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RESUMO

Tendo em vista a atual crise energética e anseios por novas tecnologias de producéo de
biocombustiveis de forma sustentavel, estudos de eficiéncia de producéo de biocatalisadores
tém se mostrado mais frequentes. Biocatalisadores como lipases, usadas na producdo de
biodiesel, ttm alta eficiéncia de conversdo, pouca formacdo de subprodutos, operacdo em
condi¢Ges mais amenas e podem ser produzidos de forma sustentavel. A producdo de lipases
no cultivo em estado sélido é bem estudada por apresentar vantagens econémicas em
aplicacdes industriais, como tratamento de efluentes e producdo de biodiesel. O bagaco de
malte é o principal subproduto da industria de cervejaria, que representa cerca de 85 % do
total de residuos neste setor industrial, tendo excelentes perspectivas para 0s processos de
biorrefinaria por seu baixo custo e presenca de agUcares fermentesciveis. O objetivo deste
trabalho foi avaliar condicGes ideais de producdo de lipase por Aspergillus brasiliensis
cultivado em estado sélido sobre bagago de malte usando planejamento experimental e, apds,
realizar cultivos em biorreator cilindrico com passagem forcada de ar e biorreator de tambor
agitado em escala piloto com condi¢Ges otimizadas para avaliar melhores cenarios de
producdo de lipase para aplicacdes industriais. A producdo de lipase por cultivo em estado
solido foi otimizada usando anélise do Delineamento Composto Central, metodologia de
superficie de resposta e validada, com parametros 6timos obtidos de pH de 7,71, 11,34 % de
6leo de soja a 32,74 °C, apresentando atividade maxima, em 96 h, para esse cultivo de 8,17
U.g™. As condigdes 6timas obtidas na anélise estatistica foram utilizadas para produzir lipase
em diferentes tipos de biorreatores de estado sélido, obtendo resultados de producdo maiores
em biorreator com leito fixo e aeracdo forcada, com 9,83 U.g™ de atividade de lipase. Além
disso, foi utilizado o bagaco de malte fermentado liofilizado, chamado de Preparado
Enzimatico Sélido (PES), para avaliar a atividade da lipase e a conversdao da reacdo de
transesterificacdo. Resultados obtidos de atividade de lipase no fermentado sélidofoi de 7,35
U.g™ de substrato, e obteve-se 2,15 % de conversdo da transesterificacdo em 18 h de reacéo.
Apesar de ser relativamente baixo o valor de converséo de ésteres etilicos, como a reagdo ndo
foi otimizada, mais experimentos seriam necessarios para avaliar a possibilidade de uso deste
bagaco fermentado para producgédo de biodiesel. Apesar disso, valores de atividade de lipase no
preparado enzimatico foram relativamente parecidos com os valores encontrados nos extratos
dos cultivos em bancada, mostrando ser possivel o uso para finalidades como tratamento de

efluentes oleosos ou biorremediacéo.



Palavras-chave: Lipase, Cultivo Estado Solido, Bagaco de Malte, Preparado
Enzimatico Solido.
ABSTRACT
In view of current energy crisis, desire for new sustainable technologies for production
of biofuels, biocatalysts efficiency studies appears more frequent. Biocatalysts such as lipases,
used in production of biodiesel, have high conversion efficiency, less by-product formation,
operation under milder conditions and can be produced in a sustainable way. The production
of lipases in solid state cultivation is well studied because it presents economic advantages in
industrial applications such as effluent treatment and biodiesel production. Malt bagasse is the
main by-product of brewery industry, which accounts for about 85 % of total waste in this
industrial sector, and has excellent prospects for biorefinery processes due to its low cost and
presence of fermentable sugars. The objective of this work was to evaluate optimal conditions
of lipase production by Aspergillus brasiliensis, grown in solid state cultivation of malt
bagasse, using experimental design and, afterwards, perform cultivation in cylindrical
bioreactor with forced aeration and pilot scale agitated drum bioreactor under optimal
conditions to evaluate better scenarios of lipase production for industrial applications. The
production of lipase in the solid state culture was optimized using Central Composite Design
analysis and validated, with optimum parameters obtained as pH 7.71, 11.34 % of soybean oil
at temperature of 32.74 °C, presenting maximum lipase activity at 96 h, with 8,17 U.g™. In
addition, the optimal conditions obtained in the statistical analysis were used to produce lipase
in different types of solid state bioreactors, obtaining higher production results in bioreactor
with fixed bed and forced aeration, with 9.83 U.g™" of lipase activity. Finaly, a Solid
Enzymatic Preparation (SEP) was used to evaluate lipase activity and conversion of
transesterification reaction. Results obtained for lipase activity of the fermented solid was
7.35 U.g?, and 2.15% transesterification conversion was achieved in 18 h of reaction.
Although conversion value of ethyl esters was relatively low, but as the reaction was not
optimized, more experiments would be necessary to evaluate the possibility of using this
fermented solid for biodiesel production. Nevertheless, values of lipase activity in the
enximatic preparation were relatively similar with results found in the extracts of the bench
scale cultures, showing that it is possible to use them for purposes such as treatment of oily
effluents or bioremediation.

Keywords: Lipase, Solid State Cultivation, Malt Bagasse, Solid Enzymatic.
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Capitulo 1 — Introducao

As lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrolise
de triglicerideos, produzindo é&cidos graxos livres e glicerol. Eles também catalisam a
hidrolise, esterificacdo e transesterificacdo de acidos graxos. Devido a caracteristicas da lipase
como sua versatilidade, seletividade, condicbes de reacdo moderadas e susceptibilidade a
imobilizagdo, essas enzimas sdo extremamente interessantes do ponto de vista comercial.
Atualmente, lipases sdo usadas em varios processos industriais, como a producdo de
alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos, detergentes e biocombustiveis entre outros
usos (CHOUDHURY; BHUNIA, 2015; GUPTA, 1993; TREICHEL et al., 2010).

O mercado mundial de enzimas em 2014 atingiu 4,2 bilhGes de dolares, e devera
crescer, com taxa de crescimento anual composto de 7 %, entre 2015-2020. Com essa
projecdo, espera-se que o mercado de lipases atinja 590,5 milhdes de dolares em 2020.
Durante a Gltima década, as lipases foram estudadas como biocatalisadores para a producgéo
de biodiesel. Isto é devido a algumas vantagens de usar lipases para a producao de biodiesel,
tais como: uso de Oleos &cidos sem reducdo de produtividade, geracdo de glicerol puro,
producdo de biodiesel de melhor qualidade como resultado da baixa producédo de subprodutos,
possibilidade de uso etanol 95 % (v/v), condi¢Bes de reagdo mais suave e sem a necessidade
de neutralizar o produto (CHAUHAN; YENNAMALLI; GARLAPATI, 2016; DE CASTRO;
DE CASTRO, 2012).

Atualmente, as lipases sdo produzidas a partir do cultivo de microrganismos, devido a
alta produtividade atribuidas aos bioprocessos, tanto em cultivos submersos quanto cultivos
em estado sélido (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). No entanto, o Cultivo em Estado
Sélido (CES) é enfatizado devido a algumas caracteristicas importantes como a possibilidade
de usar residuos agroindustriais, o processo ser realizado em auséncia de agua livre e por
apresentar efeito tamponante, entre outros, reduzindo o custo da producdo de enzimas
(EDWINOLIVER et al., 2010; PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2009). Estas vantagens
sdo exploradas por completo quando o CES é realizado com fungo filamentoso, baseado na
alta capacidade desses microrganismos de colonizar o substrato e produzir enzimas liticas
(PANDEY, 2003; THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

O bagago de malte, também conhecido como grdo gasto de malte, € um residuo
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agroindustrial e € o maior subproduto da industria de fabricacdo de cerveja, representando
cerca de 85 % do total de residuos gerados. Estima-se que, para cada hectolitro de cerveja
produzida, geram-se 20 kg de malte (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006;
THIAGO; PEDRO; ELIANA, 2014). Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor de
cerveja do mundo, atrds da China e dos EUA, com uma estimativa de 140 milhdes de
hectolitros produzidos em 2016, o que representa um potencial de 2,8 milhdes de toneladas de
bagaco de malte disponiveis para uso em processos de biorrefinaria por ano. Esta biomassa
esta disponivel a baixo custo ou mesmo sem custo ao longo do ano (MARCUSSO; MULLER,
2012; MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006).

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar as condi¢des otimizadas para a produgéo
de lipases no cultivo de estado solido de Aspergillus brasiliensis em bagaco de malte,
agregando valor a este residuo agroindustrial e testando producdo em escala aumentada das
condicBes otimizadas. Ao final, o Preparado Enzimético Sélido (PES) foi testado como
biocatalisador em uma reacdo enzimatica de transesterificacdo de 6leo de soja, como estudo
preliminar de aplicacdo do produto.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v’ Caracterizar o residuo de bagaco de malte.

v’ Estabelecer as condicfes 6timas do CES em relacdo ao pH, percentual de 6leo
de soja e temperatura através de um planejamento experimental.

v" Avaliar a producdo de lipase em reator de leito fixo com aeracdo forcada
usando as condicdes otimizadas obtidas da analise do planejamento
experimental.

v Avaliar a producéo de lipase em biorreator de tambor agitado em escala piloto
nas mesmas condic¢des Otimas estabelecidas na analise estatistica.

v/ Obter um Preparado Enzimatico Sélido, e avaliar sua aplicacdo como
biocatalisador em reacdo enzimatica de transesterificacdo e reacdo de hidrélise
de acidos graxos.
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Capitulo 2 - Reviséo Bibliografica

2.1 LIPASES

Estas enzimas catalisam a reacdo de hidrélise de triglicerideos, produzindo acidos
graxos livres e glicerol, assim como reac@es de sintese como esterificacdo e transesterificagéo.
Lipases sdo consideradas parte de um grupo extremamente importante, atuando em uma vasta
gama de processos industriais, pois podem funcionar em meio aquoso e nao aquoso. Uma das
particularidades da lipase é que a reacéo que € catalisada ocorre na interface agua-lipidio, ndo
seguindo uma cinética convencional de Michaelis-Menten (GUNCHEVA; ZHIRYAKOVA,
2011). Lipases possuem um enorme potencial biotecnol6gico devido as suas caracteristicas:
ndo requerem co-fatores para reacdo, estabilidade em solventes organicos, alta enantio-
seletividade e possuem alta estabilidade em temperaturas e pH extremos (GOPINATH et al.,
2013; TREICHEL et al., 2010).

As lipases sdo amplamente encontradas na natureza, sendo produzidas por uma
variedade grande de organismos unicelulares e multicelulares, como bactérias, fungos,
leveduras, plantas e animais. Entre essas fontes, 0os microrganismos se encontram como
preferidos para producdo por ser facil, seguro, por sua producdo estdvel em bioprocessos,
possibilidade de uso de técnicas de manipulacdo genética e uso de meios de cultivo baratos
para producdo. Diversos microrganismos ja foram estudados quanto a sua producéo de lipase,
podendo citar como melhores produtores os microrganismos do género Candida, Rhizopus e
Pseudomonas, que sdo usados para producdo industrial (HASAN et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2011; SINGH et al., 2014).

Os microrganismos podem produzir lipases de forma intracelular e extracelular, de
modo que, industrialmente a melhor opcdo € a producdo de lipases extracelulares por
apresentar processo de purificacdo mais simplificado, diminuindo custo operacional. No caso
de lipases extracelulares, a enzima é recuperada a partir do caldo ou extrato do cultivo do
microrganismo e em seguida passa por uma etapa de purificacdo. Todas lipases comerciais
sdo extracelulares, onde as mais utilizadas sdo: Novozyme 435, Lipozyme RMIM e Lipozyme
TL IM. Essas enzimas podem ser produzidas por microrganismos através de CES e CSm,
sendo que nos ultimos anos tém se intensificado estudos de producdo de lipase por CES pelas
vantagens oferecidas pela técnica como: baixo custo operacional, baixo custo de substrato,

menor quantidade de residuos e menor susceptibilidade a contaminacdo. Como a lipase
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comercial ainda possui custo elevado para uso na industria, a producdo de baixo custo
oferecido por CES pode ser uma alternativa para tornar a lipase economicamente mais viavel
para processos industriais (DUTRA; TERZI, 2008; RIBEIRO et al., 2011; ROBLES-
MEDINA, A, GONZALEZ-MORENO, P.A., ESTEBAN-CERDAN, L., MOLINA-GRIMA,
2009; SOCCOL et al., 2017).

De acordo com a “Grand View Research Inc.”, em 2015 o tamanho do mercado global
de enzimas foi de 8,18 bilhdes de doblares, e é esperado que cresca até 17,50 bilhdes de dolares
até 2024 (RESEARCH, 2016). Este crescimento é esperado principalmente por causa da
crescente aplicacdo de enzimas em diversas aplicagcbes como: detergentes, bebidas, alimentos
e farmacos. Seguindo a tendéncia mundial, € esperado um crescimento no mercado de lipases,
visto que a aplicacdo desta enzima em produtos tem aumentado nos Gltimos anos, seu custo de
producdo tem se reduzido e novas tecnologias estdo surgindo para melhorar indices de
produtividade. As lipases, atualmente estdo sendo empregadas em diversos setores industriais
como: Industria de alimentos (laticinios, queijos, carnes, peixes e bebidas), industria de
detergente (detergentes com enzimas sao mais eficientes e menos poluentes, fazendo produtos
de melhor qualidade), industria de biocombustiveis (principalmente a producéo de biodiesel,
que pode ser catalisado pelas lipases, sendo mais eficiente que a maioria dos catalisadores
quimicos) e industria de papel (0 uso de lipases melhora a qualidade do processo e reduz
custos de processamento) (DAIHA; ANGELI; OLIVEIRA, 2015; GURUNG et al., 2013;
MENONCIN et al., 2010; RESEARCH, 2016; TREICHEL et al., 2010).

2.1.1 Producéo de lipases por fungo Aspergillus

A producdo de lipases através de CES e CSm de fungos do género Aspergillus é
amplamente reconhecido, com A. niger entre os produtores de lipases mais conhecido
(FALONY et al., 2006). A maior parte dos trabalhos foca em producdo de lipases
extracelulares e, analisando essas pesquisas, notam-se Otimos resultados de producdo de
lipases através do cultivo de diferentes linhagens de A. niger em CES, ja que o tipo de
processo apresenta certas caracteristicas que o fungo consegue aproveitar como auséncia de
agua livre e meio de cultivo simples (residuos de biomassa) (MAHADIK et al., 2002). O uso
de CES também pode apresentar mudancas interessantes na estrutura da lipase produzida,
onde relatos mostram que a lipase produzida por Aspergillus niger em CES apresentou

melhores valores de estabilidade térmica, chegando a 69%, comparado com producgédo de
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lipase em CSm (57%), testado em 60 °C (KAMINI; MALA; PUVANAKRISHNAN, 1998).
S8o notdveis as caracteristicas das lipases dos fungos do género Aspergillus, como
estabilidade e tolerancia a faixas amplas de pH e temperatura, que fazem desses
microrganismos potenciais produtores modelos de lipases, onde trabalhos de otimizacdo de

producdo de lipases sdo essenciais para tal finalidade (KAUSHIK et al., 2006).

2.1.2 Caracteristicas da lipase

A maioria das lipases tem quase a mesma estrutura tridimensional caracterizada como
dobradura de a/B-hidrolase que contém uma particularidade em seu mecanismo de acdo: a
existéncia de uma cadeia de polipeptidio, conhecida como tampa. Esta peculiaridade €
considerada o principal determinante molecular da atividade e seletividade da lipase. A tampa
cobre o sitio ativo da lipase em ambiente aquoso, consequentemente, a enzima possui baixa
atividade lipolitica em sua conformacdo fechada. A ativacdo ocorre quando a lipase se
adsorve em uma interfase lipidica, favorecendo o deslocamento da tampa, tornando o sitio
ativo livre e acessivel aos seus substratos, promovendo o que é chamado de ativacdo
interfacial. Existem algumas lipases que ndo apresentam ativagao interfacial significativa, séo
lipases que tem alteragcbes conformacionais de forma aberta a fechada com aumento de
temperatura (BROCCA et al., 2003; GANJALIKHANY et al., 2012).

Dentre as diversas reacOes catalisadas pelas lipases, as reacdes de transesterificacdo, ou
sintese de biodiesel, estdo entre as mais interessantes do ponto de vista comercial. Dentre as
diversas vantagens no uso desta enzima para producdo de biodiesel, as principais s&o:
especificidade pelo substrato, condi¢cGes brandas de operacdo, ndo necessitam co-fatores,
geracdo de sub-produtos é reduzida, glicerol produzido é mais puro, sdo estaveis em solventes
organicos e permitem uso de matérias primas mais baratas. Apesar das qualidades a producao
de biodiesel por lipases ainda apresenta algumas desvantagens como o alto custo deste
biocatalisador e sua inativacdo quando sujeito a condi¢cBes mais severas de operacao
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

2.1.3 Preparado enzimatico sélido
Lipases comerciais, apesar de possuirem alta eficiéncia catalitica, apresentam alto custo,
tornando alguns processos comercialmente invidveis. Lipases imobilizadas, apesar de
apresentarem algumas vantagens sobre lipases livres, ainda apresentam alto custo de

producdo. Uma alternativa de baixo custo é o uso de Preparado Enzimatico Sélido (PES) para

16



reagdes cataliticas. O PES, ou também conhecido como soélido fermentado, é feito através de
CES ou CSm de algum microrganismo e posterior tratamento do cultivo, para retirar a
umidade, de forma a gerar um solido, ou semi-solido, com atividade enzimatica. Esta
tecnologia é um produto biotecnoldgico ja aplicado em alguns casos como tratamento de
efluentes e produto que tem sido relatado como sendo simples e facil, com bons resultados,
baixo custo de producdo com atividade enzimatica, em que um meio de cultivo é usado para
fins cataliticos. Este bioproduto ja vém sendo testado para reacdes de conversao de biodiesel,
obtendo, em alguns casos, resultados de conversdao maiores que algumas enzimas comerciais.
O substrato usado para o CES nestes casos pode ser um residuo agro-industrial, reduzindo
ainda mais o custo de producdo de enzimas e aumentando o potencial da técnica para
processos industriais (ROSA et al.,, 2006; TAN et al., 2010). A Tabela 1 apresenta o

microrganismos, substratos e uso de alguns PES ja reportados naliteratura.

Tabela 1 — Relatos de uso de PES para fins industriais.

Microrganismo Substrato Uso Resultados Referéncia
Burkholderia  Cana-de-aglcar  Producdo de 95 % de (SALUM etal.,
cepacia e semente de biodiesel converséo de 2010)
girassol biodiesel em 46h
Burkholderia  Cana-de-agclcar  Producdo de 92 % de (SOARES et al.,
cepacia e semente de biodiesel converséo de 2013)
girassol biodiesel em 31h
Rhizomucor Babassu Producéo de 91 % de (AGUIEIRAS et
miehei biodiesel conversdo de al., 2014)

biodiesel em 8 h

Penicillium Babassu Tratamento de Efluente em (ROSA et al.,
restrictum efluente condicdes de 2006)
descarte
Rhizopus Cana-de-acucar  Producéo de 91 % de (ZAGO et al.,
microsporus e semente de biodiesel conversao de 2014)
girassol biodiesel em 48h

Como observado na tabela acima e conforme apresentado pela literatura, o PES
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apresenta uma proposta de baixo custo para um atual problema do uso industrial de lipases: o
alto custo de imobilizagdo de enzimas. As lipases sdo extremamente versateis para
imobilizacdo em suportes, sendo que varias técnicas podem ser usadas como: adsorcao,
ligacdo covalente em suporte, cross-linking e encapsulamento. Apesar disso, essas técnicas
normalmente envolvem o custo de purificacdo da lipase e produgéo/obtencéo do suporte. Por
isso, evidencia-se 0 uso de PES como solugdo para ambos problemas, onde o proprio solido
cultivado pode ser usado para reter as lipases, fazendo com que o sélido apresente atividade
lipolitica e possibilidade de reuso do biocatalisador (TAN et al., 2010). Alguns autores ja
reportaram reciclos de até 8 vezes com relativamente alta atividade comparado com primeiro
uso, perdendo apenas cerca de 30 % de atividade (AGUIEIRAS et al., 2014).

2.2 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

O Cultivo de Estado Sdlido (CES), também conhecido como Fermentacdo em Estado
Solido (FES), é amplamente estudado e aplicado para a producdo de muitos produtos de alto
valor agregado (enzimas, produtos farmacéuticos, aditivos alimentares e biocombustiveis) e
aumentou a credibilidade nos ultimos anos através de cultivo de substrato barato, se
adequando melhor a paises em desenvolvimento. Definido como cultivo de substrato sélido
sob auséncia ou quase auséncia de agua livre, este processo se assemelha ao habitat natural de
alguns microrganismos, sendo um excelente ambiente para estes crescerem (EDWINOLIVER
et al., 2010; SINGHANIA et al., 2009).

Com o desenvolvimento da penicilina, na década de 1940, usando processos de Cultivo
Submerso (CSm), também conhecido como fermentacdo submersa, as pesquisas em CES
ficaram negligenciadas dado a importancia da penicilina durante a guerra. Por isso, 0 CSm
acabou se tornando um modelo de tecnologia para produgdo de compostos por fermentacao
(SCHMIDELL et al., 2001).

Pandey et al. (2000) concluiram que, uma vez que o CES é mais dificil de lidar com
grandes quantidades de substrato e produtos, sua aplicagdo pode ser mais vantajosa para
situacOes de produtos de "baixo volume - alto custo”, como biocatalisadores, antibioticos e
biofarmacos. Em comparagdo com o cultivo submerso, alguns estudos afirmam melhores
rendimentos usando CES para a producdo de certos bioprodutos como enzimas (GALPERIN;
COCHRANE, 2009; GUTARRA et al., 2009;; WOLSKI et al., 2009). Ashok et al. (2017),
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afirmam que, para alguns produtos, espera-se que o CES substitua o CSm, proporcionando
maior capacidade e rendimento em alguns processos (ASHOK et al., 2017).

2.2.1 Parametros que afetam o cultivo

Os processos biotecnologicos para a producdo de enzimas requerem um alto nivel de
controle de pardmetros para obter produtos com caracteristicas constantes e uniformes.
Alguns parametros de cultivo, denominados "varidveis operacionais", sdo fatores cruciais para
a alta producdo enzimatica, como pH, temperatura, tamanho de particula, porosidade,
oxigénio, aeragdo, atividade da &gua, composi¢do do substrato e umidade (MITCHELL,;
KRIEGER; BEROVIC, 2006). Conforme afirmado por Mitchell et al. (2006), o crescimento
de microrganismos tende a mudar as condicGes de cultivo para longe do 6timo da producdo de
certas enzimas. Portanto, é necessaria a manipulacdo desses parametros no biorreator para ter
condi¢Bes ideais e aumentar a produgdo (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006;
PANDEY, 2003).

A maioria dos produtos do CES e o crescimento do microrganismo sdo diretamente
afetados pelo pH, que é um dos pardmetros mais dificeis de manter devido & heterogeneidade
do CES. Para alcancar o nivel de pH desejavel, em casos de residuos agroindustriais ou
matéria-prima de biomassa, a utilizacdo de solucBes tampédo € comum durante o processo de
umidificacdo, permitindo que o substrato atinja o nivel 6timo de pH (SCHMIDELL et al.,
2001).

A temperatura € também um dos principais parametros que afetam o cultivo
microbiano, além de ser um fator crucial no CES. De acordo com Schmidell et. al. (2001), a
temperatura afeta diretamente a germinacdo de esporos, a formacdo de produtos, o
crescimento microbiano e a esporulagdo. Portanto, o calor gerado pelo metabolismo
microbiano precisa ser dissipado para evitar problemas no cultivo, como no caso da producéo
de lipase, esse excesso de calor pode levar a desnaturacdo e perda de atividade enzimatica
(PANDEY, 2003; THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

No cultivo em estado solido, o substrato utilizado deve ter algumas caracteristicas
Otimas para permitir um melhor rendimento do processo, tais como: porosidade, forma e
tamanho da particula. Em relacdo ao tamanho de particula, quanto menor a particula, maior a
sua area superficial e, assumindo que as rea¢Ges ocorrem na superficie, maiores taxas de

conversdo. Mas, é sabido que particulas menores tendem a compactar em reatorores de coluna
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de leito fixo, levando a dificuldades na aeracdo, gas e dissipacdo de calor, o que pode causar
diminuicdo no rendimento do processo. Outra caracteristica importante do substrato é a sua
porosidade, que pode afetar a forma como os nutrientes séo transferidos do meio sélido para o
microrganismo e como as enzimas lignoceluldsicas podem atuar sobre a biomassa. O meio
poroso pode absorver &gua e facilitar o transporte de enzimas e nutrientes entre substrato e
microrganismos. Esta qualidade é altamente desejavel em substratos, como a biomassa, que
serve nao apenas como suporte, mas como fonte de nutrientes que os microrganismos podem
produzir enzimas para promover a degradacdo das estruturas de biomassa (PANDEY, 2003;
SCHMIDELL etal., 2001).

O cultivo em estado s6lido, embora definido como cultivo de substrato sélido sob quase
auséncia de agua livre, requer certa quantidade de agua no substrato para metabolismo e
crescimento de microrganismos. A atividade da agua é definida como a taxa de pressdo de
equilibrio de vapor dos substratos em relacdo a &gua pura a mesma temperatura
(SCHMIDELL et al., 2001). Este parametro é considerado um fator critico em CES, pois pode
afetar o cultivo de varias formas, seja direta ou indiretamente. Sabe-se que ao controlar a
atividade da agua é possivel modificar a producdo metabolica ou a excrecdo de enzimas em
microrganismos. Cada microrganismo possui um nivel minimo de atividade da &gua
necessario para suas atividades metabolicas, sendo em torno de 0,7 para fungos, 0,8 para
leveduras e 0,9 para bactérias (SCHMIDELL et al., 2001). Além disso, esse parametro pode
alterar o comportamento de crescimento em microrganismos, por exemplo: em crescimento
de fungos filamentoso em CES, maior atividade da agua favorece a esporulacdo, enquanto a
baixa atividade da agua favorece a germinacdo de esporos ou o crescimento do micélio
(PANDEY, 1992, 2003; SCHMIDELL et al., 2001).

Para o cultivo em estado sélido, o substrato pode ser natural ou sintético, dependendo
do processo e do produto final. Em geral, a maioria dos substratos utilizados sdo biomassa ou
residuos agroindustriais, sendo que é preferido o residuo agroindustrial por seu baixo custo.
Os residuos agroindustriais podem ser usados para 0 CES ndo apenas como suporte, mas
como fonte de carbono e nutrientes, nos quais a suplementacdo com macro e micronutrientes
pode ser necessaria para permitir um crescimento 6timo. Na maioria dos casos, dependendo
do residuo utilizado, um pré-tratamento € necessario para um melhor crescimento de
microrganismos e transporte de nutrientes. Esses pré-tratamentos podem incluir tratamentos

fisicos (moagem e trituracdo), tratamentos quimicos (correcdo do pH, suplementacdo de
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nutrientes e hidrélise acida e bésica) e tratamentos térmicos (pasteurizacao, esterilizacdo por
aquecimento e vaporizacdo). Note-se que alguns processos de esterilizagdo térmica podem
causar modificacdes nas caracteristicas do substrato, como textura e qualidade nutricional,
que afetam diretamente o processo CES. No entanto, € possivel evitar tais modificacdes, bem
como possiveis contaminacdes, adicionando maior quantidade de inoculo, em vez disso de
submeter o substrato a esterilizacdo térmica (SCHMIDELL et al., 2001; SOCCOL et al.,
2017).

O contetido de umidade no substrato para o cultivo de estado sélido é um dos fatores
mais importantes para o sucesso do cultivo. Umedecer adequadamente o substrato pode levar
a melhores resultados, facilitando a transferéncia de nutrientes e massa. No entanto, altos
niveis de umidade do substrato podem levar a menor porosidade do substrato, o que pode
resultar em uma aeracao pobre e baixa troca de gas dentro do substrato. Por outro lado, baixos
niveis de umidade podem levar a uma ma difuséo e transporte de nutrientes, resultando em
menor taxa de crescimento do microrganismo (SINGHANIA et al., 2009).

Alguns CES requerem oxigénio para crescimento de microrganismos ou para sintese de
produtos e, portanto, é necessario aerar o substrato de forma eficiente. A aeracdo de CES
também pode desempenhar um papel significativo no controle de temperatura e gas, pois
promove uma melhor troca de calor e massa, evitando a perda de produto para altas
temperaturas e acumulacdo de CO,. No entanto, observa-se que a aeracdo forcada pode
promover a secagem e a contaminacdo do substrato se ndo forem tomadas medidas
adequadas, como a umidificacdo do ar e a esterilizacdo/filtracdo do mesmo (SCHMIDELL et
al., 2001).

2.2.2 Tipos de biorreatores para CES

Os biorreatores podem ser divididos em vérias classes (estatico e agitado; aerado e ndo
aerado; escala de bancada e escala industrial; batelada e continuo), dependendo da perspectiva
e da énfase da aplicacdo. Mitchell et al. (2006) dividiu os biorreatores de CES em 4 grandes
grupos, conforme visto no esquema da Figura 4, onde os grupos estdo divididos de acordo
com a agitacao e aeracdo. No grupo 1, os biorreatores tém leito estatico, com ar na volta, mas
ndo soprados através do leito (ex.: biorreatores de bandeja); No grupo 2, os biorreatores tém
leito estatico ou o leito é misturado uma vez por dia, mas com o ar soprado vigorosamente

através do leito (ex.: biorreatores de leito empacotado); No grupo 3, o leito dos biorreatores €
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continuamente misturado e o ar circula ao redor do leito mas ndo forcadamente através dele
(ex.: biorreator de tambor rotativo); No grupo 4, o leito é agitado e o ar passa forcado através
do leito (ex.: biorreatores de leito fluidizado) (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006).

Mistura =] 3 3 5
¢ Bt Sem mistura (ou infrequente) Mistura continua, ou frequéncia intermitente
Aeracio
GRUPO 1 GRUPO 3
(ar passa BBAXERRRA (A haew
em volta paseaRRed | HHRGH 5
Bandsja Tambeor agitado
GRUPO2 4 A GRUPO 4 A A
A A
Aeracio forcada ; i
(ar passa através : :
do leito) SOHED : >
M HY .
A%l
Leit ‘ 4 Leito Tambor
e fluidizado agitado agitado

Figura 1 — Configuracéo basica dos diferentes biorreatores para cultivo em estado solido.
Fonte — Adaptado de (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006)

No cultivo em estado s6lido, para a producdo de lipases, os tipos mais comuns de
reatores utilizados séo reatores em batelada (ndo continuos), nos quais nutrientes e substrato
sdo adicionados ao reator, entdo o substrato é inoculado e incubado por um periodo de tempo.
Mais tarde, produtos como enzimas sdo extraidos por suspensdo com solucbes tampdo, agua
ou solventes e purificados para uso biotecnolégico (THOMAS; LARROCHE; PANDEY,
2013; TOSCANO et al., 2012).

2.3 BIORREFINARIA

Com a répida ascensdo econbémica mundial movida pelo aumento do uso de
combustiveis fdsseis, diversos fatores foram negligenciados. A réapida expansao trazida pelos
combustiveis fosseis deixou um rastro de efeitos colaterais percebidos apenas recentemente

como mudancas climaticas globais, aumento sem precedentes de residuos gerados pela
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indUstria e falta de alternativas sustentdveis para problemas energéticos. Até recentemente,
residuos eram gerados e descartados da maneira mais barata possivel sem preocupacgdes
ambientais e sociais. Com o aumento da consciéncia sobre os temas de poluicdo ambiental,
combustiveis renovaveis e alternativas sustentaveis de producdo, surge o conceito de
biorrefinaria como forma de alternativa sustentavel. A biorrefinaria € o complexo integrado de
produtos e processos sustentaveis que visa o uso de uma matéria-prima renovavel, que pode
ser biomassa ou residuos industriais, para geracdo de produtos como biocombustiveis,
bioquimicos, bioprodutos e bioenergia. Os processos de biorrefinaria podem ser divididos
pelos tipos de processos utilizados para conversdo, que podem ser quimicos, termoquimicos
ou bioquimicos (EICHLER et al., 2015; MOHAN et al., 2016).

Processos quimicos sdo exclusivamente baseados em reagdes quimicas de formacéo ou
rompimento. No caso da biorrefinaria, a biomassa é primeiramente separada em fracoes,
como celulose, hemiceluloses e lignina, que podem ser usadas para 0 processamento quimico.
O tipo do processo quimico usado depende de fatores como a quantidade de substrato ou
reagente recuperado da biomassa e produto final de interesse. Alguns exemplos de processos
quimicos sdo: transesterificacdo quimica; hidroprocessamento; craqueamento catalitico;
reacOes de Fischer-Tropsch (SANTOS; COLODETTE; QUEIROZ, 2013).

Os processos termoquimicos sdo caracterizados pela transformacdo de uma fonte
renovavel (biomassa ou residuo) em produtos ou energia através de uso de calor para quebra e
transformacdo dos compostos da biomassa. Através de processos termoquimicos como
combustdo e gaseificacdo, podem-se obter produtos como energia, gases energéticos,
bioliquidos energéticos e cinzas. Os processos termoquimicos de conversdo mais comumente
usados sdo: combustdo para producdo de energia, gaseificacdo para producgdo de gas sintético
e pirélise para producdo de biodleo (EICHLER et al., 2015; SANTOS; COLODETTE;
QUEIROZ, 2013).

Processos bioguimicos, assim como os demais, necessitam de um estudo prévio de
caracterizacdo do residuo a ser utilizado, pois a eficacia do processo é diretamente relacionada
a composicdo da matéria-prima utilizada. Estes processos se utilizam de microrganismos e
enzimas para conversdes bioguimicas do substrato em produto de interesse. Os exemplos
mais comuns e conhecidos de processos biogquimicos sdo: fermentacdo para producdo de
etanol, digestdo anaerdbica para producdo de biogas e transesterificacdo para producdo de

biodiesel. Apesar de bem estudados o0s processos bioquimicos para produgdo de
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biocombustiveis, os processos também podem ser usados para producdo de alimentos, tais
como: chocolate, molho de soja, vinhos, cerveja, koji, queijo, iogurte, entre outros (WOOD,
2012).

2.3.1 Composicado quimica de residuos agroindustriais

O melhor entendimento da estrutura da biomassa e de seus constituintes e de
fundamental importancia para a determinacdo dos parametros dos processos para a maxima
obtencdo de produtos de alto valor agregado dos residuos agroindustriais. Os principais
componentes quimicos dos residuos agroindustriais sao a celulose, hemicelulose e lignina,
além de pequena quantidade de cinzas e extrativos. A concentracdo de cada um desses
componentes depende do tipo de biomassa, tipo de tecido, da idade da planta, das condig¢des
de crescimento e dos processos industriais que a biomassa foi submetida (EICHLER et al.,
2015).

A grande dificuldade encontrada hoje na conversdo dos residuos agroindustriais em
bioprodutos e biocombustiveis é devido a natureza recalcitrante dos compostos quimicos da
biomassa, onde as fibras de celulose sdo envolvidas na matriz amorfa de hemicelulose e
lignina. Naturalmente, essa matriz serve contra ataques de microrganismos, enzimas,
reagentes quimicos e estresses mecanicos, protegendo as plantas. Devido a essas
caracteristicas, o pré-tratamento da biomassa é imprescindivel para 0s processos de
biorrefinaria posteriores. Os tipos de pré-tratamentos se dividem em: fisicos, com moagem,
trituracdo e aquecimento; gquimicos, onde sdo utilizados agentes como: solventes, acidos e
bases e; bioldgicos, que consistem no uso de enzimas ou microrganismos que degradam 0s
substratos lignocelul6sicos pela hidrélise de ligacBes glicosidicas (SANTOS; COLODETTE;
QUEIROZ, 2013).

A celulose é um dos polimeros mais abundantes no planeta, sendo observado em todas
as plantas e algas como estrutura de suporte. Apesar de ser quimicamente simples, sendo
composta apenas por glicoses unidas por ligacdes glicosidicas [B-1,4, sua estrutura
morfologica em plantas superiores € complexa e heterogénea. A celulose também é
intimamente associada, através de ligacGes de hidrogénio e ligagdes covalente, com outros
polimeros como lignina, pectina e hemiceluloses, tornando a sua morfologia ainda mais
complexa (SIRO; PLACKETT, 2010). A estrutura da celulose pode ser classificada em 3
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niveis: O primeiro ¢ a sequéncia de residuos [-D-glicopiranosidicos, formando o
homopolimero de formula geral: (CgH100s)n, representado na Figura 1; O segundo € a
organizacdo espacial resultante da unido dos homopolimeros de primeiro nivel, formando
diferentes angulos estruturais pelas ligacdes de hidrogénio intramoleculares; O terceiro é a
formagéo de estruturas cristalinas com ligagdes intermoleculares de hidrogénio, entre

moléculas de celulose, conferindo ao polimero alta resisténcia mecénica (SANTOS;
COLODETTE; QUEIROZ, 2013).

OH OH
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Figura 2 — Representagdo da molécula de celulose.
Fonte: (SANTOS et al., 2012).

As hemiceluloses sdo homopolissacarideos ou heteropolissacarideos complexos,
compostos por cadeias menores que a celulose. Sua composi¢do quimica pode variar de
acordo com diversos fatores como tipo de vegetal, espécie, tipo de tecido, estagio de
desenvolvimento do tecido e condicdes de crescimento. Pode ser composto de D-glicose, D-
galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, &cido D-glucurénico e é&cido 4-O-metil-
glucurénio. Por causa de suas ramificagdes, as hemiceluloses acabam sendo mais suscetiveis a
hidrélise, caracteristica atribuida ao seu carater amorfo. Na Figura 2 é mostrada a

representacdo esquematica da hemicelulose, com uma Xilose como representacdo grafica
(SANTOS et al., 2012).
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Figura 3 — Representacdo da molécula de hemicelulose.
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Fonte: SANTOS et al., 2012.

A lignina é um biopolimero aromatico, constituinte da parede celular das plantas
vasculares, construida a partir de acoplamento oxidativo de trés principais unidades de
fenilpropanos (&lcool p-cumarilico, alcool sinapilico e alcool coniferilico). Ligacdes entre as
unidades formam estruturas randomicas em uma estrutura tridimensional nas paredes
celulares. Além dos 20 tipos de ligacGes presentes na lignina, esse biopolimero ainda pode ser
associado a polimeros de hemiceluloses (XIAO; SUN; SUN, 2001). A representacdo
esquematica da lignina de eucalipto é mostrada na Figura 3.
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Figure 4 — Representacdo esquematica da lignina.
Fonte: SANTOS et al., 2012.

2.3.2 Bagago de malte: usos, disponibilidade e mercado

O residuo mais abundante em uma cervejaria € 0 bagaco de malte, compondo
aproximadamente 85 % do total de residuos dessa industria. Este residuo esta disponivel a
baixo custo, ou até sem custo, durante o ano inteiro e em grandes quantidades, sendo gerados

tanto em cervejarias de grande porte quanto microcervejarias. No Brasil, atualmente o quarto
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maior produtor de cerveja do mundo, foram produzidos 140 milhdes de hectolitros em 2016,
gerando aproximadamente 2,8 milhdes de toneladas de bagago de malte (MARCUSSO;
MULLER, 2012). Este residuo, normalmente, se encontra disponivel logo apds o processo de
brassagem, ou sacarificacdo, onde o0 bagaco sai da batelada com uma temperatura de
aproximadamente 75 °C. O residuo de bagaco de malte, ao final do processo, € considerado
um residuo rico em material lignocelul6sico, rico em proteina (cerca de 20 %) e fibras (cerca
de 70 %) (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). Dado sua composicao nutritiva, 0
bagaco de malte ja é estudado em diversas aplicacdes como: suplemento de comida animal
(em racdo de gado e porcos), nutricdo humana (usando o bagaco para fazer pédo, biscoitos e
suplemento), energia (combustdo direta, fermentacdo anaerdbica para producdo de biogas e
producdo de etanol), carvdo vegetal, papel e substrato em cultivo de microrganismos
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). O bagaco de malte, por possuir valor
nutritivo relativamente alto e disponibilidade em grandes volumes, se tornou um substrato
interessante para uso em processos biotecnoldgicos. Alguns trabalhos ja reportam o uso de
bagaco de malte para cultivo de microrganismos com a finalidade de produzir enzimas ou
outros bioprodutos de interesse como: amilases, etanol, xylanases, proteases e acido latico
(ALIYU; BALA, 2013; TERRASAN; CARMONA, 2015; XIROS; CHRISTAKOPOULOS,
2009). N&o é do conhecimento do autor algum trabalho, até o presente momento, que usou
bagaco de malte para producéo de lipases através de CES de microrganismos.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1 MATERIAIS

Todos os experimentos foram realizados no Bioteclab (Laboratério de Bioprocessos e
Biotecnologia), localizado no ICTA, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Oleo de soja usado nos cultivos foi 6leo de soja comercial de cozinha, comprado em mercado
local. O bagaco de malte foi fornecido gentilmente pela cervejaria Ralf Beer, da cidade de
Alvorada, Brasil, logo apds o processo de brassagem na cervejaria, e estocado a -20°C até a
utilizacdo. O bagaco de malte ndo sofreu nenhum processamento para realizacéo dos cultivos,
sendo usado na mesma forma que foi coletados da empresa. Todos reagentes quimicos usados
sdo de qualidade analitica, comprados na Sigma-Aldrich (So Paulo, Brasil).

3.2 MICRORGANISMO E SELECAO

Para avaliar o microrganismo com melhor producéo de lipase, quatro organismos foram
pré-selecionados do estoque do Bioteclab (Laboratério de Bioprocessos e Biotecnologia da
UFRGS), sendo eles: 2 fungos filamentosos (Aspergillus brasiliensis e Penicillium paneum),
1 levedura (Meyerozima guilliermondii) e 1 bactéria (Staphylococcus warneri). Para selecdo
do microrganismo produtor de lipase, essas culturas existentes no Bioteclab foram submetidas
a um cultivo em placas de Petri contendo agar (15 g.L™) e tributirina (10 g.L™) como fonte de
carbono, onde a producdo de lipases extracelulares é evidenciada através da formacdo de
halos em volta do microrganismo.

Com isso, o fungo Aspergillus brasiliensis 157f foi selecionado pelo maior halo
formado e utilizado para o cultivo em estado sélido. Este microrganismo foi isolado do
ambiente e identificado pelo grupo do Bioteclab, em estudos prévios, e mantido em estoque
liofilizado. No estudo do grupo, o fungo foi isolado e identificado como maior produtor de
xylanase, 3-xylosidade e 3-glicosidase, onde neste mesmo estudo, também foi mostrado que,
além de alta producédo de enzimas liticas, 0 microrganismo apresentou bom perfil de producéo
de xilooligosacarideos, mostrando potencial para seu uso em CES (DA SILVA MENEZES;
ROSSI; AYUB, 2017).
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3.3 CARACTERIZACAO DO BAGACO DE MALTE

Os testes de caracterizagdo da biomassa foram feitos em triplicata, onde o resultado
final é a média dos resultados obtidos. O bagaco de malte foi caracterizado por seu contetdo
de: lipidios, acucares redutores, cinzas, umidade, proteinas totais e conteudo quimico:

celulose, hemiceluloses e lignina.

3.3.1 Analise de lipidios
O conteudo de lipidios foi medido através da extracdo direta em Soxhlet utilizando éter
de petréleo como solvente em um extrator automatico SOXTEC Avanti 2055. Para a analise,
tira-se a medida da pesagem dos cartuchos de aluminio secos, colocando-0s no extrator
automatico, juntamente com aproximadamente 2 g de amostra para cada cartucho usado. Ao
final da andlise, os cadinhos foram colocados para secar e pesados, onde o valor de lipidios €

calculado pela diferenca de peso dos cadinhos antes e depois da extracéo.

3.3.2 Anélise de umidade
O teor de umidade do bagaco de malte foi medido por gravimetria usando um analisador
infra-vermelho de umidade (Ohaus MB32), usando-se amostras de aproximadamente 2,5

gramas de bagaco de malte.

3.3.3 Analise de acucares redutores
Os acucares redutores foram medidos pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS) e os
resultados foram lidos no espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 540 nm, conforme
Miller (1959) (MILLER, 1959).

3.34 Analise de proteinas totais
O teor de proteina total foi medido usando o método de Kjeldahl, com o fator 6,25
conforme Horwitz (1975). A equacdo 1 foi usada para calcular a percentagem de proteina da
amostra (HORWITZ, 1975).
% proteinas = M 1)

Equacdo 1 — Formula para célculo de porcentagem de proteinas.
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Onde:
K =FC x 0,0014 x 100.
P = Peso da amostra (g).
FC = Fator de correcéo da solucéo de acido sulfarico a 0,1 N.
V = Volume da solucdo de &cido sulfurico 0,1 N gasto para titular (mL).
Fator = Fator de conversdo do nitrogénio para proteina (6,25).

3.35 Analise de cinzas
As cinzas foram determinadas de acordo com a literatura, usando-se 1 g de amostras
bagaco de malte (massa seca) (SILVA; QUEIROZ, 2002).

3.3.6 Analise de composi¢ao quimica

A caracterizacdo quimica (celulose, hemiceluloses e lignina) foi realizada de acordo
com Rocha (2000) apud Gouveia (2009), onde colocou-se 300 mg de amostra moida seca em
um tubo de vidro com 3 mL de H,SO,4 72 % (p/p) em um banho maria a 30 °C por 60 min. Em
seguida, utilizou-se 80 mL de agua destilada para lavar os tubos, colocando o conteddo em
um frasco tipo Erlenmeyer 125 mL, autoclavando por 121 °C por 60 min para hidrdlise. A
amostra foi filtrada em vidro sinterizado (previamente tarado), passando o contetdo filtrado
para um bal&o volumétrico de 100 mL, avolumando o contedo com &gua destilada. Para o
teor de lignina insollvel, colocou-se o filtro de vidro na estufa até secagem e pesou-se 0
contetdo (cinzas + lignina). A amostra liquida foi filtrada em membrana de celulose 0,22 um
para medicdo em HPLC. Os teores de agucares foram medido em HPLC com coluna HPX-
87H a 45 °C, com solucdo de H,SO, (5 mM) como fase mével, com fluxo de 0,6 mL.min™
utilizando os calculos da literatura para encontrar os percentuais de celulose, hemiceluloses e
lignina (GOUVEIA et al., 2009).

3.4 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

O cultivo em estado solido, para o planejamento experimental, foi realizado com frascos
de vidro tipo Erlenmeyer de 125 mL, com 10 g de substrato total (bagaco de malte + 6leo),
onde as porcentagens de cada cultivo foram determinadas pelo planejamento experimental.

Pesou-se a quantidade de bagaco de malte para cada tratamento conforme planejamento
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experimental e em seguida os frascos com substrato foram autoclavados a 121 °C durante 15
min e adicionou-se, em camara de fluxo laminar, o tampdo autoclavado correspondente, o
0leo de soja autoclavado nas medidas de acordo com planejamento e o inéculo conforme
descrito abaixo. Em seguida, os frascos foram tapados com bucha de algodao e colocados em
estufa, sem agitagdo, com temperatura controlada conforme planejamento. Para realizar as
andlises de atividade de lipase e pH, um frasco de vidro era retirado para cada tratamento em
cada tempo de analise.

Para o inoculo dos cultivos, A. brasiliensis foi cultivado em placas de Petri em meio de
dextrose de batata (34 g.L™) e agar (15 g.L™) durante 7 dias a 37 °C para a coleta de esporos.
O indculo foi feito adicionando 10 mL de solucdo de Tween 80 (0,01 %) na placa cultivada,
com raspagem suave para a coleta de esporos. O conteudo foi posteriormente centrifugado
(4500 rpm, 20 °C) e ressuspenso em agua destilada autoclavada. Os esporos foram contados
na camara de Neubauer e o inéculo foi feito com 10° esporos por grama de bagago de malte.

Para fins de padronizacdo, foi determinada a quantidade méaxima de retencéo de liquidos
no bagaco, mas ainda permitindo que o cultivo fosse caracterizado como estado sélido, ou
seja, sem agua livre. O volume adicionado de solucGes tampdo para o bagaco para ter a
quantidade méxima de &gua incorporada a biomassa, foi determinado em 30 % do peso do
bagaco de malte.

O teor de proteina solavel foi analisado utilizando o método de Bradford (BRADFORD,
1976).

Para as medicbes de pH, utilizou-se um medidor de pH digital (Kasvi), onde 5 g de
substrato cultivado foram pesados em um frasco de vidro tipo Erlenmeyer e 50 mL de agua
destilada foram adicionados. A mistura foi homogeneizada, filtrada e os resultados foram

obtidos no medidor digital de pH.

3.4.1 Delineamento experimental
O Delineamento Composto Central (DCC) foi feito como planejamento experimental,
para avaliar os parametros: porcentagem de 6leo de soja, temperatura de cultivo e pH do
tampdo utilizado no inicio do cultivo. As varidveis independentes utilizadas e seus niveis sao
mostrados na Tabela 2. Neste planejamento experimental, foram realizados 16 tratamentos,

com 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 2 pontos centrais. O planejamento e anélise
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experimental foram analisados usando-se o software STATISTICA 8.0 (Statsoft, USA).
Foram feitos dois tipos diferentes de solu¢bes tampado: para pH 6,0 ou superior, utilizou-se
tampéo de fosfato de sddio (0,2 M); e para pH inferior a 6,0, utilizou-se tampdo de acetato de
sodio (0,2 M). A atividade da lipase extracelular foi medida em diferentes tempos de cultivo
(0, 24, 48, 72 e 96 h), onde o tempo com resultados mais elevados foi utilizado na analise
DCC.

Tabela 2 — Variaveis analisadas com nivel e (medida) do planejamento experimental.

Tratame Variaveis
pH Oleo de Soja (%) Temperatura (°C)
1(A) -1(5) -1(5) -1 (25)
2 (B) +1 (7) -1(5) -1 (25)
3(C) -1 (5) +1 (15) -1 (25)
4 (D) +1 (7) +1 (15) -1 (25)
5 (E) -1 (5) -1 (5) +1 (35)
6 (F) +1 (7) -1 (5) +1 (35)
7(G) -1 (5) +1 (15) +1 (35)
8 (H) +1 (7) +1 (15) +1 (35)
9(I) -1,68 (4,68) 0 (10) 0(30)
10 (J) +1,68 (7,68) 0 (10) 0 (30)
11 (K) 0 (6) -1,68 (1,6) 0 (30)
12 (L) 0 (6) +1,68 (18,4) 0 (30)
13 (M) 0 (6) 0 (10) -1,68 (21,6)
14 (N) 0 (6) 0 (10) +1,68 (38,4)
15 (0) 0 (6) 0 (10) 0 (30)
16 (P) 0 (6) 0 (10) 0 (30)

3.4.1.1 Validacéo do modelo
Para a validacdo do modelo, resultante da analise estatistica do software STATISTICA
8.0, um cultivo foi realizado, em triplicata, nas condi¢des dadas como 6timas para o cultivo.
Neste caso, 0 modelo prevé o valor dito como 6timo resultante do cultivo. As analises de

ensaio de atividade lipolitica e pH foram medidos conforme itens 3.4.2 e 3.4. Para obter

32



melhor perspectiva do cultivo, atividade de celulase e protease também foram medidas para
0s mesmos pontos de atividade lipolitica e pH, com resultados colocados no material

suplementar.

3.4.2 Ensaio de atividade lipolitica

A atividade de lipase extracelular foi medida usando o extrato bruto do cultivo em
estado solido. Para a extragdo de lipase, foram pesados 5 g de substrato cultivado, adicionados
25 mL de tampdo de fosfato de sddio (pH 7,0, 0,1 M) e colocados em agitador orbital a 37 °C
180 rpm por 30 min e filtrados com papel filtro qualitativo (80 g), resultando em um extrato
enzimaético bruto.

O ensaio de lipase foi realizado de acordo com Burkert et al. (2004), com pequenas
modificacOes. Para as reacGes, adicionou-se 2,5 mL de uma emulséo de dleo de oliva (25 %
v/v de 6leo de oliva em suspensdo com solucdo de goma arabica 70 g.L™*) a 1 mL de tampé&o
de acetato de sodio (pH 5,0, 0,1 M) e adicionou-se 0,5 mL de extrato bruto (amostra) e
incubou-se a 37 °C 180 rpm durante 30 min. A reacéo foi interrompida pela adigéo de 7,5 mL
de mistura de acetona-etanol-agua (1:1:1 v/v), e os acidos graxos livres foram titulados com
solucdo de NaOH 0,02 M, usando 3 gotas de corante fenolftaleina como indicador. Para
medicdo do branco, o extrato bruto foi adicionado ap6s o reagente de parada (acetona-etanol-
agua). Uma unidade de atividade lipase (U.g™ ) foi considerada a quantidade de enzima que
libera 1 pumol de acido graxo por minuto por grama de substrato cultivado (BURKERT,
2004). A Equacdo 2 mostra o célculo realizado para encontrar a atividade de lipase através do

método titulométrico.

_ (Va=Vb)*M*1000

P * Fator (2)

Atividade (g)
Onde:

Va = Volume de titulacdo da amostra (mL).

Vb = Volume de titulagdo do branco (mL).

M = Molaridade da solucdo de titulagdo NaOH (mol.L™)

t = Tempo de reagdo (min).

Ve = Volume de extrato bruto utilizado.

Fator = Quantidade de tampé&o usada para fazer o extrato bruto para fazer converséo de

atividade de U.mL™ para U.g™ (5 mL.g™).
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3.4.3 Producao de lipase em biorreatores diversificados

As reagOes para o projeto experimental e a validagdo foram realizadas com frascos de
125 mL ou, como caracterizada por Mitchell et al. (2006), reatores de leito estatico do Grupo
1, que geralmente sdo conhecidos como reatores de bandejas (MITCHELL; KRIEGER,;
BEROVIC, 2006). Para ter uma compreensdo mais abrangente da producdo de lipase, as
condigdes otimizadas de producdo de lipase foram utilizadas em diferentes tipos de reatores
para simular uma maior producéo de lipase. Foram selecionados dois tipos de biorreatores que
poderiam ser usados para tal finalidade, reatorescom aeracdo forcada atraveés do leito e

reatores de tambor agitado de escala piloto.

3.4.3.1 Producéo de lipase em biorreator cilindrico com Passagem Forcada de Ar

Para os cultivos em reatores com passagem forcada de ar, foram utilizados frascos de
vidro cilindricos, com 28 cm de altura, 5,5 cm de didmetro na parte superior, com filtro de
vidro sinterizado no fundo e formato conico na entrada de ar, com 1,2 cm na parte inferior
(distribuidor), conforme a Figura 5. De acordo com Mitchell et al. (2006), este experimento
foi realizado em biorreatores de estado sélido do Grupo 2, em que o leito é estatico, mas o ar €
soprado com forga pelo cultivo. O ar passou forcadamente pelo cultivo do bagaco de malte,
com um fluxo de ar de 2 L.min™, depois de passar por um filtro de ar e um frasco com agua
destilada autoclavada para manter a saturacdo de agua no ar. A saturacdo de agua no ar é
necessaria para que ndo ocorra a secagem excessiva do cultivo pela passagem de ar seco. Para
este experimento, foram utilizados 70 g de bagaco de malte autoclavado, com as proporcdes
para a quantidade de tampdo e 6leo de soja sendo as mesmas dos resultados 6timos obtidos
pelo modelo estatistico. Com finalidade de manter a temperatura do cultivo constante e
conforme otimizacdo do parametro, o cultivo foi realizado em incubadora sem agitacdo com
controle de temperatura. Para avaliar o cultivo, os resultados de atividade da lipase, pH e

proteina soltvel foram realizados conforme os itens: 3.4.2 e 3.4, explicados anteriormente.
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Figura 5 — Frascos de vidro cilindricos usados como biorreatores em estado sélido.

3.4.3.2 Producéo de lipases em biorreator de tambor agitado em escala piloto

Para avaliar como o cultivo de bagaco de malte, nas condi¢des 6timas do planejamento,
poderia se comportar em uma escala piloto, simulando condig¢des industriais, um cultivo foi
feito em um biorreator cilindrico de tambor agitado, visto na Figura 6, com circulacdo de ar
através do leito, caracterizado por um biorreator de estado solido, considerado por Mitchell
como biorreatores do Grupo 3 (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006). Para isso,
utilizou-se 3 kg de bagaco de malte ndo autoclavado, e porcentagens de 6leo e pH do tampéo
foram proporcionalmente iguais ao do biorreator cilindrico (Biorreator Grupo 2) e
biorreatores de bandeja. Ao simular a escala piloto, por razbes pratica, ndo é realizado o
tratamento térmico (autoclave) das solucdes tampéo e do éleo de soja, assim como do bagaco
de malte. Assim como nos biorreatores anteriores, o fluxo de ar passou por um frasco de vidro
contendo agua destilada a fim de manter a umidade do ar em saturacdo de agua. A agitacdo do

reator foi feita de forma intermitente, para que ocorresse a homogeneizacéo do cultivo.
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Figura 6 — Visdes externa e interna do biorreator cilindrico de tambor agitado.
Fonte: (RUTSATZ, 2006).

3.5 PREPARADO ENZIMATICO SOLIDO

Para a producdo do Preparado Enzimatico Solido (PES), utilizou-se bagaco de malte
cultivado por 96 h, por conter maior atividade lipolitica, onde a fermentacdo foi feita com
parametros 6timos em frascos cilindricos (biorreatores do grupo 2), de acordo com o item
3.4.3.1. O bagaco de malte cultivado foi colocado em um liofilizador LGJ-12 sob vécuo por
24 h e em seguida foi estocado a -20 °C até analises. Com o PES, foram realizados testes de
atividade de lipase, conforme item 3.4.2, e testes de producdo de ésteres etilicos conforme
item 3.6.

3.6 TESTE DE REACAO DE TRANSESTERIFICACAO

Para testar o PES, foi realizado um teste de reacdo de producdo de ésteres etilicos, para
avaliar a possibilidade de conversdo de 6leos em biodiesel. A reacdo foi feita em frascos de
vidro de 50 mL contendo 5 g de 6leo de soja e proporcao molar de 6:1 (etanol:6leo) a 40 °C,
em agitador orbital a 180 rpm, durante 18 h, usando 750 mg de PES previamente liofilizado,
que representa 15% (m/m) de 6leo de soja. Apds 18 h de reacéo, colocou-se 1 mL da reacdo e
1 mL de 4gua destilada em um Eppendorf de 2 mL e centrifugou-se (2500 g, 7 min a 4 °C)
utilizando, por fim, a fase superior para analisar 0s ésteres em cromatografia gasosa
(Shimadzu, modelo GC-17), de acordo com a normativa Européia DIN EN 14103. Como
padréo interno foi utilizado heptadecanoato de metila, dissolvido em solvente heptano em
uma concentragdo de 10 mg/mL. A coluna usada foi DB-5 (30m x 0,25 mm ID, J&W
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Scientific) sob temperatura de 300 °C, razdo de split 1:30, temperatura do detector FID 310°C,
gas Nitrogénio com fluxo de 1,0 mL.min?, velocidade do aquecimento 10 °C/min até
temperatura final de 310 °C. O percentual de concentracdo de ésteres etilicos foi calculado

conforme equacéo 3.

C(%) = ZA4pry CPrVeL o 1009 3)

App Mamostra

Equacdo 3 — Formula para calculo de percentual de ésteres etilicos de acidos graxos.

Onde:

C (%) = Concentracdo de esteres etilicos;

YA = Soma da area total dos picos de ésteres alquilicos de C,4 até Coq;
Ap; = Area do pico correspondente ao padréo interno;

Cp) = Concentracdo do padrdo interno (10 mg/mL);

Vp = Volume do padrdo interno (mL);

Mamostra = Massa da amostra (mg)
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1. CARACTERIZA(}AO DO BAGACO DE MALTE

Para uma melhor compreenséo das necessidades do microrganismo durante o cultivo em
estado solido, uma caracterizacdo completa do bagaco de malte foi realizada. Os resultados
permitem avaliar a real necessidade de suplementacdo do meio de cultivo com outras fontes
de carbono ou nitrogénio, assim como sais ou outros nutrientes. De acordo com a literatura,
alguns nutrientes sao importantes para a producdo de lipases, mas como o trabalho teve como
objetivo a producdo de lipases com menor custo possivel, nenhum nutriente foi adicionado
além de oOleo de soja para indugdo de producdo de lipases (TREICHEL et al., 2010). Os
resultados para a caracterizacdo da biomassa séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizacdo do bagaco de malte.

Bagaco de Malte

Umidade (%) 76,56 £0,94
Lipidios (%0)* 4,00 £0,39
Proteinas Totais (%)* 15,06 +2,27
Cinzas (%)* 3,64 0,09

AcUcares Redutores (g.L™) 5,16 +0,14

*Base seca

Os valores de umidade encontrados neste trabalho foram semelhantes aos de Cordeiro et
al. (2011), com 75,5% de teor de umidade na biomassa. Segundo Ascheri, (2007), o bagaco de
malte caracteriza-se por seu alto teor de umidade, o que poderia aumentar os custos de
transporte e o risco de contaminacio (CORDEIRO, 2011). E sabido que existe uma
quantidade minima de umidade necesséria para o cultivo de microrganismos, sendo que para
fungos filamentosos, essa quantidade é mais baixa que para outros microrganismos, ficando
entre 40-60 % (SINGHANIA et al., 2009). Neste trabalho, como a umidade do bagago de
malte € alta, e os cultivos sdo realizados com adicéo suplementar de umidade, as condigdes de

umidade se tornam favoraveis para contaminacgdes de bactérias e leveduras. Isto é observado
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no cultivo de bagago de malte ndo autoclavado em biorreator de tambor agitado em escala
piloto, onde ocorreu contaminagéo no cultivo.

O teor de lipidios, bem como o conteudo de cinzas (Tabela 2) foram comparaveis aos
valores encontrados por Mello (2014) com 2,78% de cinzas e 4,44% de lipidios, em bagaco
de malte (MELLO; MALI, 2014). Para efeitos de producdo de lipase, o teor de lipidios
presente no bagaco de malte pode ndo ser suficiente para a inducdo da producéo desta enzima,
tornando necessaria a adicdo de Oleo suplementar. Rao et al. (1993), produzindo lipase de
Candida rugosa em estado solido, notou que as variaveis mais significativas que afetam a
producdo de lipase foram o dleo, a uréia e a maltose (VENKATA RAO; JAYARAMAN;
LAKSHMANAN, 1993). Apesar disso, Mahadik et al. (2002) afirma que a producéo de lipase
de varios microrganismos, como Aspergillus e Rhizopus, parece ser independente da adicdo
do substrato lipidico, sendo o O6leo apenas um fator indutor da producdo de lipase
(MAHADIK et al., 2002). Isso é coerente com o observado neste trabalho, onde maiores
porcentagens de dleo, até um ponto, ndo aumentaram a producdo de lipase. Uma vez que o
cultivo foi realizado sem suplementacdo, a falta de nutrientes necessarios poderia ser um fator

determinante para a producdo de lipase em vez do aumento de 6leo.

4.1.1. Caracterizacao quimica
Os resultados da composicdo de celulose, hemiceluloses e lignina sdo encontrados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Caracterizacdo quimica do bagaco de malte.

Bagaco de Malte

Celulose (%)* 24,32 £0,08

Hemiceluloses (%)* 22,27 £0,05

Lignina Solavel (%)* 3,79 £0,01

Lignina InsolGvel (%0)* 18,87 £3,30
*Base seca

A composicdo de hemiceluloses e lignina do bagaco de malte analisado foi semelhante
aos valores encontrados por Mello et al. (2014) (com 23,41% de hemiceluloses e 26,13% de
lignina) e Rekha et al. (2012) com 28,97% de hemiceluloses e 24,05% de lignina. O teor de

celulose encontrado foi maior do que os valores relatados por Mello et al. (2014) e
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Steinmacher et al. (2012), com 12,29% e 11,35%, respectivamente (MELLO; MALI, 2014,
REKHA et al., 2012). Conforme afirmado por Santos, et. al. (2003), a composi¢ao quimica do
bagaco de malte pode variar devido a diferentes variedades utilizadas, tempo de colheita,
condicdes de maltagem de cevada e outras condi¢des particulares para cada cervejaria. Sabe-
se que fungos como os do género Aspergillus sdo produtores de celulases, sendo inclusive
usados em estudos de producdo dessas enzimas (LIU et al., 2011). Sendo assim, as celulases
produzidas pelo fungo podem degradar a celulose do bagaco de malte, disponibilizando
acucares simples para seu metabolismo. Neste caso, maiores teores de celulose sdo desejaveis

para servir de nutriente para crescimento do fungo.

4.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

As condicdes experimentais e os valores da atividade da lipase sdo mostrados na Tabela

Tabela 5 — Condicdes e atividade de lipase para 96 h de cultivo do planejamento experimental

DCC.
Tratamento Variéveis Atividade Lipase (U/g)
pH %dleo  Temperatura 96 h
1 A 5 5 25 4,11 £0,2
2 B 7 5 25 6,46 £0,9
3 C 5 15 25 4,00 £0,5
4 D 7 15 25 7,22 £1,2
5 E 5 5 35 3,95 0,5
6 F 7 5 35 9,11 £1,0
7 G 5 15 35 4,31 £0,3
8 H 7 15 35 8,06 £0,3
9 | 4,68 10 30 1,91 +0,2
10 J 7,68 10 30 7,93 £0,7
11 K 6 1,6 30 5,53 0,6
12 L 6 18,4 30 6,31 £0,3
13 M 6 10 21,6 6,75 +0,2
14 N 6 10 38,4 5,48 £0,1
15 O 6 10 30 6,80 £0,5
16 P 6 10 30 6,42 £0,3
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Na Figura 7 sdo apresentados os perfis das cinéticas de crescimento do microrganismo e
atividade de lipase para resultados do planejamento de diferentes tempos: 0, 24, 48, 72 e 96 h,
para os 16 tratamentos. Apesar de ter encontrado maior atividade de lipase a 96 h de cultivo,
alguns autores apontam para maior tempo de cultivo (120 h) como sendo o melhor para
alcangar maior atividade de lipase (COLLA et al., 2015; MAHADIK et al., 2002). Para
melhor avaliar o CES dos tratamentos do planejamento experimental DCC em reatores de
bandeja sem passagem forcada de ar, dados de atividade de lipase e pH foram coletados nos
tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 h. Os resultados de atividade de lipase dos 16 tratamentos do
delineamento experimental sdo mostrados na Figura 7, enquanto os dados dos perfis de pH

para 0s cultivos nos mesmos tempos sdo mostrados na Figura 8.
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Figura 7 — Perfis de atividade de lipase para os resultados dos tratamentos do DCC para 0s
tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 h, onde (a) séo os tratamentos A, B, C e D, (b) sdo os tratamentos

E, F, GeH, (c) séo os tratamentos I, J, K e L e (d) sdo os tratamentos M, N, O e P.
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Os resultados de atividade de lipase dos graficos da Figura 7 mostram que a medida que
aumenta o tempo de cultivo, para quase todos cultivos, a atividade de lipase também cresce,
com excecdo do tratamento K, onde a atividade em 96 h foi menor que em 72 h. Apesar de ja
esperados esses resultados, o objetivo de analisar os tempos diferentes de cultivo era de obter
o tempo onde os melhores resultados de producéo de lipase sdo observados e usar esses dados
para o tratamento estatistico.
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Figura 8 - Perfis de pH para os resultados dos tratamentos do DCC para os tempos de 0, 24,
48, 72 e 96 h, onde (a) sdo os tratamentos A, B, C e D, (b) sdo os tratamentos E, F, G e H, (¢)

sdo os tratamentos I, J, K e L e (d) sdo os tratamentos M, N, O e P.
Os resultados dos perfis de pH para os cultivos dos tratamentos do DCC mostraram que,

para diferentes niveis de pH utilizados nos cultivos, houve uma mudanga no comportamento

do perfil de pH. Os tratamentos que iniciaram com pH acima de 6,00 apresentaram uma queda
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acentuada de pH em 48 h de cultivo, estabilizando posteriormente na faixa de pH 3,00 - 4,00.
Aliado com esse comportamento, foi possivel observar a mudanca de coloragdo do cultivo
para preto (cor dos esporos de Aspergillus). Cultivos que iniciaram com pH abaixo de 5,50
ndo apresentaram o mesmo perfil, ndo apresentando a mudanga de coloracdo do cultivo para
preta, conforme evidenciado em cultivo de Aspergillus.

Uma vez que em 96 h de cultivo apresentaram valores mais altos para a atividade da
lipase, esses resultados foram utilizados para analises estatisticas de Delineamento Composto
Central (DCC), onde a superficie ajustada das variaveis pH, temperatura e porcentagem de

6leo, sdo mostrados na Figura 7.

Figura 9 — Superficies de resposta obtidas a partir da analise do DCC em 96 h de cultivo para
(a) influéncia da temperatura e % 6leo, (b) influéncia da temperatura e pH e (c) influéncia do

% Oleo e pH na atividade de lipase.

Para quase todos os tratamentos, obtiveram-se resultados de atividade de lipase
superiores em 96 h de cultivo, sendo o melhor resultado o tratamento "F" com 9,11 U.g™,
utilizando tampéo fosfato de sodio pH 7,00, 5% de 6leo de soja a 35 °C. Os menores valores
de atividade encontrado foi no tratamento “1", com 1,9 U.g, utilizando tampéo de acetato de
sodio com pH 4,68, 10 % de 6leo a 30 °C. Como pode ser visto na Figura 9 (b e c), para
maiores valores de pH, ha um aumento na atividade da lipase. E, como se observa em 9(a) e
na Tabela 6, os valores 6timos para a atividade da lipase sdo estimados em torno de 32 °C,
11% de 6leo. A Tabela 6 mostra os valores criticos previstos pela analise do DCC, bem como

o valor previsto maximo da atividade da lipase em condicdes ideais de cultivo (8,17 U.g™). O
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pH ideal e a temperatura obtidos neste estudo para a atividade da lipase fungica séo
semelhantes aos ja relatados na literatura, sendo em torno de 30-40 °C e pH 6,00 a 8,00
(COLLA et al., 2015). Colla et al. (2015) relataram atividade de lipase méxima (42,82 U.g™)
no cultivo de estado sélido de Aspergillus niger com pH 6,00 e temperatura de 35 °C, usando
farelo de soja e casca de arroz. Valores 6timos de pH e temperatura encontrados por Farias et
al. (2015), em CES de Aspergillus candidus em farelo de améndoa para producéo de lipase,
foram pH 5,50 e 25 °C (CYNDY et al., 2015). No presente estudo, dois tipos de tampdes
diferentes foram utilizados para cobrir faixa de pH testada e, de acordo com Baron et al.
(2005), os resultados para a producao de atividade lipase podem variar para diferentes tipos de
solugdes tampédo (BARON; TURRA; MITCHELL, 2005).

Tabela 6 — Valores criticos e solucéo predita pela analise DCC.

Valores Criticos; Variavel: U/g; Solucdo: Valor maximo predito na solu¢do: 8,170359
Observado - Minimo ~ Valores Criticos  Observado - Maximo

pH 4,31 7,71 7,68
% Oleo 1,59 11,34 18,40
Temperatura 21,59 32,74 38,40

Como pode ser visto nos resultados da ANOVA, na Tabela 7, o efeito linear do pH foi
significativo nos resultados finais da atividade da lipase (p<0,05). Além disso, a predi¢cdo do
modelo pode explicar 90,20 % dos resultados da atividade da lipase encontrados, como
mostrado pelo valor R? de 0,9020, sugerindo uma boa correlagdo entre os resultados

experimentais e os valores tedricos preditos pelo modelo.

Tabela 7 — Resultados da ANOVA do DCC.

ANOVA; Var.:U.g™"; R*=0,90207; Adj:0,83678; 3 fatores, 1 Bloco, 16 Tratamentos; MS
Residual=0,5715301 DV: U.g*

SS df MS F P
(L)pH (L) 4437315 1 4437315  77,63922  0,000010
pH (Q) 255707 1 255707 4,47408 0,063531
(2)% Oleo(L) 011692 1  0,11692 0,20457 0,661762
% Oleo(Q) 027350 1 027350 0,47854 0,506536
(3)Temperatura(L) 016788 1  0,16788 0,29374 0,600993
Temperatura(Q) 009471 1  0,09471 0,16571 0,693462
Erro 514377 9 057153

Total SS 5252346 15

*SS = Soma dos quadrados; df = Grau de liberdade; MS = Média quadrética; F = Razdo F; P = Razdo p;

44



L = linear; Q = Quadratico.

Duas possiveis explicacOes para o efeito do pH no cultivo podem ser: tipo de solucao
tampdo (tipo de sal utilizado) e nivel de pH. J& que o tampéo acetato foi utilizado para pH
inferior a 6,00 e o tampé&o fosfato foi utilizado para pH 6,00 ou superior, a influéncia na
atividade final da lipase pode ser devida tanto ao tipo de tampdo quanto para o nivel de pH ou
a uma combinacdo de ambos os fatores. Outros estudos também encontraram o nivel de pH
como um fator contribuinte para a producédo final de lipase, por exemplo em trabalho com
Rhodotorula glutini e C. rugosa, encontraram a producdo maxima de lipase a uma faixa de pH
de 7,00 a 8,00, em cultivo em estado sélido com bagaco de cana de acglcar e solugdo de
nutrientes (FERRAREZI et al., 2014). Além disso, Rekha et al (2012) encontraram maior
producéo de lipase a pH 6,00 enquanto cultivavam Candida rugosa sob cultivo em estado
solido a uma faixa de pH de 3,00 a 8,00.

Como é observado, obtiveram-se os maiores resultados de atividade de lipase com
solucdes tampdo fosfato de sédio pH 7,00 e 7,60. Analisando os perfis de pH (Figura 8),
medidos a 0, 24, 48, 72 e 96 h, pode-se observar que aqueles tratamentos com pH inicial de
6,0 ou superior tiveram uma queda subita no nivel de pH as 48 h, estabilizando
posteriormente em uma faixa de pH de 3,00 a 4,00. Juntamente com esta diminuicdo subita do
pH em 48 h, nos mesmos tratamentos, observou-se a formagdode esporos pretos, que
normalmente sdo vistos em culturas esporulantes de Aspergillus. Em tratamentos com pH
inicial inferior a pH 5,5, ndo foram observados esporos pretos até 96 h de cultivo. Embora
outros estudos tenham mostrado porcentagem de Oleo e temperatura como fatores
significativos na producdo de lipase, neste trabalho essas variaveis ndo foram significativas
(REKHA et al., 2012; TREICHEL et al., 2010). Isso pode ser explicado pela ndo utilizacéo de
nutrientes e meio suplementar, o que limita a producdo de lipase mesmo que seja adicionado
mais Oleo ou se a temperatura estiver em condi¢Oes ideais para metabolismo celular. No
presente trabalho, ao contrario da maioria, nenhum nutriente adicional foi adicionado no CES
para avaliar a producéo de lipase nas condigdes menos dispendiosas. Como mostra He e Tan
(2006), alguns nutrientes em meio de cultura tiveram influéncia significativa na producéo de
lipase, como farelo de soja e K,HPO,4, enquanto trabalhava com Candida sp (HE; TAN,
2006). Embora, muitos relatoss tenham sido feitos para o uso de residuos agroindustriais, a
maioria deles usou suplementos como NH;NO3, extrato de levedura, peptona, NH4,C e
NaNOs, sugerindo que um fator importante € a relagdo C:N, que pode ser controlada por esta
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suplementacdo (KEMPKA et al., 2008; MAHANTA; GUPTA; KHARE, 2008; TREICHEL et
al., 2010).

4.2.1. Validagdo

Usando valores criticos (pH 7,71, 11,34 % de dleo de soja e 32,74 °C) obtidos no
modelo de previsdo estatistica (Tabela 6), o cultivo foi feito em triplicata, para validar o
modelo. Para uma investigacdo mais aprofundada da dindmica da cultura, a atividade de
celulase e a atividade da protease foram medidas. Na Figura 10 sdo mostrados os resultados

dos perfis para a atividade da lipase e para o pH.

10 —=— Atividade Lipolitica 4 10

8 -8
)
2 %] 18
[}
O
= 4 44
4 5
-
[}
©
T 24 12
©
=
<

0 40

-2 T T T T T T T T T T ! -2

0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 10 — Perfis de atividade lipolitica e pH do cultivo de validacdo do modelo estatistico.

Os resultados para a atividade da celulase, atividade protease, proteinas totais e
acucares redutores sao mostrados na Figura 13, no Apéndice. Conforme observado na Figura
10, a atividade de lipase em 96 h de cultivo atingiu 8,19 +0,34 U.g, que é muito semelhante
ao valor previsto pelo modelo estatistico (8,17 U.g™). Junto com a atividade da lipase, a
atividade de celulases e a atividade de proteases também aumentaram com o tempo de cultivo,

atingindo valores mais altos em 96 h, com 7,93 U.g" e 6,91 U.g*, respectivamente. Os
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resultados para proteinas totais e aglcares redutores mostraram 0 que ja era esperado, um
ligeiro aumento no teor total de proteina soltvel e diminuigdo dos agUcares redutores totais

(material suplementar).

4.3. PRODUCAO DE LIPASE EM BIORREATORES COM AERACAO E
BIORREATORES COM AGITACAO

4.3.1. Biorreatores com aeracao forcada em leito fixo

O teste de producdo de lipasenos biorreatores com ar for¢ado através de um leito fixo
em reatores cilindricos apresentou comportamento semelhante ao cultivo em frascos de vidro
tipo Erlenmeyer de 125 mL, evidenciando queda de pH até 48 h e posterior estabilizacdo na
faixa de pH 3,00-4,00. Semelhantemente, o perfil de atividade lipolitica foi aumentando até
alcancar maior ponto as 96 h de cultivo. No entanto, a atividade da lipase, neste cultivo de
aumento de escala (Grupo 2), as 96 h (9,83 U.g™) foi maior que a encontrada em condigdes
ideais para os biorreatores em frascos de 125 mL no mesmo tempo de cultivo (8,19 U.g™). De
acordo com a literatura, os biorreatores de estado s6lido com passagem forcada de ar através
de leito fixo tém melhor transferéncia de calor e melhor capacidade para remover o calor
metabolico do substrato (MITCHELL et al., 2000). Mo et al. (2004) também relataram maior
producdo de enzimas usando cultivo em estado sélido com aeracdo forcada em leito fixo,
concluindo que esta técnica aumentou a producao de celulases por cultivo de P. decumbens
(MO; ZHANG; LI, 2004). A Figura 11 demonstra os perfis de atividade de pH e lipase para

este cultivo.
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Figura 11 - Perfil de atividade de lipase e pH para aumento de escala com biorreator com leito

fixo e passagem de ar no leito.

4.3.2. Biorreator de tambor agitado em escala piloto

A atividade de lipase e os resultados de pH para o teste de producdo de lipase em
biorreator de tambor agitado sdo mostrados na Figura 12. Pode-se observar que o resultado
para a atividade da lipase a 96 h (6,37 +0,02 U.g™) foi menor do que os resultados
encontrados para os outros tipos de biorreatores testados. O perfil de pH apresentou
comportamento diferente do observado na validagdo e teste do biorreator aerado. Neste caso,
0 pH mais baixo foi de 4,85, ndo alcancando a mesma faixa de pH de 3,00-4,00 observada em
outros cultivos. Ap6s 48 h de cultivo, observou-se evolugdo de aromas de decomposicao
organica, na saida de ar, indicando uma possivel contaminacdo no biorreator. Sabe-se que 0
bagaco de malte tem alto teor de umidade, valor nutricional e acUcares fermentaveis, sendo
muito suscetivel a contamina¢do microbiana (THIAGO; PEDRO; ELIANA, 2014). Além
disso, a mistura mecénica do substrato foi realizada a cada 24 h durante 30 min para
homogeneizacdo e isso poderia prejudicar certas estruturas de fungos filamentosos. O mesmo
autor afirma que a agitacdo intermitente poderia ser benéfica para o cultivo em casos com
problemas elevados de adensamento do leito em reatores estaticos (MITCHELL et al., 2000;
MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006). Ao simular essa escala piloto, percebeu-se que o
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alto teor de umidade no bagacgo pode ter favorecido um eventual contaminante ja presente no

bagaco desde a sua retirada da fabrica.
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Figura 12 — Perfil de atividade de lipase e pH durante teste em escala piloto.

4.4. PREPARADO ENZIMATICO SOLIDO

Conforme ja demonstrado, uma possivel estratégia para reducdo de custos associados
com a rota enzimatica em producdo do biodiesel, € o uso de um sélido fermentado, rico em
lipase, produzido através de CES, para catalise de reacOes de esterificacdo e transesterificacdo
(SALUM et al., 2010). Neste caso, ndo somente o substrato seria de baixo custo, no caso de
residuos agroindustriais, como também os custos de purificacdo e imobilizacdo de lipases
seriam reduzidos. De maneira semelhante, para avaliar o uso deste sélido enzimatico, foi
utilizado o cultivo de 96 h, com pardmetros otimizados, para realizar testes de
transesterificag&o.

Apos 18 h de reacdo de transesterificacdo, a analise de CG mostrou converséo de 2,15
% de ésteres etilicos. Embora a conversao da transesterificacdo tenha sido baixa, a atividade

de lipase medida no PES (7,35 +0,13 U.g™) foi uma atividade relativamente mais baixa que
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encontrado nos cultivos de reatores de leito fixo com e sem aeragdo, mas levando em conta
que 0 processo visa imobilizar as enzimas para reuso, pensa-se que, ja que manteve resultados
parecidos, pode se tornar uma alternativa interessante para uso como biocatalisador em mais
testes. Em um trabalho semelhante, produzindo PES rico em lipase com R. microsporus, foi
encontrado cerca de 17 % de conversdo de biodiesel ao mesmo tempo (18 h), mas achou
maior conversdo em 72 h de reacéo, atingindo uma converséo de 68 % (ZAGO et al., 2014).
Salum, et al. (2010), mostrou que o solido fermentado produzido através de CES de B.
cepacia, em uma mistura de bagaco de cana de agucar e farinha de semente de girassol, foi
capaz de catalisar transesterificacdo de 6leo de soja, atingindo 95 % de conversdo em 46 h de
reacdo. A técnica de preparado enzimatico solido ja foi relatada na literatura, para o
tratamento de residuos e para a producdo de biodiesel, como "Sélido fermentado com
atividade lipolitica”, apresentando um bio-produto promissor para as industrias (ROSA et al.,
2006; ZAGO et al., 2014). Em testes de tratamento de efluentes com 6leo e graxa, Rosa et al.
(2006) conseguiram usar PES com atividade lipolitica (32,3 U.g™), produzido através de CES
de Penicillium restrictum em residuo da industria de éleo de babacu, conseguindo deixar o
efluente em condicBes ambientalmente legais de descarte. O autor conclui que tais trabalhos
representam uma contribuicdo importante como auxilio em tratamentos biol6gicos de

efluentes com altos teores de 6leo (ROSA et al., 2006).
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Capitulo 5 — Conclusdes

Neste trabalho, a producdo de lipase em cultivo em estado sélido de Aspergillus
brasiliensis foi otimizada utilizando analise de DCC e o resultado foi validado com
parametros 6timos de pH 7,71 (tampéo fosfato 0,2M), 11,34% de 6leo de soja a 32,74 °C,
obtendo um valor maximo de atividade lipolitica de 8,17 U.g™.

Além disso, as condi¢bes Otimas obtidas na analise estatistica foram utilizadas para
produzir lipase em diferentes tipos de biorreatores de estado solido, obtendo maiores
resultados de atividade de lipase extracelular em biorreator de leito fixo com aeracgéo forcgada,
apresentando atividade de lipase de 9,83 U.g™.

Os resultados obtidos em teste de reator em escala piloto foram relativamente mais
baixos que os demais resultados encontrados para 0 mesmo tempo de cultivo dos outros
reatores (96 h), com atividade lipolitica de 6,37 U.g™. O resultado mais baixo, comparado
com os valores de atividade de lipase encontado nos cultivos em reator aerado e reator de
bandeja, podem ser devido a contaminacdo ocorrida no reator em escala piloto.

Adicionalmente, foi realizado um Preparado Enzimatico Sélido (PES) para avaliar a
atividade da lipase e a conversdo de Oleo de soja a ésteres etilicos de lipidios, obtendo
resultados de atividade de lipase comparavel com os resultados dos cultivos em diferentes
biorreatores, com 7,34 U.g™ e 2,15% de conversdo de transesterificacdo em 18 h de reagéo.
Embora a conversdo de biodiesel tenha sido menor do que os trabalhos semelhantes na
literatura, a reacdo ndo foi otimizada ou testada em tempo de reacdo mais longo, o que

poderia melhorar as taxas de converséo.
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Capitulo 6 — Perspectivas

Apesar dos melhores resultados terem sido em 96 h de cultivo, ndo foram realizados
cultivos em maiores periodos de tempo para saber se poderiam ser obtidos melhores
resultados. Também, a otimizacdo foi realizada em reatores de bandeja sem passagem de ar,
mas os reatores de leito fixo com passagem forcada de ar se mostraram mais produtivos nas
mesmas condi¢Bes de cultivo. Desta forma, em trabalhos futuros, pode-se fazer uma
otimizacdo das condigOes em reatores de leito fixo de passagem forgada de ar, visto que as
condicBes 6timas podem ser diferentes.

Analisando os resultados relativamente mais baixos em reator de escala piloto, uma das
razdes deste fato pode ter sido a possivel contaminagdo, mais aparente a partir de 48 h de
cultivo. Apesar de ja ser esperado que ocorresse a contaminacdo, visto que ndo houve
esterilizacdo do bagaco, ndo se sabia ao certo qual seria a influéncia na atividade de lipase
observada. Como nao foi observada a presenca de esporos pretos apos 48 h de cultivo, como
observado nos cultivos de validacdo e reatores cilindricos de leito fixo com passagem de ar,
imagina-se também que a baixa atividade pode estar relacionada a baixo crescimento celular
de Aspergillus brasiliensis. Em trabalhos futuros, esse cultivo de escala piloto pode ser
realizado sem adicdo suplementar de solucdo tampdo ou agua, jd que baixos teores de
umidade no substrato favorecem culturas como fungos filamentosos e ndo favorece culturas
de bactérias e leveduras, evitando contaminacao.

A producédo de lipase no cultivo em estado solido foi otimizada neste trabalho, mas
estudos adicionais sdo necessarios para otimizar a aplicacao de lipase como PES em processos
industriais, como conversdao de biodiesel, biorremediacdo e tratamento de efluentes. De
acordo com a literatura, os testes de transesterificacdo que foram realizados neste estudo
foram superficiais, somente para fins de teste preliminar. O tempo de reacdo do teste de
transesterificacdo foi baixo em comparagcdo com outros trabalhos e o PES néo foi testado
como possivel agente de recuperacdo de efluentes. Ambas as aplicagdes tém importancia
industrial e poderiam justificar novos trabalhos com o cultivo. Nota-se também que, apesar de
parecerem baixos os resultados de atividade, pode ser possivel o reuso desse material,

podendo se tornar viavel para processos industriais.
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Capitulo 7 — Apéndice
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Figura 13 - Perfis para (a) proteinas solveis e agucares redutores e (b) atividade de celulase e

protease para o cultivo de validacéo.

Para melhor avaliar o cultivo da validacdo do modelo 6timo de cultivo, resultados de
proteinas totais, acUcares redutores, atividade de celulase e atividade de protease foram
coletados e analisados. Os perfis de proteinas solUveis e acUcares redutores apresentaram
comportamento que ja era esperado. O microrganismo usa-se dos aguUcares disponiveis para
seu metabolismo, em um primeiro momento do cultivo, fazendo que o teor de acucares
diminuia nas primeiras horas de cultivo. A partir de um certo ponto, as enzimas presentes no
cultivo, como celulases, cumprem o papel de liberacdo de acucares fermentesciveis no meio,
aumentando os teores de agucares redutores. Isso também pode ser comprovado pelo aumento
de proteinas totais, visto no mesmo momento em que 0s aclcares redutores aumentaram.
Outro comportamento ja esperado era o crescimento de atividade de celulase e protease com o
aumento do cultivo. Como o substrato é rico em celulose e ndo havia suplementacdo do meio
de cultivo, era esperado que houvesse maior producédo de celulase a medida que aumentasse 0
tempo de cultivo.
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