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RESUMO: Fungos filamentosos sdo responsaveis pela producao de diversos produtos de base biologica
tais como enzimas, acidos organicos, entre outros. A estrutura morfoldgica destes microrganismos torna-
0s suscetiveis a fragmentacdo por cisalhamento quando cultivados em biorreatores. Nesse sentido, 0
biorreator airlift pode ser empregado para cultivo de fungos filamentosos, por exibir boa eficiéncia
energética para transferéncia de massa. Contudo, o projeto do aspersor de ar influencia o seu
desempenho, uma vez que o ar é introduzido no biorreator através do aspersor. A depender da quantidade
de orificios e do seu diametro, pode-se observar elevada velocidade do ar através dos orificios do
aspersor de forma a afetar negativamente as células de microrganismos sensiveis ao cisalhamento que
sejam submetidas a essa condicdo. Diante disso, 0 presente projeto visa avaliar o efeito do projeto do
aspersor de ar de um biorreator airlift na fragmentacéo do fungo filamentoso Aspergillus niger. O ensaio
de fragmentacéo realizado a 35 L/min (velocidade de ar nos orificios igual a 123,8 m/s) promoveu uma
fragmentacéo de 17,8% dos pellets. Apesar deste valor ndo ser desprezivel, ele foi similar ao relatado
na literatura em condicao teoricamente menos agressiva de fragmentacao.
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Effect of the air sparger design on the fragmentation of filamentous fungus in an airlift
bioreactor

ABSTRACT: Filamentous fungi are responsible for the production of several biobased products such
as enzymes, organic acids, among others. The morphological structure of these microorganisms makes
them susceptible to shear fragmentation when cultivated in bioreactors. In this sense, the airlift
bioreactor can be used for the cultivation of filamentous fungi, as it exhibits good energy efficiency for
mass transfer. However, the design of the air sparger influences its performance, since air is introduced
into the bioreactor through the sparger. Depending on the number of orifices and their diameter, high
air velocity can be observed through the sparger orifices in order to negatively affect the cells of shear-
sensitive microorganisms that are subjected to this condition. Therefore, this project aims to evaluate
the effect of the air sparger design of an airlift bioreactor on the fragmentation of the filamentous fungus
Aspergillus niger. The fragmentation test performed at 35 L/min (air velocity in the holes equal to 123.8
m/s) promoted a fragmentation of 17.8% of the pellets. Although this value is not negligible, it was
similar to that reported in the literature under theoretically less aggressive fragmentation conditions.
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INTRODUCAO

Fungos filamentosos sdo microrganismos heterotroficos eucariéticos utilizados em diversos
processos biotecnoldgicos. Uma caracteristica importante desses microrganismos é a formacdo de
micélio, sendo esse composto de filamentos ramificados vegetativos (hifas) com paredes celulares
rigidas e espessas (SERRANO-CARREON et al.,, 2015). A caracterizacdo morfoldgica destes
microrganismos exibe a divisdo em dois grupos principais: pellets ou crescimento disperso. O
crescimento disperso engloba outras formas morfoldgicas, como os agregados miceliais (clumps), hifas
ramificadas e hifas isoladas. Por outro lado, os pellets sdo descritos como aglomerados esféricos estaveis
compostos por uma rede ramificada de hifas. Em bioprocessos conduzidos em cultura submersa, os
fungos filamentosos normalmente exibem um complexo ciclo de vida morfoldgica, sendo a morfologia
do fungo intimamente relacionada com a producao de um determinado metabolito de interesse (KRULL
etal., 2013).

O biorreator airlift € um equipamento, que pode ser empregado em cultivos submersos, cuja
agitacdo e homogeneizacdo do meio reacional sdo realizadas exclusivamente por meio do
borbulhamento de ar através de um aspersor. A conformacdo geométrica caracteristica destes
dispositivos tem sido extensamente analisada, buscando-se relacionar os diferentes parametros
geométricos do equipamento com o seu desempenho em relacdo a transferéncia de massa e a
hidrodindmica. Além disso, o projeto geométrico do aspersor de ar também influencia o desempenho
destes equipamentos, uma vez que a elevada velocidade do ar através dos orificios do aspersor pode
afetar de forma negativa as células de microrganismos sensiveis ao cisalhamento que sejam submetidas
a essa condicdo. Diante disso, 0 presente projeto visa avaliar o efeito do projeto do aspersor de ar e na
fragmentacao de pellets do fungo filamentoso em biorreator airlift.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios de fragmentacdo foram realizados em biorreator airlift de tubos concéntricos de 5L de
volume til (Tecnal Equipamentos Cientificos). O biorreator consiste em uma dorna cilindrica de vidro
conectada através de flange a uma base de aco inoxidavel, na qual tem-se uma camisa térmica para
controle de temperatura (Figura 2a). Além disso, o dispositivo é equipado com um tubo interno
posicionado concentricamente a dorna (Figura 2b), além de um aspersor de ar tipo cruzeta localizado na
base (Figura 2¢). Utilizou-se um aspersor com 24 orificios.
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FIGURA 1. Biorreator airlift de tubos concéntricos: (a) esquema; (b) tubo interno; (c) aspersor de ar.

Utilizou-se o fungo filamentoso Aspergillus niger (A. niger 12) nos ensaios de fragmentacéo de
pellets. O meio de Mandels e Sternberg (1976) com modificagGes de Cunha et al. (2015) foi empregado
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para o crescimento do fungo. Tal meio consiste dos seguintes nutrientes (concentracdes em g/L): glicose
(10,0), (NH4)2S04 (1,4), KH2PO. (2,0), CaCl, (0,3), MgSO4x7H,0 (0,2), Tween 80 (1,0) e solucao
salina (1,0 mL/L). A composicdo da solucdo salina é (concentracdes em mg/L): FeSO4x7H,0 (5,0),
MnSQO4xH,0 (1,6), ZnSO4x7H,0 (1,4) e CoCl; (2,0). O pH do meio foi ajustado em 4,5 e 0 mesmo foi
autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Frascos Erlenmeyer contendo o meio de cultivo foram inoculados
com suspensdo de esporos de A. niger (concentracdo final de esporos de 107 esporos/mL) e mantidos
sob agitacdo de 200 rpm por 24 h em incubadora orbital agitada a 32 °C.

Os ensaios de fragmentacdo foram iniciados adicionando-se 10% (v/v) da suspensdo de pellets de
Aspergillus niger (provenientes dos frascos Erlenmeyer) ao biorreator contendo 90% (v/v) de agua
destilada (meio inter) e tiveram duracdo de 4h. Amostras foram retiradas no inicio (Oh) e ao final (4h)
dos ensaios para analise de imagem e determinacéo da area projetada dos pellets (A) no software ImageJ.
Para isso, imagens dos pellets foram obtidas utilizando-se um estereoscdpio. O valor da area projetada
foi calculado para cada objeto (pellet) e o valor médio dos pellets em cada amostra foi usado como
resposta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio de fragmentacdo foi realizado em uma condicao de vazdo volumétrica de ar (Qg) igual
a 35 L/min. Considerando-se o nimero de orificios no aspersor (n) e o seu tamanho (do) (24 furos de
0,5 mm de didmetro), determinou-se a velocidade com que o gés atravessava cada orificio utilizando-se
a Equacéo 1.

_ 4-XQG
Ve = ax d3 (1)

A partir da Equacdo 1, obteve-se um valor de velocidade igual a 123,8 m/s.
Avaliou-se as amostras de pellets obtidas para o tempo inicial (Oh) e final (4h) de ensaio de
fragmentacéo. As Figuras 2 e 3 apresentam imagens dos pellets nestas condigdes.

| | l
FIGURA 2. Imagens de pellets de A. niger para o ponto inicial (Oh) de ensaio de fragmentagéo
realizado em biorreator airlift a 35 L/min.
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FIGURA 3. Imagens de pellets de A. niger para o ponto inicial (4h) de ensaio de fragmentacao
realizado em biorreator airlift a 35 L/min.
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Analisando-se as Figuras 2 e 3, ndo se observou visualmente uma fragmentacéo dos pellets.
Contudo, a andlise de imagens indicou valores de &rea projetada média para os pontos inicial e final
iguais a 1,400 e 1,151 mm?, respectivamente. A partir destes valores, determinou-se a reducdo do
tamanho dos pellets por fragmentagéo (em %), conforme Equacéo 2:

A
Fragmentacdo = (1 - —f) 100 (2)
Ag
O valor de fragmentacdo obtido foi de 17,8%, indicando razoavel fragmentacdo de pellets na
condicdo do ensaio. Buffo e colaboradores (2020) realizaram ensaio de fragmentacdo de pellets em
biorreator airlift equipado com aspersor de 84 orificios. Operando o biorreator a uma vazao de 25 L/min
(velocidade do ar nos orificios igual a 25,2 m/s), os autores obtiveram uma fragmentacdo de pellets de
18%.
Dessa maneira, apesar de fragmentacdo observada nos ensaios do presente trabalho, essa
diminuicdo de tamanho foi similar aquela obtida na literatura em uma condi¢do teoricamente menos
agressiva (menor velocidade de ejecdo de ar pelos orificios do aspersor).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicaram que o uso de aspersor com poucos orificios levou a um elevado
valor de velocidade de saida do ar através dos furos. O ensaio de fragmentacao realizado a 35 L/min
promoveu uma fragmentacdo de 17,8% dos pellets. Apesar deste valor ndo ser desprezivel, ele foi similar
ao relatado na literatura em condicdo teoricamente menos agressiva de fragmentacéo.
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