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1. INTRODUCAO

Cerca de 90% dos estudos envolvendo bioprocessos comegcam com a
utilizacdo de cultivos agitados em torno de 0,5-5,0L, tendo em vista ser um
método barato e rapido de pesquisa (BUCHS, 2001). Os agitadores orbitais —
conhecidos como shakers - sdo equipamentos usuais de qualquer laboratério que
lida com microbiologia. Sdo usados para bioprospeccao de microorganismos de
interesse biotecnolégico e na otimizacdo do processo de fermentacdo (FREYER,;
KONIG; KUNKEL, 2004). Shakers efetuam apenas dois controles da fermentacao:
temperatura e agitacdo. A temperatura Otima de crescimento é importante para
reduzir o tempo de duplicagdo (WANG; LEVIN, 2010) e maximar as atividades
enzimaticas. A agitacdo € importante para homogeneizar o meio de cultura,
auxiliar na dispersdo das bolhas de ar e manter as células em suspenséo, dessa
forma auxiliando na transferéncia de massa e de energia para 0 sistema
fermentativo (POLIDORO, 2014).

Para o cultivo de microrganismos ressalta-se também a importancia da
determinacdo de outros parametros quimicos como oxigénio dissolvido (OD,
mg/L) e o potencial hidrogeniénico (pH, -logio[H*]). O oxigénio é um elemento
quimico chave no metabolismo microbiano estando relacionado a sintese de ATP
(trifosfato de adenosina) que esta envolvida no crescimento microbiano. Ja o pH é
necessario seu controle, posto que no metabolismo celular ocorre a sintese de
compostos quimicos com carater acido ou basico que modificam a caracteristica
quimica do meio de cultivo tornando esse improprio a sobrevivéncia microbiana.
Logo, é importante ter o conhecimento da curva de crescimento de determinado
microrganismo; sua sensibilidade a falta de oxigénio; sensibilidade a mudancas
de pH e reagentes que limitam seu crescimento, porque sdo decisivos para se
obter respostas reais sobre produtividade, crescimento e qualidade do bioproduto
obtido (LIMA et al., 2001).

Ao desenvolver um processo que utiliza microrganismos ndo & possivel
testar todas as estirpes sob todas as condi¢cdes possiveis, deste modo é
necessario trabalhar com volumes menores, antes de proceder-se com o scale-up
a nivel industrial. Para isso, é necessario que os dados obtidos em shakers
possam reproduzir as condi¢cdes industriais, pelo menos para 0s quesitos
identificados como os mais importantes (FADHEL; CHAABANE, 2013).

O monitoramento e controle de pH e OD ainda permanecem como
sistemas caros entre 0s equipamentos comerciais disponiveis, como exemplo os
sistemas de monitoramento Sensolux (Sartorius), Shake Flask Reader (PreSens) ,
Dasgip (Eppendorf), RAMOS (Kuhner), entre outros. Varias diferencas podem ser
observadas entre os produtos disponiveis no mercado com o trabalho aqui
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discorrido (Tabela 1). Alem dos quesitos mencionados na tabela, a tecnologia de
referéncia apresenta outra limitagcdo pontual e clara para o Brasil: falta de mé&o de
obra técnica para manutencéao.

Tabela 1. Comparacao entre as tecnologias.

Tecnologia de referéncia Tecnologia proposta
Alto custo (aquisi¢&o) v’ Baixo
v’ Baixo

Alto custo (manutencgao)

Venda combinada (Shaker + v' Somente o sistema de
Sistema de controle) controle

Restrita & modelos especificos v Ajustavel a qualquer
de shakers modelo

Agitacdo com impelidores v Agitacéo orbital

v' Mdltiplos testes Um por vez

O objetivo desse projeto € construir um equipamento para monitoramento
de pH e oxigénio dissolvido para processos microbiélogicos sob agitacdo em
escala de bancada.

2. METODOLOGIAS

2.1 CONSTRUCAO

Foram adquiridos os materiais basicos, por exemplo, caixa de madeira e fios
(jumpers), e 0s sensores necessarios para a construcdo do equipamento. O
codigo da sonda de oxigénio dissolvido foi obtido do préprio fabricante e o do
pHmetro foi extraido de um site (www.github.com).

2.2 CALIBRACAO

Para avaliar a precisdo das medidas realizadas com as sondas, dois
experimentos foram realizados separadamente. Primeiramente, dispunha-se de
uma solucdo comercial de 0,0% (mg/L) de oxigénio dissolvido para avaliar a
precisdo da medicdo. De acordo com o fabricante da sonda de oxigénio (Atlas
Scientific) essa solu¢do s6 deve ser utilizada para calibrar quando se exige uma
precisdo na segunda casa decimal. Foram realizadas 5 medi¢cdes com essa
mesma solugéo a fim de verificar sua precisdo. Para realizar a calibracdo do
pHmetro, utilizou-se os tampdes de pH 7,00 e pH 4,00 para obter o valor de
leitura analégica (0 a 1024) de cada um. Entdo, com o auxilio do Excel, foi criada
uma funcgao linear entre os dois valores obtidos. Como observado por CHENG e
ZHU (2005), a relagéo da leitura entre esses valores de pH se aproxima de uma
funcao linear quando utilizando pHmetros com eletrodo de vidro.

2.3 PRECISAO
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Apbs, o phmetro ter sido devidamente calibrado com as solu¢des de pH 7,00
e pH 4,00, avaliaram-se 10 medidas sucessivas durante dois ou trés minutos a
temperatura ambiente, intercaladas com a limpeza em agua destilada e secagem
com lencgo de papel seco (PEREIRA, 2016).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CALIBRACAO
A curva para calibracdo do phmetro (Figura 1) obtida foi utilizada na

avaliacdo da precisdo do mesmo. Para a sonda de oxigénio isto nado foi
necessario pois o proprio equipamento faz a calibracdo através de um comando.
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Figura 1. Curva de calibracdo do phmetro.
3.2 PRECISAO

Na avaliagéo da precisdo dos instrumentos, a sonda de oxigénio dissolvido
aferiu 0 mesmo valor de 0,00 mg/L em todas as cinco respeti¢cdes. J& a sonda de
pH apresentou uma pequena variacdo maxima (ApH méax.) (Figura 2). Com o
tempo de 2 minutos para estabilizacdo, com ApH méax. de 0,09, enquanto que
com 3 minutos um ApH max. de 0,06, mostrando-se um tempo mais adequado.
Esse resultado estd de acordo com o encontrado por PEREIRA (2016) que
apresentou um ApH max. de 0,045.
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Figura 2. Estabilizacdo da leitura de pH em tampé&o de referéncia pH 4,00.
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A variacdo encontrada neste trabalho foi maior, no entanto, isso pode ter
sido causado pelo fato de ndo possuir uma calibragcdo automatica de temperatura,
como encontrada no trabalho citado. Como ressaltado por PINTO (2010) a
temperatura afeta a leitura de pH, por exemplo, a 25 °C a diferenca de potencial
do sensor € em torno de 59,16 mV para cada unidade de pH, contudo, a 0 °C
essa diferenca passa para 54,20 mV e a 60 °C para 66,10 mV. Em virtude de que
todo o equipamento ira funcionar em temperaturas constantes, indica-se que a
calibracdo com os tamp®es seja feita ha mesma temperatura que se procedera
com a fermentacdo do microrganismo.

4. CONCLUSOES

Portanto, pode-se concluir que o equipamento desenvolvido por esse
projeto permite a implementagdo do monitoramento automatizado de pH e OD, os
quais somente sdo possiveis em bioreatoresde bancada ou em shaker com alto
custo.
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