro. Além disso, para compensar os dias mais curtos, foi
utilizada iluminagéao artificial. Uma conseqliéncia negativa disso foi a proliferagdo de artrépodes
(aranhas, acaros, pulgdes, colémbolas) que provocaram contaminagdes cruzadas entre os
tratamentos, inclusive para o tratamento testemunha, prejudicando a avaliagdo dos efeitos da

inoculagao.



RESULTADOS E DISCUSSAO 148

5.4.5.1 Forma de aplicagéo do inoculante

Uma questdo importante a ser considerada refere-se a aplicagdo dos inoculantes nos
viveiros comerciais, em que se deve utilizar uma técnica simples e de baixo custo, de forma a
nao onerar o processo de produgcdo de mudas. A forma de aplicagdo com quase nenhum custo,
escolhida para utilizagdo nos experimentos em viveiros, foi a simples mistura das capsulas
durante a preparagao do substrato.

O ensaio de dosagem das capsulas de inoculante para mistura ao substrato de plantio
determinou que devem ser colocadas pelo menos 100 capsulas por litro de substrato para que
98% das amostras de 60 mL contenham pelo menos uma capsula. Essa dosagem minima

resulta numa média de cerca de 6 capsulas por tubete de 60 mL.

5.4.5.2 Efeito do inoculante no crescimento de plantas de eucalipto

A Tabela 5.1 e 5.2 apresenta os resultados dos experimentos com mudas de E. dunnii
(Figura 5.61) inoculadas com os trés fungos selecionados em trabalhos anteriores (SOUZA et al.,
2004), mantidos em condig¢des controladas de casa de vegetagdo. O experimento que gerou os
dados da Tabela 5.2 é aquele que deveria ter sido conduzido num viveiro comercial na regiao de
Cacgador-SC.

Figura 5.61 Estudos de infectividade e eficiéncia do inoculante em mudas de E. dunnii sob condigbes

de casa de vegetacgéo.

Embora tenham sido obtidos efeitos positivos da inoculacido em todos os parametros
avaliados, nem todos foram significativos. Na Tabela 5.1 destacam-se os efeitos positivos do
isolado UFSC-Pt188 no crescimento das plantas, com ganhos médios de 23% na altura e 16%
no didmetro do caule, em relagdo as plantas testemunhas n&o inoculadas. Também destaca-se o
isolado UFSC-Pt116, com ganhos de 29% na matéria seca, e o isolado UFSC-Ch163, com

ganhos de 18% no diametro.
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Sao evidentes os valores muito baixos para a colonizagdo radicular, que nao
condizem com os demais resultados. Souza (2003) também obteve baixos valores de
colonizagdo radicular para esses mesmos isolados, nesta mesma espécie vegetal. A
explicagcdo remete para a metodologia, onde a etapa de lavagem dos torrdes para separar as
raizes do substrato de plantio pode remover as ectomicorrizas, além das redes de micélio.
Para agravar, a conservagao das raizes em solu¢cdo de FAA altera a coloragdo das hifas,
dificultando a observagao das micorrizas restantes. Esse problema n&o é critico para pinus,
cujas raizes e micorrizas, por serem mais robustas, ndo sao tao afetadas durante a remocgéao
do substrato.

Para a avaliacdo da colonizacdo radicular de plantas de eucalipto em pequena
escala, sugere-se a utilizagdo da técnica de contagem de 500 pontas de raizes (ALVES et
al., 2001; OLIVEIRA, 2004), em que a lavagem pode ser evitada durante a etapa da

avaliagao da colonizagéo.

Tabela 5.1 Crescimento e colonizagéo radicular de mudas de Eucalyptus dunnii apos 3,5 meses em
casa de vegetagdo, inoculadas com fungos ectomicorrizicos produzidos em biorreator

airlift e encapsulados em gel de alginato de calcio. MIP/UFSC, abril de 2005.

Testemunha UFSC-Pt116 UFSC-Ch163 UFSC-Pt188 Média
Altura (cm.planta™)*
23,47 b 27,65 ab 25,83 ab 28,87 a 26,46
Diametro do caule (mm.planta™)*
3,73 ¢ 4,17 bc 4,43 ab 4,84 a 4,29
Massa seca total (g.planta™)*
191b 2,46 a 2,28 ab 2,17 ab 2,21
Colonizacgao radicular (%)*
0,00 b 4,86 a 0,00 b 3,60 ab 2,11

* Os valores representam a média de 10 repeticbes. Valores seguidos pela mesma letra na linha ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05)

No outro experimento realizado em escala de viveiro, utilizando os mesmos
inoculantes, nenhum dos parametros avaliados apresentou variagao significativa, apesar dos
altos niveis de colonizacao radicular (Tabela 5.2). Observou-se durante os 5 meses em que
as plantas ficaram na casa de vegetagado, intensa proliferagdo de insetos e larvas que
causaram a contaminagado das plantas testemunhas com os fungos inoculados, além da
contaminagdo por fungos proveniente de substratos ndo desinfetados de outros

experimentos mantidos na mesma casa de vegetagao.
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A média geral para a colonizagao radicular foi de 2,12, equivalendo a uma colonizagao
de cerca de 50%, com destaque para as plantas inoculadas com isolados do género Pisolithus
(Figura 5.62). As plantas inoculadas com o isolado UFSC-Ch163 também foram contaminadas
por esses inoculantes (UFSC-Pt116 e UFSC-Pt188).

Tabela 5.2 Crescimento e colonizagao radicular de mudas de Eucalyptus dunnii apdés 5 meses em casa
de vegetagdo, inoculadas com duas doses de fungos ectomicorrizicos produzidos em

biorreator airlift e encapsulados em gel de alginato de calcio. MIP/UFSC, julho de 2005.

Dose** Testemunha UFSC-Pt116 UFSC-Ch163 UFSC-Pt188 Média
Altura (cm.planta™)*
1 34,50 35,95 36,27 36,28 35,75 A
2 34,50 35,55 35,65 36,45 35,54 A
Média 34,50 a 35,75 a 35,92 a 36,36 a 35,64
Diametro do caule (mm.planta™)*
1 3,05 3,10 3,33 3,05 3,13A
2 3,05 3,25 2,98 3,10 3,09A
Média 3,05a 3,18 a 3,15 a 3,08 a 3,11
Colonizagao radicular (nota)*
1 2,27 2,15 2,30 1,90 2,16 A
2 2,27 1,98 1,98 2,10 2,08 A
Média 2,27 a 2,06 a 2,14 a 1,99 a 2,12

*Os valores representam a média de 240 repeticdes. Valores seguidos pela mesma letra, mintscula na linha e
maiuscula na coluna, nao diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

**Doses: 1 = 6 capsulas de inoculante por planta; 2 = 10 capsulas de inoculante por planta, em média.

UFSC-Pt188

Figura 5.62 Imagens de torrdes com as raizes colonizadas e detalhes ampliados 30X mostrando as

micorrizas formadas com os trés isolados inoculados.

A Figura 5.63 revela um dos importantes beneficios das micorrizas para as plantas, que é

a captagdo de nutrientes. No centro dessa figura observa-se uma capsula do fertilizante



RESULTADOS E DISCUSSAO 151

Osmocote®, que é constituida externamente por uma resina organica biodegradavel, totalmente

enredada pelas hifas ligadas as micorrizas.

Figura 5.63 Detalhe de um torrao mostrando as hifas envolvendo completamente uma céapsula do
fertilizante Osmocote® para captar seus nutrientes e transferir para as raizes através das

micorrizas.

5.4.5.3 Efeito do inoculante no crescimento de plantas de pinus

Na Tabela 5.3 estdo apresentados os resultados do experimento com plantas de pinus
inoculadas com o fungo R. nigrescens (isolado UFSC-Rh90). Esse experimento foi realizado na
casa de vegetacdo da Estacdo Experimental da Epagri em Cacgador - SC. Os fertilizantes
Osmocote® (14-8-8; N-P-K) e Nutricote® (18-5-9; N-P-K) sdo os mais utilizados pelos produtores
de mudas em Santa Catarina.

O lote de inoculante utilizado havia sido armazenado sob refrigeragado por um periodo de
8 meses, e como mostram os resultados, apresentou-se infectivo quando adicionado ao
substrato de plantio de mudas de P. taeda (Tabela 5.3). A porcentagem média de colonizagao foi
de 37%, ndo havendo influéncia da adubagdo sobre esse parametro. A intensidade de
colonizagdo observada mostrou-se compativel com os valores obtidos por outros autores
utilizando outros tipos de inoculante (BOUGHER et al., 1990; SOARES et al., 1990, ALVES et
al., 2001; WALKER, 2001).

Embora os resultados mostrem um efeito positivo da inoculagdo no crescimento de P.
taeda (Tabela 5.3), em apenas um dos parametros avaliados, didametro do caule, esse efeito foi
significativo. E possivel que o periodo de condugéo do experimento em casa de vegetagéo nado
tenha sido suficiente para que efeitos dos tratamentos fossem evidenciados sobre os demais
parametros.

Houve interagao significativa entre a inoculagéo do isolado UFSC-Rh90 e a adubagao

com férmula N-P-K 14-8-8 (Tabela 5.3). Essa formulagdo apresenta maior teor de P e
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micronutrientes do que a 18-5-9. As plantas que receberam a combinacdo desses
tratamentos apresentaram um teor de P superior a todos os demais, observando-se um
aumento de 42% em relagdo a testemunha nao inoculada, indicando que a presenga do
fECM proporcionou uma maior absorgdo do P aplicado. Um aumento substancial no teor
desse elemento podera contribuir para diferengas significativas no crescimento das mudas

quando transplantadas para o campo.

Tabela 5.3 Crescimento, colonizag¢ao radicular e conteudo de fésforo em mudas de Pinus taeda ap6s
6 meses em casa de vegetagdo, inoculadas com fungo ectomicorrizico produzido em
biorreator airlift, encapsulado em gel de alginato de calcio e armazenado durante 8 meses

sob refrigeragdo. Cagador — SC, maio de 2003.

Adubacao (N-P-K) Testemunha UFSC-Rh90 Média
Altura (cm.planta™)*
14-8-8 10,5 11,0 10,8 A
18-5-9 11,0 11,7 11,4 A
Média 10,8 a 11,4a 11,1
Diametro do caule (mm.planta™)*
14-8-8 24 2,6 25A
18-5-9 2,1 2,7 24A
Média 23b 2,7 a 2,5
Massa seca total (g.planta™)*
14-8-8 1,08 1,26 1,17 A
18-5-9 1,15 1,17 1,16 A
Média 1,12 a 1,21a 1,17
Colonizacao radicular (%)*
14-8-8 0 35A -
18-5-9 0 39A -
Média - 37 -
Fésforo (ug planta™)

14-8-8 698 bA 993 aA 845 A
18-5-9 643 aA 518 aB 580 B
Média 670 a 755 a

*Os valores representam a média de 5 repetigdes. Valores seguidos pela mesma letra, minuscula na linha e
maiuscula na coluna, nao diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Como mencionado anteriormente, os resultados de experimentos realizados em
viveiros sao apresentados apenas para pinus. Foram realizados dois experimentos com
pinus, sendo um no viveiro Floko em Lages - SC, e outro num viveiro da Associagado de

Produtores de Mudas de Cacador-SC.
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No primeiro experimento, realizado em Lages - SC (Figura 5.64), além dos inoculantes,
avaliou-se o efeito da desinfecgdo do substrato. E interessante observar que apenas esse
tratamento apresentou efeito significativo no crescimento das plantas (Tabela 5.4), revelando um
dos grandes problemas para o controle da micorrizagdo nos viveiros, que é a ocorréncia natural

de fungos ectomicorrizicos menos eficientes, mas mais adaptados que aqueles introduzidos pelo
inoculante.

Figura 5.64 Avaliagdo dos resultados de experimento de micorrizagdo controlada em pinus em
condig¢bes de viveiro comercial de mudas. Viveiro Floko em Lages-SC.

Tabela 5.4 Crescimento e colonizagdo radicular de mudas de Pinus taeda apds 6 meses em viveiro,
inoculadas com fungos ectomicorrizicos produzidos em biorreator airlift e encapsulado em
gel de alginato de calcio. Lages — SC, novembro de 2004.

Solo Testemunha UFSC-Sc42 UFSC-Rh90 Média
Altura (cm.planta™)
Desinfetado 16,23 16,77 17,01 16,67 A
Nao desinfetado 15,75 14,82 15,47 15,34 B
Media 15,99 a 15,80 a 16,24 a 16,01
Diametro do caule (mm.planta™)
Desinfetado 3,11 3,19 3,17 3,16 A
Nao desinfetado 3,09 2,64 3,10 295B
Média 3,10 a 292b 3,14 a 3,05
Colonizagao radicular (nota)

Desinfetado 2,56 2,84 2,74 2,71 A
Nao desinfetado 2,45 2,86 2,74 2,68 B
Média 250b 2,85a 2,74 b 2,70

*Os valores representam a média de 90 repeticdes. Valores seguidos pela mesma letra, minlscula na linha e
maiuscula na coluna, nao diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Os substratos comerciais sao geralmente constituidos de cascas e aciculas de pinus,
contendo muitos propagulos fungicos, onde se destacam as espécies do género Thelephora.
Esses substratos, ditos “com micorrizas”, na verdade contém apenas propagulos de fungos
de eficiéncia desconhecida.

Houveram diferengas na colonizagdao radicular entre as plantas inoculadas com
isolado UFSC-Sc42 e plantas testemunhas. Essa diferenga de 14% poderia ter sido maior se
nao houvesse a interferéncia dos fungos contaminantes que se perpetuam no ambiente
desses viveiros. Para a efetivacdo de um programa de controle da micorrizagdo, uma das
primeiras providéncias devera ser a desinfecgao das areas de produgdo de mudas e dos
substratos.

As mudas produzidas através do experimento no viveiro Floko foram consideradas
pelos técnicos da Epagri de Lages como saudaveis e dentro dos padroes para
comercializagdo (Constancio Bernardo dos Santos, comunicagao pessoal, 2005).

No segundo experimento, realizado num viveiro em Cagador - SC, foi utilizado
substrato desinfetado e, também, duas dosagens para o inoculante que em média foram de
6 (dose 1) e 10 (dose 2) capsulas por planta (Tabela 5.5). Devido a distribuicdo das capsulas
através da mistura ao substrato antes do preenchimento dos tubetes, naturalmente alguns

tubetes receberam mais e outros menos capsulas que a dosagem especificada.

Tabela 5.5 Crescimento e colonizagéo radicular de mudas de Pinus taeda apds 6 meses em viveiro,
inoculadas com fungos ectomicorrizicos produzidos em biorreator airlift e encapsulados em
gel de alginato de calcio. Cagador - SC, junho de 2005.

Dose™ Testemunha UFSC-Sc42 UFSC-Rh90 UFSC-Rh106 Média
Altura (cm.planta™)
1 19,46 20,42 21,02 19,10 20,00 A
2 19,46 20,71 20,83 19,61 20,15 A
Média 19,46 a 20,56 a 20,93 a 19,36 b 20,08
Diametro do caule (mm.planta™)
1 2,28 2,42 2,22 2,29 2,30 A
2 2,28 2,41 2,38 2,38 2,36 A
Média 2,28b 242 a 2,30 b 2,33 ab 2,33
Colonizagao radicular (nota)
1 1,18 1,54 1,96 1,70 1,60 A
2 1,18 1,82 2,06 1,82 1,72 B
Média 1,18 ¢ 1,68 b 2,01a 1,76 b 1,66

*Os valores representam a média de 50 repeticbes. Valores seguidos pela mesma letra, minuscula na linha e
maiuscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

**Doses: 1 = 6 capsulas de inoculante por planta; 2 = 10 capsulas de inoculante por planta, em média.
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Na Tabela 5.5 evidenciou-se uma colonizagdo radicular média dos tratamentos
inoculados de 54% superior a testemunha. Para as plantas inoculadas com o isolado UFSC-
Rh90, a colonizagdo chegou a valores 70% superiores a testemunha. Evidenciam-se,
também, efeitos positivos na altura das plantas, porém, nao significativos. Para o diametro
do caule, o efeito positivo significativo foi de 6% para as plantas inoculadas com o isolado
UFSC-Sc42. A dosagem apresentou efeito significativo apenas na colonizagéo.

A Figura 5.65 mostra micorrizas de pinus formadas nos tratamentos inoculados do
experimento realizado no viveiro em Cagador - SC. E importante observar que as notas
atribuidas as plantas inoculadas foram préximas de 2, que equivalem a uma colonizagéo entre

25 e 50% das raizes, semelhante a colonizagcéo observada no eucalipto (cf. item 5.4.5.2).

Figura 5.65 Aspecto de micorrizas observadas no experimento com pinus em viveiro.

Souza (2003) aponta que a altura da planta e o didmetro do caule ndo sdo parametros
adequados para avaliar a eficiéncia da inoculagédo, considerando a matéria seca total o
parametro que revela as maiores diferengas relacionadas aos beneficios proporcionados pelos
fungos as plantas, pois a resposta inicial parece refletir mais na produg¢édo de ramos e folhas, que
esta associada ao aumento da captagao e ao aproveitamento de agua e nutrientes (SMITH e
READ, 1997). Segundo esse mesmo autor, a matéria seca deve ser considerada como prova da
eficiéncia da inoculagao. Porém, Garbaye (1990), ressalta que aumentos na altura das plantas
refletirdo sobre a producdo de madeira mais tarde.

De qualquer modo, a taxa de colonizacao radicular € um dos principais parametros para
avaliagdo da qualidade de uma muda, pois esta relacionada ao vigor e a aptiddo para o
estabelecimento e crescimento no campo, aumentando as chances de sobrevivéncia a crise do
transplantio (MIKOLA, 1989; GARBAYE, 1990).

Apesar de a pratica de inoculacdo acarretar em aumento dos custos de producéo, foi
demonstrado que é possivel atingir incrementos médios anuais de biomassa da ordem de 30%,
com uma relagdo custo:beneficio de 1:5 (KUEK, 1994). Isso mostra a viabilidade de adogéo da

pratica de inoculacao dentre as operagdes de rotina nos sistemas florestais.
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Com esses resultados, fica demonstrado que é possivel manter, além da viabilidade, a
infectividade do inoculante durante um longo periodo de conservagdo em refrigerador gragas a
encapsulagédo do micélio em gel de alginato de célcio. Os resultados vém corroborar as
observacdes de outros autores (Le TACON et al., 1985; MAUPERIN et al., 1987) sobre a
vantagem de se produzir um inoculante encapsulado, ndo somente pela facilidade de
armazenamento e transporte, como também, e principalmente, pela manutengdo da taxa de

viabilidade e infectividade por periodos prolongados.
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6. CONCLUSOES

O biorreator airliff com circulagdo externa, com os parametros geométricos adotados,

apresenta alta eficiéncia para producao de inoculantes de fECM.

Os selos de vapor construidos com engates rapidos e com valvulas tipo esfera séo eficientes
para a manutengao da assepsia durante as operagdes de alimentagao, descarga e coleta de
amostras do biorreator, podendo substituir as caras valvulas de membrana, barateando

ainda mais o custo do biorreator.

O desenho proposto para o separador de gas permite melhorar sua eficiéncia, aumentando
em cerca de 43% a velocidade de circulagéo de liquido, melhorando expressivamente o gas

holdup e o coeficiente de transferéncia de massa.

Tempos de fragmentagao de até 60 s, utilizando equipamento tipo blender, ndo prejudicam a
viabilidade do micélio. Além disso, o indéculo com maior numero e menor tamanho dos
propagulos resulta na formagédo de pellets menores e mais homogéneos em cultivo no

biorreator, com amplificagdo da area para transferéncia de massa.

A utilizagao de carvao ativo na dosagem de 0,1 a 0,4% é fundamental para manutengao da
viabilidade da biomassa flungica, seja na forma de suspensdo miceliana, seja na forma
imobilizada em gel de alginato de célcio. O uso de 0,2% de carvdo em meio de cultura sélido

também beneficia a manuteng¢ao das culturas por mais tempo.

A fragmentacdo do micélio, independentemente do tempo, libera substancias que conferem
toxidez a suspensado. A auséncia de carvao ativo implica na perda irreversivel da viabilidade
em menos de 24 horas. E fundamental para essa tecnologia estudar a fisiologia e bioquimica

do crescimento de fECM em cultivo submerso.

O grau de fragmentagao e a concentragédo do inoculo sdo fundamentais para a cinética de
crescimento de fECM, recomendando-se tempos de 20 s em homogeneizadores tipo blender

a 3600 rpm e concentracgdes celulares iniciais de 0,5 g.L'1.

O balanceamento dos nutrientes e a utilizagdo de tampdes é uma alternativa para a falta de
um sistema de controle do pH. Deve-se utilizar tampdes com o pK, do acido mais préximo
possivel do pH do meio de cultura. Além disso, o pH deve ser o mais estavel possivel em
todas as etapas, desde a preparagdo do indculo até a veiculagdo e armazenamento do

inoculante.

As concentragbes maximas de carbono do meio de cultura devem ficar em torno de 16 g.L'1,
podendo variar um pouco em fungdo da morfologia de cada isolado fungico, devendo-se

corrigir sempre a fonte de nitrogénio de modo a manter uma relagao C/N minima de 14.
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Meios de cultura mais diluidos podem ser utilizados para atenuar os efeitos dos produtos do

metabolismo sobre o crescimento de fungos mais sensiveis.

O aumento do didmetro dos pellets, com a consequente diminui¢do da superficie em relagéo
ao volume de biomassa, gera resisténcia crescente a transferéncia de massa ao longo do
cultivo. Desse modo, fica indeterminada a concentragao critica para o oxigénio dissolvido,
devendo-se operar o biorreator com altos niveis de oxigénio dissolvido, a fim de se evitar a

limitacao por esse nutriente.

Uma vazao especifica de ar de cerca de 0,5 vvm é suficiente para suprir a demanda de
oxigénio dissolvido para concentragdes celulares de até 6 g.L'1. Vazdes mais elevadas
podem ser utilizadas, porém, havera uma maior formacido de espuma e possibilidade de
arraste de biomassa. O aumento da pressao de operagdo e a utilizagdo de meios mais
diluidos sédo alternativas ao aumento da vazdo, para manter os niveis de oxigénio acima da

concentragao critica.

Para os valores de k a observados no biorreator airlift, os valores reais da concentragdo de
oxigénio dissolvido podem ser obtidos diretamente das leituras utilizando um sensor

relativamente rapido (ke acima de 280 h™").

Os fECM podem apresentar, mesmo quando n&o estiverem crescendo, uma velocidade de
consumo de oxigénio de cerca de 1/3 da média observada durante o crescimento, utilizada

para a manutencao das atividades vitais.

Para crescimento da biomassa na forma de pellets, o comportamento da viscosidade durante

o cultivo de fECM é tipicamente newtoniano.

O encapsulamento do micélio em gel de alginato de calcio com utilizagdo de carvao ativo é

eficiente para a manutengao da viabilidade por periodos de refrigeragéo acima de 6 meses.

A diminuicdo do volume das capsulas do inoculante, devido a perda de umidade para o
substrato de plantio, e o consequente fechamento dos poros do gel, ndo impede a

germinagéao das hifas quando estimulada pelas raizes da plantula.

Os seis isolados de fECM produzidos nas condigbes apresentadas mantém significante
infectividade apds varios meses de armazenamento, e podem promover o aumento de

crescimento e captacao de fésforo pelas plantas.
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APENDICE A:

Exemplo da planilha elaborada para balanceamento de nutrientes do meio de cultura.
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Meio Meio Meio Meio Meio Meio PGKM Sol. estoque
Componentes Minimo | Complexo PG MNM PGK PGKM diluido | (p/ PGKM)
@Lh @l @l (@@L (L")  (gL") | (gL' P/500mL
Glicose (CsH1206) 15,00 8,00 30,00 10,00 10,00 14,00 10,00 -
Peptona 0,50 5,50 10,00 - 3,33 5,00 2,50 -
Extrato de malte 0,10 3,00 - 3,00 - 3,00 1,50 -
Extrato de levedura 2,00 - 0,67 -
NH4NO3 0,90 0,25 3,00 - 1,00 0,90 0,70 45,00
NH2CONH; (uréia) 0,10 0,05 - - - 0,10 0,07| 5,00
(NH4)2HPO4 - - - 0,750 - -
KH2PO4 0,264 0,264 2,380 0,500 0,264 0,264 0,500, 13,20
KoHPO4 0,628 0,628 5,650 0,700 0,628 0,628 0,700 31,40
CaCly.2H,0 - - - 0,050 - -
NaCl - - - 0,025 - -
MgS04.7H,0 0,3300 0,3300 1,0000 0,1500 0,3300 0,3300 0,2310 16,50
CuS04.5H,0 0,0021 0,0021 0,0064 - 0,0021 0,0021 0,0015 0,105
MnCl2.4H,0 0,0006 0,0006 0,0019 - 0,0006 0,0006 0,0004, 0,030
ZnS04.7H,0 0,0005 0,0005 0,0015 - 0,0005 0,0005 0,0004, 0,025
FeS0,4.7H.0 0,0004 0,0004 0,0011 - 0,0004 0,0004 0,0003 0,020
FeCls (solugdo 1%) - - - 1,2 mL - -
Tiamina-HCI - - - 100 pg| - -
Na;Mo4.2H,O]  0,00200, 0,00200 - - -/ 0,00200 0,100
HsBOs; 0,00300, 0,00300 - - - 0,00300 0,150
CoCl2.6H20| 0,00003| 0,00003 - - - 0,00003 0,002
KI|  0,00075/ 0,00075 - - - 0,00075 0,038
Sol. equimolar A/C 0,1M 80 mL.L"| 80 mL.L" - - - 80mL.L"" 80 mL.L"
agar-agar 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Solidos soluveis (g) 17,83 18,03 54,04 15,18 16,23 24,23 16,23
Relagdo C/N 15,0 28,7 10,0 14,1 10,0 14,6 12,8
Relagao C/N atomica 16,6 28,9 11,4 15,2 11,4 16,2 13,7/ Conv.
Relagdo C/N biossintese 6,3 12,0 4,2 5,9 4,2 6,1 56 0,46
Biomassa prevista: 6,3 3,36 12,6 4,2 4,2 5,88 4,20
bactérias leveduras  fungos Conv.
Carbono| 51,5 47,5 51,5 0,42
Nitrogénio, 13,5 9,25 8,5
C/N 4 5 6
(NH4)2HPO4 PM 37,5
PA
C 12,01 Glicose 180,06
H 1,00 Fosfato de amoénio 131,97
N 14,00 Nitrato de amoénio 80,00
o 16,00 Uréia 60,01
P 30,97

Quadro A-1 Planilha elaborada para balanceamento de nutrientes do meio de cultura.
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APENDICE B:

Utilizagdo de medidas dos gases de saida para determinagao de X, Qo; € k.a.

Estimativa do consumo de oxigénio:

= Dados:
Vazao especifica minima de ar: 0,20 vvm =1 L.min”"
Volume molar do ar nas CNTP: 22,4 L = 44,6 mmol

= Consumo maximo de Oj:
Consideragdes:
- Maxima produgdo de biomassa: 0,84 g.L ™' em 24 h (ROSSI et al., 2002):
- conversao (Yys): = 0,42

- 0 substrato é utilizado apenas para biomassa e energia (respiragao)

— maximo substrato para energia: 1,16 g.L'1'x 5L=58gem24 h=0,004 g.min'1 =4,03 mg.min'1
Da estequiometria da reacéo:
1 mol CgH1,0g consome 6 moles de O,

180 g — 192 g Fator: 1,07

Tem-se que o consumo maximo de O, =4,03 x 1,07 = 4,31 mg.min'1
n=m-+PM=4,31mg+32g=0,135 mmol

Consumo maximo de O, = 0,135 mmol.min™

Fracdo de O; no ar de entrada: 0,209

Para a vazdo de 1 L.min™' temos uma entrada de 9,366 mmol.min”
Entdo: entrada — consumo maximo = 9,366 — 0,135 = 9,231 mmol.min™
Fragao de O, no ar de saida = 9,231 mmol.min™ + 44,6 mmol = 0,207
Diferenca de O, na entrada e na saida: 0,209 — 0,207 = 0,002 = 0,2%

Especificagao do erro de medi¢ao do sensor

Calibrado em SAT: 0,5% do valor medido
Calibrado em CONC: 0,05 mg.L™

Dessa forma, mesmo para a mais baixa vazao de ar utilizada neste estudo, o valor a ser medido para
0 maximo consumo de O, estimado ainda € menor que o préprio erro da medida. A determinagéo de
parédmetros de transferéncia de massa através do método do balango gasoso, bem como da
utilizagdo do balango elementar para obtengéo de curvas de crescimento, ndo séo possiveis devido
as pequenas variagdes ao longo do tempo de cultivo. As diferencas de velocidade de crescimento de

fungos ectomicorrizicos com relagéo a bactérias e leveduras sdo de ordem superior a 10.
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Estimativa da produgdo maxima de CO,:

Os dados cinéticos e estequiométricos necessarios para estimar a produgdo de CO, foram obtidos
dos estudos com o isolado UFSC-Pt116 (ROSSI et al., 2002).
= Velocidade maxima de consumo de substrato
Da curva de crescimento tem-se:

Vmax = 2,0 g.L".dia™ . 5L =10,0 g.dia”
Como a conversao de substrato em biomassa é da ordem de 40%, 6,0 g.dia'1 é transformado em CO..

= Velocidade maxima de produg¢ao de CO,
Da estequiometria da reagéo de oxidagao da glicose, tem-se:

1 mol CgH1,05 — 6 moles de CO,
180 - 264 g Fator: 1,47

Assim:
Veoz max = 1,47 Vmax X 6,0 = 8,82 g.dia'1 ~ 0,0061 g.min'1

A concentragdo de CO, nos gases de saida depende da vazdo. Entdo, admitindo a vazdo média de

1,8 L.min™ (0,36 vvm para o biorreator de 5 L), tem-se:
0,0061 g.min™ + 1,8 L.min™ =0,0034 g.L”" = 3,4 mg.L"" ~ 0,077 mmolco,.L”

= Volume molar do ar nas CNTP
~224L — 1L tem 44,6 mmol
Entao:

0,077 mmolcoy.L™" + 44,6 mmol,, = 0,0017 mmolcoz.mmol, ' = 1734 ppm = 0,17%

A concentragdo de CO, no ar é de aproximadamente 0,3%, resultando numa concentragdo maxima
de 0,47% de CO, no gas de saida do biorreator, cerca da metade da faixa de medida do sensor Testo
535 (Figura A-1), possibilitando ainda uma folga bastante razoavel para fungos com maior velocidade

de crescimento.



Dados técnicos - Testo 535

Temperatura de armazenamento -20.0...70.0 °C
Temperatura de operagéo 0.0...50.0 °C
Umidade de operacgéo 0.0..99.0f
Tipo de bateria Pilha 9V

Vida util da bateria 6.0h

Peso 300.09

Dimensodes (CxIxH)

57.0 x 190.0 x 42.0

mm

Canal 2 sensor +/-2.0% del v.m. (0.0 ... 5000.0 ppm
infravermelho o C02)
(Didxido de 0.0 ... 9999.0 ppm CO2 |Precisao +/-3.0% del v.m.
carbono) (5001.0 ... 9999.0 ppm CO2)
= +/-1.0 ppm CO2 (0.0 ... 9999.0 ppm
Resolugao co2)
Canal 2 sensor
infravermelho o = +/-0.0010 Vol. % CO2 (0.0 ... 1.0 Vol.
(Dioxido de 0.0...1.0 Vol. % CO2 |Resolugao % CO2)
carbono)
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Figura A-1. Modelo de sensor com resolugao para medidas de CO, nos gases de saida do biorreator.
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APENDICE C:

Tempo necessario para atingir a saturacdo do meio de cultura com oxigénio.

A velocidade de transferéncia de oxigénio para um liquido é dada por:

dCL -

F - kLa(CS = CL )

A integracéo da equacao anterior para os limites t=0, onde C,=C 4 e, C,=C_ em t=t, resulta que:
C.-C

In(smj =k a.t
Cs - CL

Inicialmente nenhum oxigénio esté presente no liquido.

Assim, C p=0e, parat=1tg9— C_ = 0,999 x Cg, que substituindo na equacao anterior, resulta em:

_In1000
kLa

t99,9

Entéo, para um k.a de 20 h, tog,0 € cerca de 20 minutos.
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APENDICE D:

Célculo de solugdes tampdes e exemplo para planejamento experimental.

Os acidos polipréticos, como é o caso do acido citrico (C¢HsO;) e do acido fosforico (H3PO,), se
ionizam em etapas sucessivas. Os calculos do tampao para os acidos dipréticos e tripréticos sao
feitos exatamente como para os acidos monopréticos fracos (SEGEL, 1979). A unica consideragao
nova seria qual o valor de K, ou pK, a usar. Sabendo-se a razdo exata de um ou de outro par de base
conjugada-acido conjugado, pode-se calcular o pH. No caso deste trabalho, o pH do meio de cultura

ja esta definido e, alternativamente, podem-se calcular as razdes entre o acido e a base conjugada.

a) Tampao fosfato de potassio (TF;) 0,20 M e pH 5,8:

[B] = Base conjugada: HPO,*
[A] = Acido conjugado: H,PO,
H3PO,: pK, = 2,12; 7,21; 12,67

Como o K,HPO, (PM=174,2) e o KH,PO, (PM=136,1) ja fazem parte da composi¢gdo do meio de

cultura, pode-se obter o pH desejado misturando-se as propor¢des adequadas:

pH=pK,+log[BJ/[A] (Equag¢do de Henderson-Hasselbalch)
5,8=7,21+log[BJ/[A]

-1,41=log[B]/[A]

[BJ/[A]=antilog -1,41

[B)/[A]=0,039/1

Assim:

0,039/1,039.0,20 M=0,0075 moles de [B] = m=n.PM=0,0075.174,2=1,31 g
1/1,039.0,20 M=0,1925 moles de [A] = m=0,1925.136,1=26,20 g

Verificagao: o pH é menor que o pK, = a solugdo deve conter mais acido conjugado do que a base.

Dissolvendo-se 1,31 g de K;HPO, e 26,20 g de KH,PO4, em 0,5 L de dgua e misturando-se as duas

solugbes, o pH devera atingir 5,8 e o volume final de 1 L.

Outra maneira seria partir de uma solugao de HzPO, [posi¢do (a) na Figura A-2] e adicionar KOH
suficiente para titular, completamente, 1 hidrogénio [até a posi¢ao (c) na Figura A-2] e uma fragdo do

segundo hidrogénio (até o ponto de pH 5,8 na Figura A-2), como segue:

1. Preparar 1L de solucao de acido fosférico 0,20 M: m=PM.M.V = 19,60 g
2. Adicionar 0,20 moles de KOH (PM=56,1) = 11,22 g de KOH

3. Adicionar mais 0,039/1,039.0,20 moles de KOH = 0,42 g de KOH

4

Verificar o pH.
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Figura A-2. Curva de titulagdo de H3PQO,.

Pode-se prever com antecedéncia que o tampéo fosfato ndo exercera um tamponamento adequado
para o pH desejado, visto que esta afastado dos pontos de equilibrio que fornecem o melhor efeito
tampéao (pontos (b), (d) e (e) na Figura A-2). O intervalo aproximado coberto por um tampao é pH =
pKax1 (JEFFERY et al., 1992). Entretanto, como os fosfatos sdo fundamentais no meio de cultivo, se

forem adicionados de forma mais equilibrada, seu beneficio podera ser maior.

Como os meios de cultivo (MNM e PGKM) contém cerca de 1,0 g.L'1 de fosfatos, pode-se utilizar
(V=m/PM,.M) até 35 mL.L™ da solugdo TF 0,20 M. Para o meio PGKM, uma faixa de volume a ser
testada poderia ser entre 20 e 40 mL.L™.

Obs.: PM, = 138 — peso molecular ponderado do tamp&o fosfato de K

b) Tampao fosfato de sodio (TF;) 0,20 M e pH 5,8:

[B] = Fosfato de sodio bi basico: Na,HPO,4.7H,O — PM: 268,07
[A] = Fosfato de s6dio mono basico: NaH,PO,— PM: 119,98
H3PO,: pK, =2,12; 7,21; 12,67

De modo semelhante ao realizado no item (a), tem-se:

[B] = m=n.PM=0,0075.268,07=2,01 g

[A] = m=n.PM=0,1925. 119,98=23,10 g

Dissolvendo-se 2,01 g de Na,HPO,.7H,O e 23,10 g de NaH,PO4, em 0,5 L de agua e misturando-se

as duas solugdes, o pH devera atingir 5,8 e o volume final de 1 L.

c) Tampao citrato (TC) 0,10 M e pH 5,8:

[B] = Base conjugada: citrato de sddio (CgHsNazO; PM=294,10)
[A] = Acido conjugado: &cido citrico (CsHsO7 PM = 192,13; pK, = 3,13; 4,76; 6,40):
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Calculando-se as proporgoes:

pH=pK,+log[BJ/[A]

5,8=6,4+log[BJ/[A]

-0,60=log[BJ/[A]

[BJ/[A]=antilog -0,60

[BJ/[A]=0,25/1

Assim:

[B] = 0,25/1,25.0,10=0,02 M = m=0,02.294,10 =5,88 g de citrato de sddio
[A] = 1/1,25.0,10=0,08 M = m=n.PM=0,08.192,13=15,37 g de &cido citrico

Dissolvendo-se 5,88 g de CgHsNas;O; e 15,37 g de C¢HsO; e em 0,5 L de agua e misturando-se as

duas solugdes, o pH devera atingir 5,8 e o volume final de 1 L.

- Estimativa do volume do tampéo TC:

Em cultivo de fungos ectomicorrizicos, o pH pode atingir valores abaixo de 2,5, onde passa a ocorrer
um tamponamento no pK, 2,12 do acido fosférico. Num ensaio pratico, utilizando-se uma solugéo de
acido oxalico (C,H,04, PM=126, carga i6nica=2) 0,1 M, foi consumido cerca de 6 mL (0,076 g do sal)
para se atingir um pH de 2,4 em 100 mL de meio de cultura MNM.
Através do calculo dos equivalentes massicos, pode-se estimar a massa da base da solugédo tampéao,
necessaria para impedir a queda do pH:
= Para o acido oxalico: e=m/E=0,076/63=0,0012
= Pela regra de Pauling para oxiacidos (H,.XO,, = m-n), o citrato de sédio tem valéncia 2:
E=294,1/2=147,0
m=E.e=147,05.0,0012 =0,176 g de citrato de sddio para 100 mL de meio (1,76 g.L'1)
Pela equivaléncia, teoricamente seriam necessarios aproximadamente (V=m/PM.M=1,76/224.0,10)
80 mL.L™" do tampao TC.

Obs.: PM, = 224 — peso molecular ponderado do tamp&o citrato de sédio

As perdas de umidade na esterilizacdo sao da ordem de 8%. Se o tampéao TF, for utilizado entre 2 e
4% do volume de meio, o tampao TC pode ser adicionado conjuntamente em até 6 e 4% do volume
sem diluir o meio de cultura (total de 80 mL.L'1). Assim, uma faixa interessante a se testar o tampao
TC 0,10 M seria de 40 a 60 mL.L™" de meio cultura.

Para quantidades maiores de tampao deve-se fazer compensagao do volume de meio de cultura, ou

aumentar a concentragao do tampao.

d) Tampao acetato de soédio (TA) 0,20 M e pH 5,4:

[B] = acetato de sédio: NaCH;COO.3H,0 — PM: 136,08
[A] = acido acético: CH;COOH - PM: 60,05, d=1,05; pK, = 4,76

O pH adotado inferior a 5,8 é devido ao baixo valor do pK, do acido acético.
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De modo semelhante ao realizado anteriormente, tem-se:
[B] = m=n.PM=0,16.136,08=21,76 g
[A] = m=n.PM=0,04.60,05=2,40 g (d=1,05 - V=2,3 mL)

Dissolvendo-se 2,40 g de CH3;COOH e 21,76 g de NaCH3;C0OO0.3H,0 em 0,5 L de agua e misturando-

se as duas solugbes, o pH devera atingir 5,4 e o volume final de 1 L.

- Estimativa do volume do tampéao TA:

Da mesma forma estimada para o tampéao TC, através do calculo dos equivalentes massicos, pode-se

estimar a massa de acetato de sodio:

= O acetato de sodio tem valéncia 1: CH;COO'Na®
E=136,08/1=136,08
m=E.e=0,0012. 136,08=0,0,163 g de citrato de sédio para 100 mL de meio (1,63 g.L'1)

Pela equivaléncia, teoricamente seriam necessarios aproximadamente (V=m/PM.M=1,63/129.0,20)
60 mL.L™" do tampao TA.

Obs.: PM, = 129 — peso molecular ponderado do tampé&o acetato de sodio

Antes de um estudo com planejamento fatorial, as concentragdes calculadas para os tampdes devem

ser testadas em cultivo. Para isso, 0s seguintes passos sao sugeridos:

1. Corrigir o pH do meio de cultura com solugao de HCI/NaOH até o pH de 5,8 (ou 5,4 para o caso
do tampao acetato;

2. Adicionar o volume desejado do tampé&o, esterilizar o meio de cultura verificar se o pH se
mantém estavel,

3. Realizar um ensaio de cultivo simples para verificar se a concentragdo estimada do tampao nao
provoca inibigao do crescimento fungico.

4. Definir dois tampdes que sejam mais adequados.

Nem sempre é possivel um tampéo suficientemente concentrado, pois as enzimas, tecidos ou células

podem ser sensiveis a forgas idnicas elevadas.

- Exemplo para planejamento experimental

Um estudo com planejamento experimental para definir as concentragbes ideais dos tampdes, TF, e
TC, por exemplo, pode ser realizado em frascos estaticos conforme as condi¢des do item 4.3 e como
descrito no item 4.8.6. O Quadro A-2 apresenta um planejamento estrela (BARROS NETO et
al.,1996) com dois fatores (k=2 variaveis independentes), contendo quatro ensaios (2k=22=4) nos
niveis codificados através das equacgdes A-1 e A-2 em —1 (nivel minimo) e +1 (nivel maximo), um
ensaio no ponto central e quatro ensaios distribuidos rotacionalmente a uma distancia a=(2")"*=1,414
do ponto central. Os niveis para as variaveis foram estabelecidos conforme apresentado

anteriormente. Como resposta (variavel dependente), é avaliada a produgao de biomassa (PB).
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TF -30
X =! (A-1)
1 10
X = (TC-50) (A-2)
2 10
TF, TC
Ensaio - - X Xz
(mL.L") | (mL.L™)
1 20 40 -1 -1
2 40 40 +1 -1
3 20 60 -1 +1
4 40 60 +1 +1
5 15,9 50 -1,41 0
6 44 1 50 +1,41 0
7 30 35,9 0 -1,41
8 30 64,1 0 +141
9 30 50 0 0

Quadro A-2 Matriz do planejamento com os niveis reais das variaveis e os niveis codificados.

(TF,=tampéao fosfato de K, TC=tampao citrato de Na, X1 e X2=variaveis codificadas).

Os dados do planejamento podem ser analisados através da Analise de Projeto Fatorial com fatores

em dois niveis (BOX et al., 1978), utilizando o programa Statistica® (StatSoft™), determinando-se o

efeito das variaveis independentes na producdo de biomassa através da manutencio mais estavel do

pH. A significancia estatistica pode ser avaliada através do teste t e nivel p.
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APENDICE E:

Dispersao mecéanica de pellets durante o cultivo

Uma forma para melhorar a transferéncia de massa em cultivo de fungos ectomicorrizicos seria a
disperséo das hifas através da fragmentagao dos pellets durante o cultivo. Isso poderia ser realizado
utilizando um fragmentador acoplado ao biorreator, que seria utilizado em determinado momento do
cultivo. Esse equipamento poderia, também, ser instalado somente no momento de sua utilizagao,
através de portas com selos de vapor, permitindo que um fragmentador possa ser utilizado para
diversos biorreatores. Existem modelos desses equipamentos disponiveis no mercado, como o da
Figura A-3 desenvolvido pela IKA® Works Inc. A pesar de compactos, esses equipamento possuem
uma elevada capacidade de processamento (Quadro A-3). Além de melhorar a transferéncia de
massa, essa estratégia pode ser uma maneira segura e rapida de iniciar uma nova batelada, através
da inoculagéo direta de outro biorreator, desde que a biomassa esteja adequadamente dispersa. A
escolha da posicao certa para as portas permitiria efetuar as operagdes somente com a utilizagdo da

gravidade, dispensado a necessidade de bombas (Figura A-4) .

DK 50.11 Flow chamber

For S 50 KV - G 45-IL dispersing elements.
Allows operation in inline mode.
If used in batch mode: DK 50.11 is mounted
around the dispersing element. The DK 50.11
must be at a lower elevation than the surface of
the liquid during operation. With this operating
mode, no air is drawn in as a result of
turbulence in the vessel.

Figura A-3 Modelo de fragmentador disponivel no mercado.

Motor rating input 1100 [W]
Motor rating output 700 [W]
Pump rate 24 [I/min]
Speed range 4000 - 10000 [1/min]
Noise without element 72 [dB(A)]
Extension arm diameter 16 [mm]
Chamber volume 94 [mi]
Attainable vacuum 1 [mbar]
Pressure max. 6 [bar]
Process type inline

Dimensions (W x H x D) 130 x 500 x 150 [mm]
Permissible ambient temperature 5-40 [°C]
Power input 700 [W]

Quadro A-3 Dados técnicos do fragmentador apresentado como exemplo.
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Figura A-4 Exemplo de configuragao utilizando quatro biorreatores para produgéo de inoculantes de
fungos ectomicorrizicos. A utilizagdo de um sistema de fragmentagdo in-line € uma
estratégia para melhorar a cinética do cultivo, além de permitir um modo seguro e rapido
de iniciar novo cultivo através da inoculagéo direta.



APENDICE F:

Dados numéricos que geraram as figuras representantes dos cultivos.

Cultivo do isolado UFSC-Sc42 em frascos estaticos (Figura 5.12 a):

Tempo (dia)
0
3,2
6,0
7,0
9,3
10,3
12,3

Cultivo do isolado UFSC-Rh90 em frascos estaticos (Figura 5.12 b):

Tempo (dia)
0
4
6
8
10
11
12
13
14

Cultivo do isolado UFSC-Rh106 em frascos estaticos (Figura 5.13 a):

Tempo (dia)

Glicose (g.L™)

10,82
9,81
7,67
6,61
3,98
1,98
0,25

Glicose (g.L™
14.91
13,92
12,30
11,45
9,19
7,40
3,91
2,82
0,04

Glicose (g.L™)
9,72
9,71
9,38
7,88
6,56
5,44
2,20
0,01

Biomassa (g.L™)
0,28
1,23
2,38
3,14
4,05
5,08
5,48

Biomassa (g.L™")
0,15
1,44
1,72
2,40
3,20
4,44
5,64
6,44
7,64

Biomassa (g.L'1)
0,16
0,31
0,61
1,23
1,65
2,80
3,77
5,59

pH
5,63
4,46
3,11
3,05
2,96
3,40
3,53

pH
5,31
5,10
5,08
5,01
4,67
4,36
4,08
4,02
3,50

pH
5,60
5,55
5,54
5,22
4,78
4,67
4,05
3,66
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Cultivo do isolado UFSC-Pt116 em frascos estaticos (Figura 5.13 b):

Tempo (dia) Glicose (g.L™") Biomassa (g.L™) pH
0 12,25 0,08 5,65
3 11,85 0,28 5,24
5 10,6 0,78 4,62
7 9,00 1,49 4,28
9 5,87 3,31 3,37
10 2,09 4,54 2,63
11 0,01 5,02 2,56

Cultivo do isolado UFSC-Ch163 em frascos estaticos (Figura 5.14 a):

Tempo (dia) Glicose (g.L™) Biomassa (g.L™") pH
0 9,86 0,13 577
3 9,45 0,43 5,54
5 9,06 0,70 5,13
7 7.9 1,10 5,18
9 7,21 1,53 4,34
11 5,00 2,16 3,78
13 1,99 3,39 3,12
15 0,88 3,99 2,96

Cultivo do isolado UFSC-Pt188 em frascos estaticos (Figura 5.14 b):

Tempo (dia) Glicose (g.L™) Biomassa (g.L™) pH
0 9,90 0,20 5,75
4 9,65 0,48 6,72
7 9,30 1,03 7,00
9 8,90 1,99 6,02
11 7,48 2,56 5,75
12 6,96 2,73 5,10
13 6,20 3,45 4,80
14 4,88 3,85 4,11
15 3,90 4,12 4,29
16 3,13 4,58 4,03
17 2,90 4,61 3,60

Cultivo do isolado UFSC-Rh90 no biorreator de vidro de 2,3 L (Figura 5.41 a):

Tempo (dia) Glicose (g.L™) Biomassa (g.L™) pH

0 14,07 0,40 5,32
1,8 13,18 0,72 5,15
2,6 11,46 1,36 5,05
3,8 9,46 2,39 4,72
4,1 717 3,73 4,57
46 5,47 4,47 4,32
5,0 2,57 5,65 4,20
5,6 2,21 6,94 3,94
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Cultivo do isolado UFSC-Rh90 no biorreator de inox de 5.0 L a 0,20 vvm (Figura 5.44):

Tempo (dia)
0
1,8
3,5
4,5
55
6,5
7,6
8,5
9,7
10,5
11,7

Cp (mg.L™")

7,56
7,38
6,86
6,30
5,60
5,10
4,90
4,20
3,74
3,40
5,71

pH
5,46
5,48
5,66
5,62
5,17
4,52
4,07
3,86
3,53
3,62
3,83

Glicose (g.L™)

13,60
12,80
11,70

9,60
9,10
6,40
5,50
3,10
1,50
0,40
0,00

Biomassa (g.L™)

0,29
0,53
0,83
1,14
2,04
2,31
3,37
4,01
5,61
6,68
6,71

Cultivo do isolado UFSC-Rh90 no biorreator de inox de 5.0 L a 0,36 vvm (Figura 5.46):

Tempo (dia)
0
2,5
3,5
4,3
4,7
53
5,7
6,4

Ce (mg.L™")

7,56
7,36
7,18
6,96
6,65
6,37
6,31
6,15

pH
5,80
6,02
5,42
4,51
4,42
3,87
3,77
3,61

Glicose (g.L™)

9,10
8,20
6,50
5,90
5,60
4,40
2,50
1,20

Biomassa (g.L™)

0,19
0,41
0,80
1,11
1,50
2,22
2,54
3,50

indice de cor
0,150
0,191
0,251
0,416
0,551
0,650
0,585
0,469

Cultivo do isolado UFSC-Rh90 no biorreator de inox de 5.0 L a 0,52 vvm (Figura 5.48):

Tempo (dia)
0
1,0
1,8
2,1
2,8
3,1
3,7
4,0
49

Cr (mg.L™")

7,56
7,47
6,88
6,44
5,71
5,47
5,30
5,01
4,32

pH
5,87
5,92
5,96
5,68
5,21
4,83
4,26
4,01
3,46

Glicose (g.L™)

12,9
12,6
11,0
10,6
9,50
7,80
4,70
2,60
1,10

Biomassa (g.L™)

0,47
0,70
0,87
1,08
2,02
2,60
3,60
4,49
6,33

indice de cor
0,361
0,397
0,474
0,523
0,666
0,707
0,605
0,551
0,471
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ANEXO A: Sensores para medidas de pH

InPro3030 (low-maintenance pH-electrode) METTLER TOLEDO
iz Gel-filled low
‘ maintenance pH- InPro3030 is a state-of-the-art, gel-filled, low-
« gl_ectrode for maintenance biotech pH-electrode with good pressure
R iotech
X& applications. resistance, specially developed for in-line
\‘%s \ measurements in biotech applications.
\
Specifications
pH-range 0..14
Temperature range 0...140 °C (32...284 °F)
Diaphragm ceramic
Number of diaphragms 1
Reference system Argenthal system
Silver ion trap yes
Autoclavable ves
Pressure resistance (bar) up to 6 bar (87 psi) overpressure
InPro3300 (non-glass pH-electrode with ISFET technology) METTLER TOLEDO

The non-glass pH-electrode is an unbreakable

Non-glass Food
\ and Beverage breakthrough for the food industry. The electrode is

electrode with equipped with a solid-state pH-sensitive part (ISFET)
integrated RTD.
and with a high temperature reference system with gel
electrolyte, making the electrode practically

maintenance-free.

Description

The InPro3300 is pressure-resistant up to 6 bar at 130 °C (PED97). The 45° design of the
electrode end prevents air bubbles being trapped at the pH-sensitive tip. A VarioPin (VP)
connector ensures a safe and hermetic cable connection (IP68).

Specifications

pH-range 0..14

Temperature range 0...130 °C (32...266 °F) for sterilization
Diaphragm ceramic

Number of diaphragms 1

Reference system inversed Argenthal system

Silver ion trap no

Autoclavable yes (eventually sample calibration recommended)

Pressure resistance (bar) up to 6 bar (87 psi) overpressure
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ANEXO B: Transmissor para medidas de pH

pH 2100e («Advanced Line» - for wall, pipe or panel mounting) METTLER TOLEDO

The «Advanced Line» transmitter

The «Advanced Line» transmitter pH 2100e is
suitable for highly reliable and accurate pH/ORP
measurements in many industrial applications. It is
easy to operate and the large-size LCD display
provides substantial information. The
measurement value is shown in large characters
and additional pictographs explain transmitter
function and advise of any signal irregularities.

Operational safety and reliability

Continuous sensor and transmitter diagnostic and large LC display with pictographs provide
maximum process safety.

Exact and reliable measurement

Continuous Sensocheck and Calimatic functions with automated buffer recognition result in highest
measurement reliability.

Process loop autonomy

The integrated PID controller and the full communication with pH cleaning and calibration systems,
guarantee loop autonomy and maintenance-free pH measurement.

Description

The pH 2100e transmitter measures pH or redox and temperature simultaneously. The
parameters pH/redox and temperature can be transmitted separately over the two analog
outputs and the continuous sensor and transmitter diagnostic guarantees reliable operation.
Calibration can be carried out with automatic buffer recognition or through manual buffer input.

Entering pre-measured electrode data is also possible. The built-in sensor diagnostic continuously
monitors the glass and reference electrode and any failure is displayed by the «Sensoface» . The pH
2100e offers an integrated PID controller forprocess autonomy. An external HOLD contact and full
communication with METTLER TOLEDO cleaning and calibration systems allow maintenance-free
pH/ORP measurement.

Specifications

Power supply
Protection

Current output
Relays

pH-range
mV-range
Measured units
Accuracy

Sensor inputs
Temperature inputs

Mounting options

20...253 V AC/DC

IP65

2x0/4...20 mA

2 limit contacts, 1 alarm contact, 1 wash contact
0...14

-1500...+1500

pH/mV/°C

greater than 0.02 pH / greater than 1 mV

pH or mV

Pt100/Pt1000 or NTC

wall, panel or pipe mounting



