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RESUMO

Fungos demonstram enorme habilidade de biotransformacdo, sendo possivel
direcionar a sua aplicagdo a processos de biorremediacdo e sintese de novas
moléculas. Para tornar tais processos escalaveis, foi desenvolvido um reator hibrido
airlift-leito fixo (RAL-LF), cujos parametros hidrodinamicos e reoldgicos [tempo de
mistura (tm), velocidade linear de gas (Ug), velocidade linear de liquido (UL) retencao
geral de gas (€c), viscosidade (v)], de transferéncia de massa (kLa), de formacao de
biomassa e de biotransformagao foram comparados com reator airlift (RAL) e reator
de coluna de bolhas (RCB). Como modelo fungico foi empregada a Cunninghamella
elegans DSM1908. Para determinagcdo das propriedades bioldgicas, os sistemas
foram inoculados e deixados para formar biomassa por 72 h. Os caldos foram
substituidos por solugdo contendo diclofenaco (DCF) 500 ug.mL-! e deixados por 48
h nos reatores. As biomassas foram determinadas por gravimetria. As taxas de
biotransformacgao foram determinadas por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). As diferengas nos parémetros hidrodindmicos justificaram o melhor
desempenho de RAL e RAL-LF na obtencdo de biomassa e de biotransformacao.
Sugerimos que RAL-LF apresenta maior desempenho pela melhora no processo de
oxigenagao, além do baffle ser utilizado pelo fungo como meio de adesédo e
proliferagdo em forma de biofilme. A formacg&o do biofilme fungico, além de reduzir o
viscosidade do sistema, favoreceu a retencdo do DCF no leito-fixo, facilitando assim,
0s processos de biotransformagao. Analises em HPLC demonstraram que o biofilme
apresenta tanto atividade biotransformadora como bioacumuladora, tornando o RAL-

LF o sistema de maior rendimento em biotransformacéo.

Palavras-chave: reatores airlift, biofilme; biotransformacao; Cunninghamella elegans.
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ABSTRACT

Fungi demonstrate an enormous ability of biotransformation, being possible to direct
its application to processes of bioremediation and synthesis of new molecules. In order
to make such processes scalable, a fixed-bed hybrid airlift (RAL-LF) reactor was
developed whose hydrodynamic and rheological parameters [(mixing time (tm), linear
gas velocity (Ug), liquid linear velocity (UvL), gas hold-up (gc), viscosity (v)], mass
transfer (kLa), biomass formation and biotransformation were compared with airlift
reactor (RAL) and bubble column reactor (RCB). As a fungal model Cunninghamella
elegans DSM1908 was used. To determine the biological properties, the systems were
inoculated and left to form biomass for 72 h. The broths were replaced by solution
containing diclofenac (DCF) 500 pg.mL' and left for 48h in the reactors. The
biomasses were determined by gravimetry. Biotransformation rates were determined
by high performance liquid chromatography (HPLC). The differences in the
hydrodynamic parameters justified the better performance of RAL and RAL-LF in
obtaining biomass and biotransformation. We suggest that RAL-LF shows higher
performance due to the improvement in the oxygenation process, besides the baffle
being used by the fungus as a medium of adhesion and proliferation in the form of a
biofilm. The formation of the fungal biofilm, besides reducing the viscosity of the
system, favored the retention of the DCF in the bed-fixed, thus facilitating the
processes of biotransformation. HPLC analysis has demonstrated that biofilm presents
both biotransforming and bioaccumulating activity, making RAL-LF the highest yielding
biotransformation system.

Key-words: airlift reactors; biofilm; biotransformation; Cunninghamella elegans.
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1. INTRODUGAO

Em virtude da alta demanda por produtos com elevado valor agregado, novas
atribuicbes dos microrganismos sao requeridas. Essas variam desde processos
industriais para produgao de alimentos, compostos farmoquimicos e de quimica pura,
até aplicacbes em processos de despoluicdo e de biorremediagdo. Logo,
microrganismos funcionam como “pequenas fabricas” ou “pequenos agentes
conversores de mateéria” (1).

A biotransformagdo compreende modificagdes estruturais em xenobidticos
(alteragbes quimicas) por sistemas enzimaticos que levam a formagao de moléculas
relativamente mais polares, e que podem: a) ser excretadas pelo organismo (2,3,4)
ou; b) que nado seréo capazes de atravessar com facilidade as membranas, tornando
menos téxicas para a célula, mas em alguns casos, a despeito da fungdo protetiva
detoxicante de algumas reagdes, c) tornam-se toxicas. Ainda, reagbes de
biotransformagao podem resultarem em d) metabdlitos quimicamente estaveis com
atividade farmacoldgica desejavel (5).

Tais processos fisiologicos, considerados mecanismos de adaptagdo as
mudang¢as ambientais, quando delineados para as demandas industriais, podem ser
uteis em uma diversificada gama de processos biotecnologicos (6).

A utilizagdo de organismos biotransformadores é classificada como
Biotecnologia Branca (White Biotechnology), que € um campo emergente entre as
biotecnologias modernas que servem a industria (7). Ela emprega células vivas
(animais, plantas, algas, fungos filamentosos, leveduras, actinomicetos ou bactérias),
assim como enzimas produzidas por esses, na geragado de produtos de interesse.
Células vivas podem ser empregadas em seu estado original (wild-strains) ou

melhoradas para trabalhar como “fabricas celulares” na produ¢édo de enzimas ou de

13
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moléculas (8). Apesar do potencial de utilizagdo, o numero e diversidade de
aplicacbes é ainda modesto. Existe uma grande disponibilidade de microrganismos
viaveis, uma quantidade ainda maior de reagdes que eles podem realizar, e nao
menos importante, as reagdes de biotransformacdo s&o consideradas
economicamente e ecologicamente competitivas (9).

Um importante desafio na biotransformacao industrial € o desenvolvimento de
bioprocessos que otimizem a taxa de bioconversdao com reducdo de gastos e de
passivos ambientais. Nossa proposta € de utilizar biofilmes fungicos crescidos em
biorreatores pneumaticamente agitados (biorreatores airlift) para otimizagdo de
processos de biotransformacéo.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver um modelo de reator hibrido
airlift-leito fixo (RAL-LF) para desenvolvimento de biomassa fungica em forma de
biofilme, que permita escalabilidade e aplicacdo do biofilme formado em processos de
biotransformacao.

Para demonstrar a hipotese de ganho de capacidade biotransformadora, os
dados do RAL-LF foram comparados com o reator airlift (RAL) e o reator de camara
de bolhas (RCB).

1.1 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades microbianas vivendo na interface de ecossistemas.
Sao amplamente distribuidos no ambiente. As células estdo geralmente embebidas
em uma matriz secretadas por elas proprias, composta por polissacarideos, proteinas,
DNA, entre outras moléculas, usualmente chamadas de substancias poliméricas
extracelulares (SPE). Esta matriz € responsavel pela adesdo ao substrato e pela
coesao celular, serve como uma camada de protecdo contra adversidades do meio
ambiente, um estoque de nutrientes para pequenos periodos de privacdo, uma rede

para difusdo de metabolitos e nutrientes, além de proporcionar a comunicagao celular.
14
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Donlan e Costerton'® descreve biofilmes como sendo uma comunidade séssil,
microbialmente derivada, caracterizada por células que se ligam irreversivelmente a
um substrato ou interface ou entre si, embebidas em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares que eles produziram e exibem um fendtipo alterado com
relacdo a a taxa de crescimento e transcrigdo génica.

Segundo Cheng'" biofilmes também podem ser definidos como laminas
celulares microbianas de ocorréncia natural, as quais sao irreversivelmente ligadas a
superficies solidas. As células microbianas, por estarem envolvidas por uma matriz de
exopolissacarideo (EPS), exibem crescimento e bioatividade diferentes das células
em suspensao. Para Boari'?, o EPS também é capaz de adsorver cation, metais e
toxinas e conferir protecao contra radiagdes UV, alteracdes de pH, choques osméticos
e dessecacao.

Cerca de 90% da massa de um biofilme é agua, e o EPS e glicoproteinas
correspondem a mais de 70% da massa seca de um biofilme. Sua espessura pode
variar de alguns micrometros até varios centimetros, dependendo da espécie do
microrganismo, a idade do biofilme, disponibilidade de nutrientes e o estresse de
cisalhamento a qual esteja submetido.(11)

Fungos filamentosos também s&o habeis na produgéo de biofilmes. Segundo
Harding et. al.’®, os biofiimes de fungos filamentosos sdo formados conforme as
seguintes etapas:

1) adsorg¢ao do propagulo, etapa que depende do contato do organismo com a
superficie (envolve esporos ou fragmentos de hifas, relacionada com as forcas
hidrofébicas dos esporos fungico);

2) adesao ativa a superficie tanto pelo esporo ou fragmento de hifa (liberagcao

de substancias de adesao);

15
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3) formagéao de microcolonias, processo que envolve o crescimento inicial pela
germinagao dos esporos, elongamento apical e ramificagdo das hifas, causando a
colonizagao da superficie (envolve a produgdo de SPE para fortalecer a adeséo ao
substrato);

4) maturacgao inicial onde a biomassa fungica aumenta, com a formagao de
compacta rede de hifas, ou micélio por hifa-hifa (envolve formagéo de canais que
permitem o fluxo de substancias através da biomassa);

5) maturacéao caracterizada por formagao de corpos de fruitificagcéo e;

6) Fase de dispersao, onde tanto esporos quanto fragmentos do biofilme podem
ser liberados. As células destacadas agirdo como novo propagulo para reiniciar o

ciclo.

(i) > (ii)

> (i)

Figura 1: Esquema de formagao do biofilme fungico. Fonte: Harding et al.'3.

Uma importante propriedade atribuida aos biofiimes nos processos de
descontaminagdo de ambientes aquaticos € a biossorgdo. Segundo Michalak et. al.’#,
biossorgao € uma subcategoria de adsorgéo, onde o sorbente € uma matriz bioldgica.
E um processo de ligagdo rapida e reversivel de ions em solucdes aquosas pelos
grupos funcionais que estdo presentes na superficie da biomassa. Esse processo é
independente do metabolismo celular.

Fomina e Gadd'®, em artigo de revisdo relatam que biofilmes sdo compostos

majoritariamente de polissacarideos, assim como capsulas, camada limosa e parede
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celular que podem ser importantes componentes bioabsortivos em sistemas de
células vivas, especialmente os biofimes, dependendo da natureza dos
polissacarideos e dos componentes associados.

No entanto, as propriedades de biossorcdo ndo apresentam ainda vasta
aplicagao industrial pela dificuldade de recuperagao da matriz e pela necessidade de

producao de material biolégico em larga escala. (14)

1.2 Biorreatores

Os processos de biotransformacéo de xenobidticos envolvendo fungos, e entre
eles a C. elegans, sdo normalmente conduzidos em condigdes de agitacdo em
Erlenmeyer (16). Estudos que empregaram biorreatores com células planctdnicas
reportaram melhor desempenho (17, 18). Por outro lado, foi proposto que biofiimes
fungicos serviriam melhor aos processos de biotransformacéo (19).

Com sua excepcional estabilidade e menor necessidade de nutrientes, os
reatores de biofilme demonstram seu potencial para o desenvolvimento de
fermentacdo continua e as aplicagdes na producédo em larga escala de produtos de
valor agregado (11).

Reatores produtores de biofilmes podem ser classificados em dois grupos, leito-
fixo (fixed-bed) e leito-expandido (expanded-bed). Os reatores com leito-fixo podem
a) possuir a superficie de crescimento totalmente submersa no meio de cultivo; b) ser
do tipo biofiltro no qual o liquido escorre no substrato de crescimento, enquanto o gas
flui em sentido contrario; c) o contator biolégico rotativo em que o biofiime se
desenvolve na superficie de um disco vertical parcialmente submergido e gira dentro
do liquido; e d) reatores de biofilmes de membrana, no qual a camada microbiana &
formada em uma membrana porosa permeavel ao gas. Por sua vez, reatores com

leito-expandido utilizam leitos fluidizados nos quais as particulas se movem para cima
17
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e para baixo dentro do leito expandido em area definida do reator, e leitos méveis nos
quais todo o leito expandido circula pelos reatores, como reatores airlift e reatores de
leito circulante (20, 11).

Biorreatores tipo “perfeitamente agitados” (RPA) normalmente permitem o
crescimento de células planctonicas em condicbes monitoraveis e controlaveis de pH,
concentracdo de nutrientes e de oxigénio dissolvido, além de temperatura. O
crescimento se da pela disperséo de nutrientes/O2 por agitagdo com propulsores. Em
biorreatores tipo airlift essa agitagdo é conseguida com a injecdo de gases
(normalmente ar ou O2 estéreis) na parte inferior, com consequente efeito misturador
(21).

Os Reatores de Camara de bolhas (RCB) e Reatores Airlift (RAL) sao
classificados como biorreatores pneumaticos, nos quais a fase liquida € movida por
bombeamento de ar. Esses reatores sdo geralmente cilindricos e seus aspersores
encontram-se na base do sistema para manter um nivel adequado de agitagcéo e
transferéncia de oxigénio, sendo operados com alto fluxo de ar. As principais
vantagens sdo os baixos custos de operagdo e manutencédo devido a auséncia de
partes moveis, além de serem faceis de operar. No entanto, o uso de fluidos viscosos
nao-Newtonianos € considerado um fator limitante na escolhas destes equipamentos,
desde que a alta viscosidade decresce a retengcédo de gas, evitando a formagao e
estabilizag&o do leito de bolhas homogéneas, o que também possui impacto negativo
na transferéncia de massa entre gas e liquido (21).

Tratando-se especificamente de reatores RAL, existem dois tipos de reatores,
com circulagao interna ou externa (22). Os RAL contam com uma regido aspergida
por gas; esta regido é chamada de riser, ou subida. A outra regido é responsavel pela

decida, onde o meio é retornado. Sendo assim, tem o nome de decida, ou downcomer.
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As duas regides séao interligadas no reator e, por apresentarem um ciclo, promovem
uma diferenca na densidade de dispersao. Por causa desta divisao, setor de subida e
descida, somado com a placa vertical no meio reator, este tipo se configura como airlift
split-cylinder. Por isso, em RAL, o movimento de subida e decida faz com que o meio
de cultura seja deslocado através do impulsionamento das bolhas de ar. A soma
destes fatores traz ambiente propicio para que todas células e/ou microrganismos
entrem em contato com o meio de cultura (23, 24).

A placa vertical que separa o riser do downcomer é também o suporte para
adsorcao das células para formacao do biofilme. As caracteristicas deste suporte sao
importantes para a formacdo do biofiime. As forcas de cisalhamento sdo muito
pequenas em poros ou reentrdncias da superficie mesmo em condigdes onde a
velocidade do meio é alta. Poros garantem um ambiente protegido para a adeséo das
células e seu crescimento. A formacao do biofilme tende a aumentar com o aumento
da hidrofobicidade da superficie do material. Biofilmes formam mais rapidamente no
Teflon e outros plasticos do que vidro ou metal, possivelmente devido as diferencas
de hidrofobicidade das superficies e das cargas i6nicas (20). A tela de ago inox AlSI
304 também apresenta importante hidrofobicidade, além de apresentar a porosidade
necessaria para permitir o ancoramento das células e posterior formagao de biofilme

(12).

1.2.1 Parametros hidrodinamicos

A determinacdo dos parametros hidrodinamicos s&o bases experimentais
importantes para a definicdo da eficiéncia de um sistema airlift. Determinar a taxa de
circulacdo gasosa e de solidos, além de avaliar o coeficiente volumétrico de
transferéncia de massa, didmetro de bolha e taxa de cisalhamento sao importantes

fatores para o design e operacdo de tais reatores. (21, 25)
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Para fins de comparacao, o Reator airlift de leito fixo (RAL-LF) desenvolvido foi
testado comparando seus parametros com RAL e RCB. Os RCB sao dispositivos
simples e estdo ganhando grande aceitagao em aplicagdes envolvendo contato gas-
liquido em bioprocessos, na industria de processos quimicos e no tratamento de agua
residual. Apesar do aspecto favoravel é preciso ter cautela com a taxa de aeracao
elevada que provoque cisalhamento, ou baixa aeragdo que promova a estagnagao de
células no fundo do reator (26).

Mirén?® apresenta importantes fundamentos da hidrodinamica do sistema: 1) a
circulagao de gas € necessariamente relacionada com a velocidade superficial do gas
e 0 aumento médio da velocidade da bolha; 2) para um dado fluido e regime de fluxo,
a velocidade média da bolha depende somente do didmetro da bolha; 3) em condi¢des
pré-estabelecidas, o tamanho da bolha é controlado pelo fornecimento de energia no
reator; 4) em sistemas airlift, o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa de
oxigénio depende da contribuicdo das regides de riser e downcomer.

Os meios de cultura liquido contendo células e produtos da excregao dos
microrganismos comportam-se como fluidos nao-newtonianos, por tal motivo, o
calculo do coeficiente volumétrico de transferéncia de massa do oxigénio é testado
em agua (liquido newtoniano) e solugcédo de carboximetilcelulose (CMC) (fluido n&o
newtoniano) (27).

Centenas de processos biolégicos ocorrem na presenga de microrganismos
aerobios e em meios com alta viscosidade, o que implica em grandes mudangas para
os sistemas de aeracgdo, agitagdo e mistura, com o propoésito de suprir de oxigénio
gasoso em sua forma dissolvida para o crescimento celular e formag&o de produtos
de interesse. Para uma adequada transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a

fase liquida, a geracdo de regides de alto cisalhamento devem ser evitadas,
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considerando que afetam as células e produzem alteragdes morfoldgicas irreversiveis

Nnos microrganismos. (28)

1.3 Cunninghamella elegans DSM1908

O fungo, C. elegans pertence ao reino Fungi, filo Zygomycota, ordem
Mucorales, familia Cunninghamellaceae e género Cunninghamella. O género
Cunninghamella contem espécies com importancia meédica e para processos
biotecnoldgicos. E um fungo encontrado em solo e produtos vegetais, particularmente
no Mediterraneo e zonas subtropicais. (29)

O género Cunninghamella tem sido objeto de estudos em inumeras areas. Por
possuirem inumeras isoformas da enzima P450 (familia CYP) pode ser aplicada em
estudos de biotransformacdo de medicamentos, poluentes, substancias quimicas
bioativas e corantes (29, 30, 31, 32, 33, 34), substituindo o tecido hepatico para
produgcao de metabdlitos secundarios em testes farmacodinamicos, contribuindo com
0 campo da bioética por possibilitar a redugao do uso de animais de laboratorios para
tais testes.

Por serem fungos filamentosos produtores de biofilme, também participam de
processos de biossorgdo de corantes e metais pesados (35, 36, 37, 38). Tigini®®
enfatiza a versatilidade da C. elegans em adsorver corantes, sais, metais pesados e
surfactantes, tornando-a um promissor biossorvente para aplicagdes biotecnoldgicas.
Ainda é possivel, com alteragdes no meio de cultivo, modular a composi¢cao do
biofilme, alterando suas propriedades enquanto adsorvente, fazendo com que o fungo
produza biofilmes com maior ou menor hidrofilia, favorecendo a adsor¢ao de

moléculas com diferentes naturezas quimicas. (40)
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1.4 Biotransformacao do diclofenaco pela C. elegans

O diclofenaco (DCF) é o antinflamatério nao-esteroidal mais utilizado na
Europa. Possui atividade analgésica, antipirérica e antinflamatéria. E metabolizado no
figado por um membro da subfamilia CYP2C a 4-hidroxidiclofenaco (4-OH-DCF), seu
principal metabdlito, além de outras formas hidroxiladas. Depois da glucoronizagao e
sulfatacao os metabdlitos sdo excretados na urina (65%) e bile (35%). (41)

Pertence ao grupo de produtos quimicos de preocupag¢ao emergente e possui
elevada relevancia ambiental. Apresenta efeitos toxicos em abutres, além de ser
hepato e nefrotoxico em alguns peixes. Como consequéncia de sua importancia
ambiental, foi incluido na Watch List do European Water Framework Directive. (42)

A biotransformacao de xenobidticos em mamiferos é similar a realizada pelas
células da Cunninghamella spp. em virtude da presenca de enzimas da familia CYP.
O DCF pode ser convertido para 3-hidroxi-diclofenaco (3-OH-DCF) e 4-hidroxi-lactum-
diclofenaco (4-OH-lactum-DCF) pela C. elegans. (4, 29)

Amadio'® demonstrou a capacidade biotransformadora do flurbiprofeno pela C.
elegans em biofilme, demonstrando que, imobilizada em sua matriz extracelular, o
fungo € mais eficiente nos processos biotransformadores que em sua forma
planctdnica. Quinn3, desafiou células de C. elegans para a biotransformagao de DCF,
tanto com células imobilizadas em alginato quanto em biofilmes. Seus resultados
demonstraram que o biofilme apresenta resultados superiores de biotransformacao,
além do biofilme poder ser rejuvenescido e reutilizado em ao menos 2 ciclos de 72
horas de biotransformacg¢do. No entanto, todos os processos foram realizados em

frascos de erlenmyer agitados ou em placas de 96 pocos.
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1 Desta forma, reconhecendo a habilidade de biotransformagédo da C. elegans
2 para a molécula de DCF, decidiu-se pela molécula como desafio teste ao biofiime

3 desenvolvido no RAL-LF.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reatores experimentais
Para determinacdo dos pardmetros hidrodindmicos e formagao de biomassa
foram empregados reatores de vidro borosilicato de 1000 mL (55500 mm), com as
seguintes arquiteturas (Figura 2 e 3):
o Reator Airlift-Leito Fixo (RAL-LF), com baffle de tela de ago inoxidavel AlS1304
e Reator Airlift (RAL), com baffle de vidro

e Reator Coluna de Bolhas (RCB) sem baffle.

A B C

—  —3 —)

downcomer riser downcomer riser

baffle
(vidro)

ar=y Ay S

Figura 2. Reatores empregados no estudo. A = RAL-LF. B = RAL. C = RCB. Nos reatores RAL-LF e
RAL a razao Driser/Ddowncomer €ra 1,00.

Todos os parametros hidrodinamicos, produgcdo de biomassa e

biotransformacéao foram testados em RAL-LF, RAL e RCB.

24



o g b~ WDN

500
497

@ss
@ s0

200

25

@10

@12

30

480

77 .50

D17]

®16.20

570

19,20
D13
| ]
:’__j 0
U
!Bﬁ o1
@s3
@ &d
@10
@8

Figura 3: Descrigdo técnica dos componentes dos RAL-LF de circulag&o interna com medidas em

mm. A = vaso de vidro borossilicato com capacidade nominal de 1 L. B = Baffle reticulado de tela de

aco inoxidavel AlSI304 de malha #30, fio 0,25mm, abertura 0,60 mm. C = Aspersor de silicone (5 cm e

20 perfuragdes de 1 mm). D = Exaustor em acgo inoxidavel AISI304. D = Filtro de 14 de vidro acoplavel

no exaustor. F = Tubulagao para aeracgao.
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2.2 Parametros hidrodinamicos

2.2.1 Fase liquida

Agua osmosificada (u=0,89 mPa.s @ 25 °C) foi usada como fluido newtoniano.
Para simular condigbes nao-newtonianas, carboximetilcelulose (CMC) (Labsynth
Ltda., Brasil) foi utilizada nas concentragées finais de 0,25% (u=7,50 mPa.s @ 25 °C)
e 0,50% (pu=15,00 mPa.s @ 25 °C). As solugdes de CMC foram preparadas com agua

osmosificada com pH final corrigido para 7,0. (27)

2.2.2 Regime de fluxo de ar

Os reatores operaram em regime de fluxo de ar constante de 0,50 vvm
(correspondente a 0,005 m3.min"'). A fase gasosa para todos experimentos foi ar
comprimido isento de 6leo. A posicao dos aspersores definiu o riser do RAL e RAL-

LF. No RCB o aspersor foi centralizado no fundo do jarro.

2.2.3 Tempos de mistura (tm)

Os reatores foram preenchidos com volumes de trabalho de 0,0008 m3 (800 mL)
com agua osmosificada ou solugdes de CMC. Ar comprimido foi admitido nos sistemas
e apos 60 s, de forma cuidadosa, foi adicionada uma gota de fucsina 1% na superficie
dos liquidos. Os intervalos de tempo necessarios para que o todo o volume do vaso
se tornasse vermelho e homogéneo foram registrados com cronégrafo e considerados

como tempos de mistura.

2.2.4 Velocidade linear do gas (Uc)
As Ug foram os quocientes obtidos na divisdo do fluxo de ar volumétrico

(m3.min") pelas areas da secao transversal dos risers (m?).
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2.2.5 Velocidade linear do liquido (UL)
As UL foram os quocientes obtidos na divisdo do percurso percorrido pelos

liquidos (riser mais downcomer) pelos tempos de mistura dos liquidos.

2.2.6 Retencgao de gas (gc)
As retengdes gasosas foram mensuradas a partir da diferenga da altura da

coluna de liquidos antes e apos a injegcao de gas no sistema, segundo a equacao (9):

__hp—-hy

- eq.1

&g

onde hp é a altura da dispersao gas-liquido e h. é a altura do liquido livre de gas.

Os reatores foram preenchidos com agua osmosificada ou solu¢gées de CMC
até o volume de trabalho, sendo o nivel alcangado medido no reator (h.) visualmente,
através de marcacgdes no nivel antes da aeragao e nova marcacgao apos aeracdo. O
ar foi fornecido ao sistema a taxas de fluxo de ar de 0,50 vvm (0,005 m3 min'). Os

volumes finais (hp) foram registrados apés 30 s .

2.3 Coeficientes volumétricos de transferéncia de oxigénio (kLa)

Os kLa foram determinados por gaseamento transiente. Todos os experimentos
foram conduzidos com temperatura controlada em banho-maria (25 °C), com pressao
atmosférica ambiente (~1015 hPa). O fluxo de ar comprimido foi mantido em 0,50 vvm.
No inicio de cada analise, nitrogénio era bombeado para o interior do sistema, com o
intuito de remover todo o oxigénio dissolvido. Esgotado todo oxigénio inicia-se o
bombeamento de ar atmosférico em fluxo constante (0,50 vvm) para analisar a
transferéncia de oxigénio para o bulk. O aumento da concetragédo de oxigénio na fase
liquida era medido com oximetro Lutron DO-5509 (Lutron Electron. Enterp. Co. Ltd,
Taiwan) até 95% do seu limite de saturacao (10). As analises foram realizadas em

triplicata. Os kLa foram calculados conforme as equagdes (9):
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—In(1 —E) =kpa(t —ty) eq. 2
Onde t corresponde ao tempo de medida da saturagéo de oxigénio, fo o tempo inicial

e E é a fragao aproximada do equilibrio e pode ser estimada por:

Cc—C
c*—C

eq.3

Sendo C a concentragéo instantédnea de oxigénio dissolvido, Co a concentragao

inicial de oxigénio dissolvido e C* a concentracéo de saturagéo do oxigénio dissolvido.

2.4 Cunninghamella elegans DSM 1908

Foi utilizada a cepa Cunninghamella elegans DSM1908, gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Cormac Declan Murphy, da School of Biomolecular and Biomedical Science,
University College Dublin (Dublin, Irlanda). A cepa foi mantida em Agar Sabouraud

Dextrose (ASD) a 28 °C, com repiques quinzenais.

2.5 Preparo dos inéculos

Placas de Petri (90x15 mm) contendo ASD foram semeadas com C. elegans
DSM1908 e mantidas em estufa a 28 °C para crescimento por um periodo de 5 d.
Toda a biomassa fungica desenvolvida na placa foi transferida para um
homogeneizador de Tenbroek de 40 mL. A biomassa homogeneizada foi diluida em
agua destilada estéril e a concentragao de células foi ajustada para tubo #10 da escala

de McFarland.

2.6 Formacao de biomassa

Os reatores contendo 0,0008 m3 de meio M3 (composigéo : glucose 40 g.L";
K:HPOs 5,55 g.L-'; KH2PO4 1,7 g.L'; NH4Cl 2,1 g.L-'; MgSO4.7H20 0,2 g.L";
FeS04.7H20 0,01 g.L"; CaCl2.2H20 0,03 g.L*") receberam 15 mL de inéculo de C.
elegans DSM1908 e 10 yL de antiespumante a base de emulsdo de silicone (Biotec

Ltda, Cotia). A produgao de biomassa ocorreu a 28 °C e 0,5 vvm de ar, por 72 h. Os
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meios foram filtrados em papel de filtro qualitativo, gramatura 80g/m?, poros de 14um
(J.Prolab, Sdo José dos Pinhais, Pr) e os baffles contendo o biofilme foram removidos
para secagem. Ambos foram secos a 50 °C durante 48 h. Suas massas foram
determinadas por gravimetria. No reator de Coluna de bolhas, a massa seca do
sedimento fungico era aquela retida no papel de filtro. Para o sistema airlift, a massa
corresponde a soma do sedimento fungico no papel de filtro mais a massa do biofilme

aderido no baffle correspondia a biomassa total.

2.7 Biotransformacgao do DCF

Para padronizacao da fase pré-analitica foram adaptados os métodos de Amadio
et al.'®, Emami et al.*® e da Farmacopéia Japonesa**. Emami*® descreve o processo
de extracdo do diclofenaco e metabdlitos de plasma sanguineo, incluindo a
importancia da acidificacdo para a extragdo, além do método cromatografico.
Amadio® realizou a extragdo do DCF em meio de cultura. A Farmacopéia Japonesa**
determinou o melhor método de ressuspensdo do DCF apds purificacdo por

evaporagao.

2.7.1 Preparo da curva padrédo para o diclofenaco de sodio (NaDCF)

Massas de 26,85 mg de NaDCF (Cayman Co, Ann Arbor, MI) (equivalente a 25
mg de DCF) foram transferidas para baldes volumétricos e dissolvidos com q.s.p. 25
mL em metanol:agua (70:30), que gerou uma solugdo de DCF 1 mg.mL-"'. Parte dessa
solucéo foi diluida, de forma seriada para se obter concentragdes de 500, 100, 50, 10,
5e 1 pyg.mL", com as quais foram construidas curvas-padrao de concentragdo de

DCF. (43)
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As diferentes solugdes foram filtradas em membrana de nylon de 0,45 pm (Filtrilo
Ltda, Colombo, Brasil) para frascos ambar de 2 mL com septos de silicone (Analitica

Ltda, Sao Paulo)

2.7.2 Ensaios de biotransformacao do DCF

Os reatores contendo 0,0008 m® (800 mL) de meio M3 receberam 15 mL de
in6culo de C. elegans DSM1908 e 10 uL de antiespumante. Os biofilmes foram
produzidos em 28 °C e 0,5 vvm de ar, por 72 h. O substrato (caldo M3) foi removido e
substituido por solugédo aquosa de DCF 500 ug.mL' ou agua osmosificada (controle
negativo). As incubagdes dos biofilmes com DCF foram conduzidas por 48 h, mantidos

os parametros de temperatura e aeracao anteriores.

2.7.3 Preparo das amostras para HPLC

2.7.3.1 Extracao de diclofenaco e do seu biotransformado da fase liquida

Foram transferidas aliquotas de 2 mL da fase liquida de cada
tratamento/repeticao para tubos conicos contendo 1 mL de HzPO4 1 M e 7 mL de n-
hexano:isopropanol (9:1). A mistura foi agitada em vortex AP56 (Phoenix Luferco Ltda,
Araraquara, Brasil) por 2 min, seguido de sonicagédo a 40 kHz em banho (Odontobras
Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil), por 10 min. A separagao se deu por centrifugagao em
2000 xg, por 3 min (Centrifuga Bio Eng BE-4004). O sobrenadante foi recolhido e a
fase aquosa foi submetida a nova extragdo com 5 mL de n-hexano:isopropanol (9:1).
Esse segundo sobrenadante foi combinado com o da primeira extragdo. Essa mistura
foi evaporada até secura em 45 °C (concentrador de amostras REQUIPAL, Brasil) sob
fluxo de ar comprimido seco de 2 L.min"'. O precipitado seco foi ressuspendido em
2 mL de mistura metanol:agua (70:30). Apés homogeneizagdo em vortex (2 min) e

incubagao em misturador orbital TE420 (Tecnal Ind Ltda, Piracicaba, Brasil) em 25 °C,
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por 24 h, as amostras foram filtradas em membrana de nylon de 0,45 ym para frascos

ambar de 2 mL com septos de silicone.

2.7.3.2 Extragao de DCF e seu biotransformado do biofilme

Os baffles recobertos por biofilme foram removidos dos vasos do reator e
deixados a secar em posicao vertical por 2 h. Toda a massa de biofilme foi removida
com pinga e espatula por raspagem e transferida para tubo de homogeneizador
Sorvall™ Omni-Mixer 160000 NL (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA). Os
biofilmes foram homogeneizados por 2 min em rotagdo média. Massas de 2 g dos
homogenatos foram transferidas para tubos conicos de centrifugacao e a extragao do

DCF e seu biotransformado como descrito no topico anterior.

2.7.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As amostras purificadas foram analisadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Agilent 1220 Infinity LC utilizando uma coluna Hypersil GOLD CN (Thermo
Scientific) (150x4,6 mm; tamanho de particula 3 um). A corrida cromatografica foi
isocratica, com fase movel acetonitrila:agua acidificada (pH 3,5 com H3POa4) (45:55),
gradiente de 2 mL por min, por 6 min. Foi utilizado o detector DAD ajustado a leitura

em comprimento de onda de 276 nm.

2.7.5 Robustez
Para verificacdo da robustez do sistema, repeticbes das corridas

cromatograficas foram realizadas em trés momentos distintos, com intervalos de 8 h.

2.7.6 Determinacgao das concentracdes de DCF e do seu biotransformado nas
extracoes
Para determinar as concentra¢des do DCF foi produzida uma curva padrao de

sete pontos, que resultou na equagao da reta y=40,245x+274,9 com R?=0.9979.
31



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Admitindo que 1 mol de DCF produz 1 mol de biotransformado, a massa
molecular foi considerada 296,148 g/mol para DCF e 3-OH-DCF ou 4-OH-lactum-
DCF. Esta taxa foi usada para calcular a concentracao teérica de biotransformado.
Portanto, a mesma equacéao foi utilizada para calcular as concentracdes reais de DCF

e as concentracoes tedricas de biotransformado (45).

2.8 Determinacgao das viscosidades dos bulks

Foi utilizado um viscosimetro de efluxo tipo Ford de orificio #2 (Tech Vision Ltda),
nivelado e em temperatura ambiente de 25 °C.

Os caldos M3 descartados apos a substituigdo por solugdo de DCF 500 pyg mL-"
foram centrifugados (2000 xg; 2 min) e os sobrenadantes foram homogeneizados em
vortex. O orificio do viscosimetro era fechado com lamina de vidro plana e o copo era
preenchido até transbordamento. O nivelamento das amostras no copo era feito com
placa de vidro plana. A placa de vidro que fechava o orificio do viscosimetro era
removida e as amostras eram escoadas. O tempo de escoamento total era
acompanhado por cronégrafo. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvios-
padrao inferiores a 3%. A conversao de segundos para cSt foi feita através de tabela
padronizada para Copo Ford/ASTM.Os dados foram expressos em m?/s, unidade do
sistema internacional (S.l.) para viscosidade cinematica, sendo que 1 cSt equivale a

1,0.10 m?/s.

2.9 Analise estatistica

Para os parametros hidrodindmicos foi realizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, seguido da verificagdo da homocedasticidade pelo teste de Levene. As
médias foram comparadas pela ANOVA a 3 fatores, seguidas do teste de Tukey,

quando ocorreram diferengas significativas.

32



A média da biomassa foi comparada pelo teste t de student apds determinada
a normalidade e heterogeneidade dos dados pelos métodos de Levene e ANOVA a 3

fatores.
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1 3. RESULTADOS

2 A Tabela 1 traz os parametros de funcionamento dos reatores para diferentes
3 condic¢des de fluido de arraste e tipo de reator. A retengéo global de gas (€c) ndo variou
4 nas comparagdes entre os reatores e nos diferentes fluidos usados para a
5 parametrizagéo (p > 0,05). As velocidades com que os liquidos percorriam as colunas
6 dos reatores (UL) ndo variaram para RLA e RLA-LF (p > 0,05), mas foram menores

7 para RCB (p < 0,05). Comportamento semelhante foi observado no tempo de mistura

8 (tm).
9 Os coeficientes volumétricos de transferéncia de massa de oxigénio (kLa) se
10 ordenaram para agua (OW) como RAL > RCB > RAL-LF; para CMC 0,25% a ordem

11 foi RAL > RCB = RAL-LF; e para e CMC 0,50% a ordem foi RCB > RAL > RAL-LF.

12  Quando foram avaliadas as viscosidades dos fluidos, obtivemos que o kLa para RAL-
13 LF aordem era OW (v=7x108m%s) = CMC 0,25% v =8 x 106 m¥s) < CMC 0,50% (=10 x 10®
14  m%s); para RAL era OW = CMC 0,50% < CMC 0,25%; para RCB era OW = CMC 0,25%
15 < CMC 0,50%.

Tabela 1. Parametros hidrodinamicos e de transferéncia volumétrica de massa para os trés tipos de reator
empregados no estudo, para um fluxo de gas de 0.50 vvm (0.0005 m? min-1)

(Visgfs'i’d’; 4 Reator Us(m s7) &6 (-) UL (ms™) twm (s) k.a (s)
Agua  RALLF 0,414 0489+ 0,010 aA 0171 £0,059 aA 4,27 £ 1,13 bA 0,1739
', . RAL 0,411 0,488 0,009 aA 0,189 + 0,056 aA 3,79 + 0,99 bA 0,2080

(7.0 107 m%s)" pog 0,205 0,481+0,010 aA 0,097 0,040 bB 7,66 + 2,16 aB 0,2024
OMG 0259 RALLF 0414 0,493 £0,000 aA 0,164 £ 0,031 aA 4,20 £ 0,75 bA 0,1454
20 RAL 0,411 0492+0,011aA 0,172+0,029 aA 3,97 0,61 bA 0,1476

(8,0 x 107 m/s) pop 0,205 0,491 + 0,009 aA 0,052 + 0,025 bA 15,87 + 7,37 aA 0,1235
CMG 0.50% RALLF 0414 0,493 £ 0,000 aA 0,146 £ 0,024 aA 4,70 £ 0,84 bA 0,0141
D RAL 0,411 0492+0,010aA 0,160 +0,021 aA 4,26 0,57 bA 0,2091

(10,0 x 107 m*/s) o 0,205 0,491 +0,011 aA 0,046 + 0,021 bA 18,04 + 8,79 aA 0,2235

Letras minusculas distintas indicam diferencas (Tukey test; p < 0,05) entre os diferentes reatores para uma mesma fase liquida. Letras
mailsculas distintas indicam diferengas (Tukey test; p < 0,05) entre fases liquidas em um mesmo reator. * Viscosidade dos meios liquidos.

16 Depois de constituido, esterilizado e inoculado, o meio M3 apresentava aspecto

17  turvo (Figura 4). Contudo, nas primeiras 24 h de incubacéo (inicio da fase de formagao
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de biofilme), a fase liquida deixava de ser turva e se tornava limpida no RAL-LF (Figura

5). Nos outros dois sistemas permanecia turva.

Figura 4: RAL-LF em funcionamento apés inoculagdo do meio M3. Observar a turvagdo do mesmo.
(Fonte: O AUTOR)
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Figura 5: RAL LF apos 72h de mcubagao e 28 °C e aeragao de 0,5 vvm. Observar baffles
completamente revestido pelo biofilme fungico e meio limpido. (Fonte: O AUTOR)

Sobre os baffles dos RAL-LF foi verificada a formagéao de biofilmes de C. elegans
DSM1908. Esses biofilmes possuiam textura macia e com grande retengao de liquido;
nessa condi¢do, os biofilmes permaneciam aderidos, mas eram facilmente removidos
dos baffles com auxilio de espatulas (Figura 6). Em pontos de retengdo nos RAL
também foi verificada a formacdo de biofiime (seta - Figura 7); porém, de facil
destacamento das superficies e que se depositavam no fundo do vaso do reator,
frmando flocs (estrela - Figura 7) passando a ndo mais circular e receber irrigagao
pelo bulk. Nos RCB foi observado que as células planctonicas se agrupavam
formando grumos, denominados flocs, em concordancia com as modernas definigoes
de Moshynets & Spiers?*®. Parte desses flocs se depositava no fundo do reator e parte

permanecia circulante.
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Figura 6: Baffles com biofilme de C. elegans DSM 1908. Em a. baffle submerso em meio M3 no
interior do jarro do reator. Em b. vista lateral do baffle com biofilme apds escorrer excesso do meio
M3. Em c. vista frontal do baffle com biofilme apds escorrer excesso de meio M3. (Fonte: O AUTOR)

A WON -

r

- 3 ~ 3 . . -~ -
5 Figura 7: Padrao de desenvolvimento de biomassa em RAL. Observar que o biofilme formou-se nas
6 bordas do baffle (a), além de significativa formagao de biomassa planctdnica (b), depositada no fundo
7 do jarro. Seta: biofilme; Estrela: flocs. (Fonte: O AUTOR)
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Em termos quantitativos, a obten¢ao de biomassa seguiu a ordem RAL-LF > RAL
= RCB ao término do periodo de 72 h (Tabela 2).

Considerando as caracteristicas da fase soélida dos reatores, verificou-se as
viscosidades finais dos caldos M3 apds 72 h de crescimento fungico. Os resultados
foram 7,0x10%¢ m2/s; 8,0x10° m?/s; e 12,0x10% m?/s, para RAL-LF, RAL e RCB,
respectivamente. A viscosidade da agua utilizada para preparo de todas solugdes e
meios de cultura era de 7,0x10¢ m?/s.

A quantificacdo do produto de biotransformacao foi realizada tanto no bulk
liguido quanto na matriz do biofilme/flocs. Nos frascos controle sem fungo, o
rendimento de extragado do DCF chegou a 96% apresentando cromatogramas de pico

unico em tr 3.682 (Figura 8).
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Figura 8: Cromatograma correspondente ao meio (plancténico) do sistema controle sem fungo com
DCF em RAL-LF. Em 3.682 min temos um pico bem definido correspondente ao DCF nao metabolizado.
Tempo de retengao correspondente ao DCF para curva padréo. (Fonte: O AUTOR)

Na presenca de C. elegans DSM 1908, tanto nos cromatogramas do bulk,
quanto da extragao a partir do biofilme, surgiu um pico em tr 3,058; provavelmente,4-

OH-DCF (47) (Figuras 9 e 10, respectivamente).
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Figura 9: Cromatograma correspondente ao biofilme do sistema tratamento com DCF em RAL-LF. DCF
(tr 3.696 min). Observa-se que em t- 3.058 min surge outro pico, com valor acima de 500 em
abundancia. Sugerimos que se trata de um possivel metabdlito do DCF. (Fonte: O AUTOR).
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Figura 10: Cromatograma correspondente a fase liquida do sistema tratamento com DCF em RAL-LF.
Quando comparado ao biofilme, temos as mesmas moléculas presentes.

Os resultados dos rendimentos das biotransformacgdes (concentragdes de DCF
e de biotransformado) s&o apresentados na tabela 2. Tanto no bulk quanto na
biomassa (biofilme ou flocs), foram encontradas maiores concentracbes de

biotransformado em RAL-LF > RAL > RCB.
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Um outro resultado observado esta relacionado a capacidade de biossorgdo da
biomassa fungica. O DCF n&o biotransformado se acumulou em maiores
concentracdées em RCB > RAL > RAL-LF.

Tabela 2. Dados sobre biotransformagdo de DFC em produto por C. elegans DSM1908 nos trés tipos
de reatores empregados, para um fluxo de gas de 0.50 vvm (0.0005m3 min-') e meio de cultura M3

Fase [DF Cinaiterado] [Biotransformado] Biomassa ] Total de Rendimento

(Mg mL™) (Mg mL™) (9) biotransformado(mg)* (%)
gtb’z& 67730220440 30670412673 2.74+0.25* 119,18 + 74,57 29,79 £ 18,64
Eﬁti'fn_ 35104 + 19949 16501 2 40,30 1445044 69,51£2949 17,38 £7.37
RCBonge 96001120452 084556763 ioysossw  O1T6¥684  1204%171

* Indica diferenca (test t student; p < 0,05); ** ndo ha diferenca significativa. * Total calculado de biotransformado por batelada.
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4. DISCUSSAO

Um sistema hibrido trifasico de RAL-LF pode apresentar algumas vantagens
como (a) favorecimento da obteng&o de biomassa fungica pela maior transferéncia de
massa (nutrientes e oxigénio) e pelo baixo shear stress; (b) elevacdo da taxa de
biotransformacgao pelo incremento da biomassa, da atividade metabdlica e da maior
transferéncia de massa (oxigénio); (c) baixo custo relativo do processo upstream
(produgao) na implantagdo, operagdo e manutencédo; (d) facilitagdo de processos
downstream (purificagdo), pois os bioativos sdo encontrados na fase liquida (bulk) ou
concentrados no biofilme e ndo em células planctdnicas que demandam filtragao ou
centrifugagéao. (11, 20)

Processos de biotransformagdo de xenobidticos para producdo de bioativos
podem ser conduzidos empregando microrganismos. Foi preconizado que biofilmes
de Cunninghamella ssp. sao bons bioconversores (19). No entanto, os estudos (3, 19,
48) se limitaram a prospeccéao de atividade empregando frascos cdnicos com ou sem
suporte (mola metalica) para formacado semi-submersa de biofilme. Parametros
hidrodindmicos e de transferéncia de massa, no entanto, ndo foram contemplados, o
que dificulta qualquer intencao de avaliacao de escalabilidade para plantas industriais.
Nossa proposta de aplicagdo de um reator hibrido apresenta consideravel avanco,
posto que se torna praticavel a verificagdo e padronizagao de tais parametros.

Existe uma busca por maiores rendimentos nos processos de biotransformacao
garantindo viabilidade econémica e obtengdo de novas moléculas para aplicagdes e
para producgdo. Quinn et al.® obtiveram, em processo de bateladas intermitentes com
frascos agitados e biofilme de C. elegans sobre mola metalica, um rendimento de 57
mg.L"" para 4-OH-DCF, em um periodo de 12 dias, equivalente a 42,75% de

rendimento. Dragan et. al.®?, utilizando células plancténicas engenheiradas de
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Schizosaccaromyces pombe, apos 96 h de incubacdo, obtiveram um rendimento de
93 mg.L" para 4-OH-DCF, equivalente a 14,61% do DCF incubado. Osorio-Lozada
et al.*°, utilizando Actinoplanes sp. precisaram de 120 h para total convers&o usando
reator de cartucho de fibra oca (Hollow fiber Cartridge Reactor). No presente estudo,
considerando o consumo de DCF no sistema e a formagao do biotransformado,
podemos inferir um rendimento médio em RAL-LF (0,8 L) apdés 48 h de
biotransformacéo de 148 mg.mL™", equivalente a 37% do DCF incubado. O processo
aqui proposto, comparado aos existentes, sem necessitar alteragbes genéticas nos
microrganismos apresenta resultado compativel.

A transposicao da escala de bancada para a realidade industrial demanda do
entendimento de varidveis que atuam como gargalos para otimizagdo de
bioprocessos, dada sua complexidade ou a baixa quantidade de informacdes acerca
de variaveis especificas (50, 51). E comum que bioprocessos ndo sejam levados a
termo em funcéo de taxas reacionais de transformacao e rendimentos de producao
que figuem abaixo do esperado (50). Segundo Cerri®? o procedimento para ampliagdo
de escala baseia-se em, mantendo-se a semelhanga geométrica na escala maior, e
selecionando um critério (usualmente kia), e apartir dele, encontrar as novas
condicbes de operacdo que reproduziriam as condicdes encontradas em escala
menor. Em termos de escalabilidade, o processo aqui apresentado, ainda que em
etapa laboratorial, se mostra uma tecnologia promissora, pois 0 modelo de biorreator
proposto (RAL-LF) permite uma avaliagdo pormenorizada das variaveis escalonaveis;
destarte, superando gargalos de otimizagdo e de transposicdo de escala em
bioprocessos.

Para se determinar a escalabilidade de um processo € necessario compreender

os padrdes hidrodindmicos do sistema para gerar modelos matematicos de simulagéo
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e predizer os custos e o rendimento da producdo em escala. Definir padrbes
hidrodinAmicos com agua é o primeiro passo, mas como a mesma se comporta como
um fluido newtoniano (a relagao entre a taxa de cisalhamento e a taxa de deformagao
€ linear e constante) é necessario submeter os sistemas a testes com fluidos nao-
newtonianos (relagdo entre a taxa de cisalhamento e a taxa de deformagao nao é
constante a uma dada temperatura e pressao) (53), como solugdes de CMC, que
mimetizam as condi¢cdes de um meio de cultura em uma fermentacao.

Os parametros hidrodindmicos aqui determinados nos permitem prever o ganho
de escala com redugdo de demanda energética. Em virtude das dimensdes do
sistema, a Ug foi mais elevada que aquela preconizada (54); Benthum®°, testando RAL
trifasico de coluna de 6 metros de altura e 0,65m de didmetro trabalhou com U em
0,04 m s portanto, com o aumento do sistema podemos prever uma demanda de
fluxo de ar cerca de 10 vezes inferior aquela empregada em nossos prototipos (0,414
m s™).

Os resultados para a transferéncia de oxigénio apontaram que com o aumento
da viscosidade, o sistema RCB apresenta os melhores kLa, enquanto o RAL-LF tende
ao pior desempenho. Sabe-se que a difusibidade de oxigénio diminui com o aumento
da viscosidade, gerando uma rapida redugdo de kia (54). No entanto, esse
comportamento no sistema RAL-LF é transitério até a formagao do biofilme. Com a
adeséo das células no baffle ha redugéo da viscosidade do meio (v =7,0 x 10® m?/s
igual a viscosidade da agua) e a obliteragdo dos meshs da tela (aproximadamente
apos 48h de incubagao) leva o sistema a comportar-se como RAL, que por sua vez
apresenta bom desempenho quanto ao Kia.

Era esperado que RAL-LF e RAL divergissem quanto aos parametros tm, UL e

€, dada a natureza permeavel da tela mesh #30 empregada na constru¢ao do baffle
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do RAL-LF; contudo, isso n&o foi verificado. Possivelmente, isso de deve a relativa
alta Uc na qual os reatores operaram, 0,414 m s™' (54, 56). O valor de Uc para RCB
era praticamente metade dos demais e isso pode ter interferido negativamente em
seu desempenho para os parametros tm, UL e kLa, mas n&o para €, uma vez que esse
ultimo é determinado pela localizagdo do aspersor e tamanho médio das bolhas (57,
58).

Apesar do RAL-LF possuir baffle reticulado que permite uma fragmentagao das
bolhas, o que contribui para a maior dissolugdo do oxigénio no bulk (59), sobretudo
quando uma alta velocidade de gas (Uc) € empregada (23, 27), o resultado de KLa
nao correspondeu inicialmente a tal expectativa. Isso pode ter alguma importancia nas
primeiras horas da batelada, quando o baffle ndo estava recoberto por biofilme;
porem, apos a formacao de biofilme ocorria a obliteragdo da malha e provavelmente
o reator passava a operar como um RAL convencional.

A dissolugcdo de oxigénio em RCBs ocorre em fungdo da friccdo gerada na
interface das bolhas com o liquido, sobretudo na regido anular proxima das paredes
do vaso (61). Como a secgdo transversa do vaso do RCB tinha o dobro de area do
RLA-LF e do RAL, a dissolugdo do oxigénio foi menor e os valores de kia se
mostraram reduzidos em baixas viscosidades. J& com CMC 0,50% (v = 10,0x10
m?/s), o efeito de arraste gerado pode prolongar o contato da bolha com o meio, fato
que justificaria a melhora no Kia (53).

Caracteristicas de molhabilidade (62) e da malha de ago inoxidavel contribuiram
para a adesdo/retencado do fungo no suporte reticulado. Os fragmentos de hifa do
in6culo ficaram retidos mecanicamente na tela e a partir dai se deu a formacgao do

biofilme (63).
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Durante o crescimento do biofilme, a tela atuava como ponto de ancoragem, que,
sob condigdes de baixo shear stress, tipicas de reatores airlift (31), garantia que o
mesmo nao se desprendesse facilmente e viesse a dificultar a circulagao de nutrientes
e de oxigénio dissolvido.

Em termos de producdo de biomassa, o RAL-LF apresenta algumas
caracteristicas vantajosas. Em crescimento planctdnico, sua recuperagao se da por
sedimentacao e/ou filtracdo, no entanto, a maior biomassa encontra-s eno biofilme,
facilmente recuperavel no baffle. O RAL-LF permite escoamento do meio sem riscos
de perda significativa de biomassa.

Existe um interesse de incremento na obtengao de biomassa de C. elegans para
aplicacao distinta daquela aqui apresentada (65) (processos de biossorc¢éao purificagéo
de aguas residuais de empresas téxteis ou para producgao de biofiltros), em termos de
bioprocesso a ser adotado e de reducéo de tempo de formacgao de biofilmes e custos
operacionais (35). Nesse aspecto, a inovagéo aqui apresentada pode contribuir, pois
permite a obtencdo de quantidade consideravel de biomassa, que é facilmente
recuperavel.

Neste estudo, a opgéo pelo emprego de C. elegans e de DCF se deu em fungéo
do processo de biotransformacéo envolvendo ambos ser bem conhecido (3, 19, 29,
47, 66, 67). A utilizacado de biofilmes desse fungo para biotransformagao tendo em
vista a obtenc¢do de novas moléculas terapéuticas ndo € um fato inédito (19); contudo,
de nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avaliou tal potencial em
biorreator, com possibilidade de escalonamento para a realidade industrial.

A expressao de diferentes subtipos de enzimas do complexo citocromo P450
oxidase (CYP) faz das Cunninghamella spp. 6timos organismos biotransformadores

(29). O 4’-OH-DCF é o principal metabolito ativo do DCF pds biotransformagao pela
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CYP 2C9 e suprime a producgao de prostaglandina E2 por bloqueio da atividade da
ciclooxigenase-2, demonstrando propriedade anti-inflamatéria. Embora n&do tenha
sido possivel identificar o 4’-OH-DCF, o fato do surgimento de um pico de
biotransformado com menor tempo de retencédo (tr 3,058) caracteriza ganho de
polaridade do DCF que pode ser em virtude de hidroxilagdo do mesmo (68).

Através das analises dos cromatogramas foi possivel avaliar a eficiéncia
biotransformadora dos diferentes reatores. Conforme observado na Tabela 2, o RAL-
LF apresentou maior rendimento de formagédo de biotransformado(29,79+18,64 %),
seguido por RAL e RCB (17,38+7,37 e 12,94+1,71%, respectivamente) . Tal resultado
esta relacionado ndo apenas a proporgao de biomassa formada, mas também da
disponibilidade de oxigénio para as células nos diferentes sistemas. Como as células
no RAL-LF se distribuem homogeneamente sobre o baffle reticulado, elas recebem
mais oxigénio dissolvido, que otimiza a biotransformacéo.

Outra caracteristica positiva advinda da imobilizagdo de células envolve a ndo
necessidade de manipulacdo genética de cepas (32), e de centrifugagbes para
separagao de biomassa e bulk, uma vez que os metabdlitos/biotransformado tendem
a se difundir para o sobrenadante (3).

Merece destaque o fato de que o RCB, apesar de ser o sistema com a menor
capacidade biotransformadora, €é aquele que apresenta maior capacidade
biossorptiva. No RCB, as células formavam flocs esféricos que, desde o inicio de sua
formagao circulavam juntamente das moléculas de interesse. Isso pode permitir a
captura das moléculas, que ficaram internalizadas na matriz dos flocs. Como o RCB
nao tem a mesma capacidade de transferéncia de oxigénio que os reatores, houve

maior retengcdo de DCF n&o convertido. Embora o RCB n&o seja o mais indicado para
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processos de biotransformacdo, parece ser um recurso util para remocao de
moléculas em sistemas hidricos (35, 65).

Embora aqui somente se tenha utilizado uma cepa de uma unica espécie, €
provavel que outras espécies fungicas apresentem caracteristicas semelhantes e

bioprocessos envolvendo biofilmes possam ser beneficiados por esse recurso.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Em suma, o reator hibrido airlift-leito fixo aqui proposto apresentou melhor
desempenho hidrodinamico, de transferéncia de massa e de obtengao de biomassa,
permite operar um sistema trifasico no qual reagbes de biotransformagao fungica

podem ocorrer, com possibilidade de se escalar para a realidade do setor produtivo.
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1 ANEXOS

2 ANEXO 1: RAL montado com seus componentes principais.

3 Na imagem acima temos em paralelo ao sistema o distribuidor de ar, que no
4 modelo apresentado e utilizado, permite o funcionamento de 10 RAL ao mesmo

5 tempo.
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ANEXO 2: Detalhe da porg¢ao superior do RAL.

Para garantir adequada vedacao, foram desenvolvidas presilhas de nylon com
parafusos de inox AlISI 304. A tubulagao de inox para aeragao nao esta conectada na
ilustragcao ao compressor de ar.

A longa chaminé foi assim desenvolvida em virtude da formacdo de bolhas
durante o processo de aeragdo. Em sistemas previamente testados com chaminés
mais curtas ocorreu acumulo de meio na seringa no topo da chaminé utilizada como

respiro.
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ANEXO 3: Detalhe do fundo do jarro com o baffle e sistema de aeragdo com
aspersor.

Na imagem acima é possivel observar que o baffle divide o fundo do jarro em
duas regides. O lado em que se encontra a tubulagdo de aeragdo com o aspersor
corresponde ao riser. A liberagao das bolhas de ar geram movimentagdo do meio de
cultura, que retorna ao fundo do vaso pelo outro lado (downcomer). Com o
preenchimento de liquido, na porgéo superior do jarro permanece uma area livre sem

meio, 0 headspace.

57



1 ANEXO 4: Graficos utilizados para determinagao do ki.a.

2  Gréfico 1: Parametros para determinacao do coeficiente de transferéncia volumétrico
3 de oxigénio em agua osmosificada
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4  Grafico 2: Parametros para determinacao do coeficiente de transferéncia volumétrico
5 de oxigénio em CMC 0,25%
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1  Grafico 3: Parametros para determinacao do coeficiente de transferéncia volumétrico
2  de oxigénio CMC 0,5%
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