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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo produzir enzimas lipoliticas por fermentacao
em estado solido em um biorreator de leito fixo, empregando para isso o fungo
mesofilico Metarhizium anisopliae ICB 421 e o fungo termofilico Thermomucor
indicae-seudaticae N31, utilizando como substrato bagaco de cana de acucar
(BC), farelo de trigo (FT) e gréos de soja moida (S). As enzimas produzidas
podem ser utilizadas para diversos fins industriais, entre eles a producao de
biodiesel. Os testes para producdo de enzimas foram realizados inicialmente
em sacos de polipropileno e apresentaram para M. anisopliae atividade
lipolitica de 13,71 U/gss a 28 °C, em meio composto por 50% BC, 25% FT e
25% S, com umidade de 70% e cultivado por 5 dias; para T. indicae-seudaticae
atividade lipolitica de 2,81 U/gss a 45 °C, em meio composto por 50% BC,
25% FT e 25% S, com umidade de 70% e cultivado por 2 dias. Nestes ensaios,
as variaveis testadas, composicdo do meio, umidade inicial, substituicdo do
6leo de soja por farelo de soja e tempo de fermentacéo, afetaram a atividade
das enzimas obtidas. Na sequéncia, como parte do aumento de escala, os
ensaios foram conduzidos em dois biorreator de leito fixo, tendo-se como
variaveis a vazao de ar e a umidade inicial do substrato, sendo que ambas
afetaram a atividade enzimética, que atingiu 5,61 U/gss para M. anisopliae a
28 °C, em meio composto por 50% BC, 25% FT e 25% S, com umidade de
70%, vazao ar 180 L/h, cultivado por 5 dias, e 2,48 U/gss para T. indicae-
seudaticae a 45°C, em meio composto por 50% BC, 25% FT e 25% S, com
umidade de 70%, vazdo ar 80 L/h, cultivado por 2 dias. Das enzimas
produzidas, a de M. anisopliae apresentou valores muito baixos de
transesterificacdo, descartando-a para a aplicacdo na obtencao de biodiesel,

mas a de T. indicae-seudaticae mostrou-se promissora para esta aplicacao.

Palavras-chave: Lipase, Metarhizium anisopliae, Thermomucor indicae-

seudaticae e fermentagédo em estado solido (FES).



ABSTRACT

This study aimed to produce lipolytic enzymes through solid state

fermentation (SSF) in a fixed-bed bioreactor, using Metarhirium anisopliae ICB
421 mesophilic fungi and Thermomucor indicae-seudaticae N31 thermophilic
fungi, and sugar cane bagasse, wheat, and soybeans as substrate. The
enzyme produced can be used for various industrial purposes, including
biodiesel production. Tests for enzyme production initially performed in
polypropylene and showed to M. anisopliae lipolytic activity of 13.71 U / gds at
28 ° C in medium composed of 50% BC, and 25% FT 25% S, with 70%
humidity and cultivated for 5 days for T. indicae seudaticae lipolytic activity of
2.81 U/ gds at 45 ° C in medium composed of 50% BC, and 25% FT 25% S,
with 70% humidity and cultivated for 2 days. In these assays, the variables
tested, medium composition, initial moisture, replacement of soybean oil by
soybean meal and fermentation time, affected the activity of the enzymes
obtained.
Furthermore, as part of scaling, tests were conducted in a fixed bed bioreactor,
testing again the process conditions for optimizing the production of lipase; the
variables used in this step were air flow, and initial substrate moisture, both of
which affect the enzymatic activity, that reached 5.61 U/gds to M. anisopliae at
28°C in medium composed of 50% BC, and 25% FT 25% S, with 70% humidity,
air flow 180 L/h, for 5 days, and 2.48 U/gds for T. indicae-seudaticae at 45°C in
medium composed of 50% BC, and 25% FT 25% S, with 70% humidity, air flow
80 L/h, for 2 days. . Enzymes produced, M. anisopliae showed very low
transesterification, dismissing the application for obtaining biodiesel, but for T.
indicae-seudaticae has shown promise for this application.

Keywords: Lipase, Metarhizium anisopliae, Thermomucor indicae-seudaticae e

solid state fermentation (SSF).
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1. INTRODUCAO

Segundo Salihu et al. (2012), “a bioconversédo de residuos agricolas para
producdo de enzimas ou outros produtos de maior valor agregado, ocupara posicao
de destaque no futuro da biotecnologia, principalmente por apresentar o conceito de
sustentabilidade e por sua flexibilidade, alcangando tanto os paises desenvolvidos
quanto aqueles em desenvolvimento”. As enzimas podem ser empregadas nos mais
diversos tipos de processos industriais, sendo as principais vantagens dos
processos enzimaticos a sua especificidade, condi¢cbes brandas para operacdo e
reducao da producao de residuos, que resultam em menores custos de construcéo e
operacdo das plantas, menor gasto energético e menor custo de tratamento
residuos. (HASAN, et al. 2006).

Enzimas de origem microbiana sao mais utilizadas que aquelas provenientes
das plantas e dos animais devido a grande variedade de atividades cataliticas
disponiveis, a maior produtividade, a facilidade de manipulacdo genética e a oferta
regular, em decorréncia da auséncia de flutuacdes sazonais e do crescimento rapido
dos microrganismos. Além, de serem mais estaveis que suas correspondentes
obtidas de fontes animais e vegetais, a producdo de enzimas microbianas € mais
pratica e segura. Porém, até 2006 apenas 2% dos microrganismos do mundo

haviam sido testados como fontes de enzimas (HASAN, et al. 2006).

Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) sdo importantes enzimas
industriais e, devido a sua versatilidade, estdo presentes em diferentes processos. O
crescente interesse na producdo de lipases esta associado a aplicacbes como
aditivo alimentar (alteracdo de sabor), na quimica fina (sintese de ésteres), em
detergentes (hidrélise de gorduras), no tratamento de &aguas residuais
(decomposicdo e remocao de substancias oleosas), em cosméticos (remocéo de
lipidios), em produtos farmacéuticos (digestdo de 6leos e gorduras de alimentos), no
processamento de couro (remocao de lipidios das peles de animais) e em ensaios
biomédicos (triglicerideos no sangue). Além disso, as lipases tém uma aplicacdo
importante no campo da bioenergia, especialmente na producdo de biodiesel, um
setor em expansdo, como resultado da crescente procura mundial por energia
renovavel (SALIHU et al. 2012).
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O engenheiro mecanico alemao Rudolf Diesel,inventor do motor a diesel,
disse em um discurso em 1912 que: “O uso de oleos vegetais como combustivel
pode parecer insignificante hoje em dia. Mas com o tempo, ird se tornar téao

importante quanto o petroleo e o carvdo o sdo atualmente” (KNOTHE et al, 2005).

Um século apos esta afirmacdo, o cenario energético tem despertado um
continuo interesse de investigacdo para obtencao de combustiveis ndo derivados do
petréleo, renovaveis e ndo poluentes. As reservas mundiais de energia primaria e
matérias-primas sdo limitadas; segundo estimativas de 2007, as reservas de carvao
sao suficientes para atender a demanda de 211 anos, as de gas natural de 56 anos
e as de petroleo de 34 anos (AGARWAL, 2007). Devido aos crescentes custos de
exploracdo dos combustiveis fosseis e a limitacdo de emissédo de poluentes imposta

por tratados internacionais, as buscas por combustiveis alternativos, acentuaram-se.

Uma alternativa ao alto custo das lipases comerciais é a identificacdo de
microrganismos produtores de lipases em niveis e quantidades suficientes para
viabilizar seu cultivo e producdo. Recentemente, Ferrarezi (2011) demonstrou que o
fungo termofilico Thermomucor indicae-seudaticae N31 produziu satisfatoriamente
lipases em fermentacdo em estado sélido (FES), sendo uma opcédo interessante
para possivel aplicacdo industrial. Por outro lado, fungos entomopatogénicos, tais
como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, necessitam secretar lipases
para poderem atacar o0 exoesqueleto dos insetos hospedeiros (MEYLING,

EILENBERG, 2007), tornando-se assim uma alternativa a ser avaliada.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo principal a produgéo de
enzimas lipoliticas por FES em um biorreator de leito fixo, em escala de bancada,

em quantidades passiveis de despertar o interesse para aplicacdes industriais.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi de produzir lipases por fermentagdo em
estado solido empregando-se os fungos mesofilico Metarhizium anisopliae ICB 421
e termofilico Thermomucor indicae-seudaticae N31 em escala de sacos de
polipropileno e em biorreator de bancada de leito fixo.

Os objetivos especificos foram:

e Realizar experimentos em sacos de polipropileno, tendo como variaveis a

composi¢cdo do meio de cultivo, a umidade do substrato e a temperatura, de

modo a obter a condigdo 6tima de fermentacao;

e Realizar fermentacbes em biorreator de bancada de leito fixo na melhor
condicdo observada na escala de sacos de polipropileno, tendo como
variaveis a umidade do meio, a temperatura e a vazao de ar, avaliando-se ao
final dos experimentos as distribuicbes longitudinais de umidade e de

atividade enzimatica;

e Comparar as quantidades de enzima produzida em ambas as escalas de

processo e entre ambos 0s microrganismos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Lipases

Lipases (EC 3.1.1.3, hidrolase do éster de glicerol, ou triacilglicerol
acilhidrolase) sdo uma classe de enzimas de consideravel relevancia fisiologica e
grande uso industrial, que catalisam a hidrélise, a esterificacdo (sintese), e a
transesterificacdo (troca do grupo de ésteres). Sao utilizadas em diversos processos,
tais como a hidrélise de gorduras, o desenvolvimento de aromas em produtos
lacteos, a sintese de ésteres, a transesterificacdo de 6leos e gorduras, a producéo
de compostos organicos quirais, de produtos de limpeza e de tratamento residuos
domeésticos e industriais (SHARMA et al., 2001; SAXENA et al.,2003).

Sharma et al. (2001) j4 apontavam a perspectiva de que as lipases seriam
no futuro, tdo importante industrialmente como sao as proteases e as carboxilases e
as hidrolases. Marchetti et al. (2007) relatam a relevancia que as lipases adquiriram,
guando passaram a ser empregadas largamente como catalisadoras para reacoes

de esterificacéo e transesterificacdo, responsaveis pela producéo de biodiesel.

A maior aplicacdo comercial de lipases se encontra na industria quimica,
para fabricacdo de detergentes em p0, representando aproximadamente 32% do
total do volume de lipases vendidas no mundo. Para serem utlizadas em
detergentes, estas lipases necessitam ser termoestaveis e permanecerem ativas em
ambientes alcalinos, tipicos de maquinas de lavar. Anualmente estima-se que 1000
toneladas de lipases sdo adicionadas a aproximadamente 13 bilhdes de toneladas
de detergente (SHARMA et al., 2001).

HASAN et al. (2006) afirmaram que as lipases podem ser utilizadas em

diversos processos, entre ele:

v' Producédo de polimeros biodegradaveis: aplicac6es na sintese organica para
producdo de compostos biodegradaveis;

v' Na industria téxtil: auxiliando na remocado de lubrificantes, de modo a
proporcionar um tecido com maior capacidade de absorcdo do tingimento e
reducgéo da incidéncia de estrias e rachaduras por abrasdo nos tecidos;
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Na industria de detergentes: permite que se utilize temperatura mais branda
na lavagem, gerando ganho energético e ambiental, pois diminui a quantidade
produzida de residuo e sua toxicidade;

Na industria de alimentos em geral: adicionada aos alimentos para modificar o
sabor, atuando na sintese de ésteres de acidos graxos de cadeia curta e de
alcoois, que sao conhecidos compostos que conferem sabor e odor;

Como ferramenta de diagndstico médico: sdo importante como alvos
terapéuticos ou marcadores enzimaticos no setor médico. Podem ser
utilizadas como ferramentas de diagnostico e sua presenca, ou 0 aumento de
seus niveis, pode indicar infec¢cdo ou determinada doenca;

Na industria de laticinios: sdo amplamente utilizadas na hidrolise de gordura
do leite para real¢ar o sabor e acelerar a maturacdo dos queijos, no auxilio a
fabricacdo de bases de queijos e na lipélise de manteiga e creme de leite;
Aplicagdo médica: podem ser utilizadas como auxiliares digestivos, agentes
terapéuticos no tratamento de distarbios gastrointestinais e manifestacées de
alergia digestiva;

Como biossensores: baseado na dissolugdo enzimatica catalisada de um
filme de polimeros biodegradaveis;

Na industria de couros: representam um método mais ecoldgico de remocao
de gordura de couros bovinos, permitindo a completa substituicdo de
tensoativos e solventes;

Tratamento de residuos e tratamento esgotos: sao utilizadas em lodo ativado
€ outros processos aerébios de tratamento de residuos, em que as camadas
finas de gordura tem de ser continuamente removidas da superficie dos
tanques aerados para permitir o transporte de oxigénio, e na degradacao de
detritos organicos, na limpeza de tanques de retencdo, fossas sépticas e
caixas de gordura;

Na Indastria de papel e celulose: utilizadas em larga escala desde o inicio de
1990, sua aplicacdo aumenta a taxa de producdo de pasta de celulose,
diminui o0 uso de produtos quimicos, prolonga a vida util dos equipamentos,
reduz o nivel de poluicdo das aguas residuais, economiza energia e tempo, e

reduz o custo de producao;
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v" Na producédo de biodiesel: € uma via de condicdes de processamento mais
brandas para a producéo de biodiesel, gerando menos poluentes do que a via

catalitica quimica.

Lipases séo produzidas por microrganismos (bactérias e fungos), animais e
vegetais, embora o0s preparados comerciais sejam principalmente de origem
microbiana, pois possuem baixos custos de producdo e por suas propriedades
serem de facil modificagdo, através de manipulagdo genética dos microrganismos
produtores. As lipases microbianas podem ser de origem extracelular e intracelular
e ambas podem ser utilizadas para a sintese de biodiesel, mas a maioria das
pesquisas tem sido conduzidas através do emprego de preparacfes comerciais das
lipases extracelulares (ANTCZAK et al., 2009).

Silva et al. (2009) informam que numero de lipases disponiveis tem
aumentado consideravelmente na Ultima década, estimulado pelo aumento da
demanda por estes biocatalizadores, o que tem também fomentado o aumento dos
estudos sobre producado de lipases microbianas e sobre a caracterizacdo de novas
enzimas lipoliticas, além do desenvolvimento de novos processos de purificacdo. A
maioria das lipases usadas nas industrias € de origem microbiana, obtidas a partir
de diferentes espécies de fungos e bactérias. O Quadro 3.1 resume o0s principais

microrganismos e empresas produtoras de lipases para aplicagdo comercial.

Um grande numero de fungos filamentosos tem sido estudado para a
producdo de lipases, pois as enzimas produzidas por fungos sado normalmente
extracelulares, o que facilita a extragdo da enzima do meio de fermentacdo (BEYS
SILVA et al., 2005).

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza, desenvolvem-se numa
grande variedade de habitat, incluindo ambientes extremos. Fungos mesofilicos
possuem temperatura Otima de multiplicacdo entre 25°C e 40°C, com minima e
maxima entre 5°C e 50°C, respectivamente. Entre os mesofilicos para producao de
lipases destacam-se o0s fungos entomopatogénicos, que parasitam insetos,
matando-0s ou incapacitando-os, secretando lipase para atacar o exoesqueleto dos

hospedeiros e possibilitando a invasdo. Pela necessidade de excretar lipase para a
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invasdo do hospedeiro, fungos entomopatogénicos representam importante via de

interesse para a producéo industrial de lipases (GOMES et al., 2007).

Metarhizium anisopliae é um fungo entomopatogénico produzido
comercialmente, sendo amplamente distribuido na natureza como parasita de mais
de 200 espécies de insetos. E empregado com sucesso no controle bioldgico de
pragas que atacam principalmente as lavouras de cana-de-acucar, com destaque
especial para a cigarrinha-das-raizes, Mahanarva frimbriolata, e a cigarrinha-da-
folha, Mahanarva posticata. (ALVES, 1998; TAVASSOLI et al., 2012).

Outro grupo de interesse sado os fungos termofilicos, que possuem
temperatura 6tima de multiplicacao entre 45°C e 65°C, com minima e maxima entre
35°C e 90°C, respectivamente. Normalmente, desenvolvem-se em processo de
compostagem durante a fase de alta temperatura (acima de 40°C), sucedendo a
microflora mesofilica, que consome as fontes de carbono prontamente assimilaveis e
solaveis (acUcares, aminoacidos e &cidos organicos) ou polimeros de acesso mais
facil, gerando calor metabdlico. Com o aumento de temperatura, 0S microrganismos
termofilicos se desenvolvem, porém, ndo encontram fontes de carbono facilmente
acessiveis, restando compostos cuja degradacdo requer intensa liberacdo de
enzimas extracelulares. Por isso, espera-se que fungos termofilos sejam potenciais

produtores de lipases em meios ricos em acidos graxos (GOMES et al., 2007).

Espera-se que enzimas extracelulares produzidas por microrganismos
termafilos, sejam capazes de catalisar reagbes que ocorram em temperaturas iguais
ou superiores a de seu cultivo, ou seja, acima de 45°C. Tal termotolerancia é
interessante do ponto de vista industrial, pois permite maior flexibilidade aos
processos que empregam biocatalisadores. Umsza-Guez (2009) utilizou o fungo
Thermomucor indicae-seudaticae N31, para produzir pectinases por FES em
biorreator de leito fixo, e concluiu que este fungo produz satisfatoriamente né&o
somente exo-PG e endo-PG, mas outras enzimas de interesse comercial, tais como
celulases, xilanases, avicelases, amilases, manganés peroxidases e lignina
peroxidases. Posteriormente, Mehreb (2010) constatou que este fungo também

produz proteases em grandes quantidades por FES.
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Ferrarezi (2011) testou linhagens termofilicas Thermomyces lanuginosus
Rob., Thermoascus aurantiacus CBMAI756, Rhizomucor pusillus, Thermomucor
indicae-seudaticae N31, Myceliophthora sp F2.1.4, Myceliophthora sp F2.1.3,
Myceliophthora sp F2.1.1, Thermomyces lanuginosus TO-03, Thermomyces
lanuginosus TO-05 e Thermomyces lanuginosus Rob. As cepas de T. indicae-
seudaticae N31 e Rhizomucor pusillus foram escolhidas para a continuidade dos

estudos, por serem as melhores produtoras de lipases em FES.

Uma aplicacdo para as lipases que tem recebido bastante atencdo da
literatura € para a producdo de biodiesel. O termo biocombustivel se refere a
combustiveis, solidos (carvao bioldgico), liquidos (6leo vegetal, bioetanol e biodiesel)
ou gasosos (biogas, gas natural e biohidrogénio) produzidos a partir de biomassa
(DEMIRBAS, 2009). Essa grande variedade de combustiveis produzidos a partir de
materiais de origem biol6gica e a descricdo de suas rotas de conversdo, foram
sistematizadas por Argawal (2006) e é apresentada pela Figura 3.1.

Figura 3.1: Rotas de conversao de biomassa a biocombustiveis
(Extraido e modificado de Agarwal, 2007)
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Biodiesel, segundo Agarwal (2006), € o nome dado ao combustivel mono-
alquil & base de éster de queima limpa, feito de materiais naturais, de fontes
renovaveis. E um combustivel mais oxigenado do que o 6leo diesel, raz&o pela qual
possui a combustdo mais completa, e gera menos formacao e emissao de particulas
poluentes. O biodiesel € compativel com o Oleo diesel e pode ser misturado em
qualquer proporcao para criar uma mistura estavel, podendo ser usado em motores

sem modificagdes significativas.

Quintella et al. (2009) ilustram o crescente interesse pelo biodiesel através
das evolucbes anuais de artigos e patentes, como mostra a Figura 3.2, mostrando
ser uma area competitiva em termos de pesquisa cientifica e tecnoldgica. A Figura
3.3 mostra a evolugdo das pesquisas e patentes compiladas através da base de
dados ISI-Web of Knowledge, onde se observa que o niumero de publicacdes e
patentes que empregam enzimas na producdo de biodiesel ainda é pequeno,
havendo espaco consideravel para pesquisas na area.

De acordo com Vacatto et al. (2010), a partir de 2005, com o inicio do
Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), a producdo de
biodiesel passa ser tema estratégico, com estimulo a tecnologia e pesquisa de
inovacdo, com o objetivo de introduzir de forma sustentavel o uso desta fonte de

energia renovavel na matriz energética do Brasil.

Figura 3.2: Evolugéo de publicacdes e patentes sobre biodiesel
(Extraido e modificado de Quintella et al., 2009)
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Figura 3.3: Artigos publicados e patentes sobre Biodiesel e Biodiesel e Enzimas, indexados
pela base de dados ISI- Web of Knowledge.

Dentre as alternativas para converter o Oleo vegetal a biodiesel, a
transesterificacdo tem sido a preferida pelos pesquisadores. Transesterificacdo € a
transformacédo de um éster carboxilico em outro, através da troca do grupo funcional
RO- presente no éster original, por outro grupo semelhante proveniente de um
alcool, na presenca de um catalisador ou ndo, para dar origem a glicerina e a mono-
alquil ésteres (biodiesel), como mostra a Figura 3.4 (DABDOUB et al., 2009).

7

Tradicionalmente, o biodiesel € produzido através das reacdes de
transesterificacdo de diferentes tipos de triglicerideos (6leo/gorduras) reagindo
diretamente com um alcool de cadeia curta, geralmente metanol ou etanol, para
produzir ésteres e glicerina. Para tornar isso possivel, um catalisador € adicionado a
reacdo (MARCHETTI et al., 2007; DABDOUB et al., 2009).

Na producéo industrial de biodiesel, os catalisadores quimicos utilizados na
transesterificacao (geralmente uma base forte) fornecem rendimento da reacéo de
transesterificacdo perto de 99%. Porém a producdo global de biodiesel é
relativamente limitada, pois os catalisadores basicos tradicionais requerem 6leo com
elevada pureza, praticamente isentos de AGL, fosfatideos e agua, além da
dificuldade de recuperacdo da glicerina pura, a formagdo de sabdes, mono e
diacilglicerdis e pigmentos ( ANTCZAK et al., 2009).
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Figura 3.4: Reacéo de transesterificacdo (Extraida e modificada Marchetti et al., 2007)

3.2 Metarhizium anisopliae

Por ser utilizado amplamente em programas de controle de pragas,
Metarhizium anisopliae, juntamente com outro ascomiceto, Beauveria bassiana, séo
os fungos entomopatogénicos melhores caracterizados. M. anisopliae é facilmente
encontrado na natureza, no solo, na rizosfera de plantas ou nos cadaveres de
artropodes como sapréfitas e como parasitas de uma ampla variedade de insetos e
carrapatos (BEYS DA SILVA et al., 2010 ; SCHRANK, VAINSTEN, 2010).

O processo da destruicdo das pragas envolve a adesao do esporos do fungo
a superficie do inseto, sendo complementada pelas fases de germinacéo,
diferenciacdo, penetracdo e invasdo da cuticula do inseto através do crescimento
das hifas. Essa penetracédo ocorre devido a pressdo mecanica das hifas e envolvem
processos de digestdo enzimatica de proteinas, quitinas e lipideos, o que indica a
viabilidade da producdo de amilases, proteases, lipases e quitinases por M.
anisopliae, pois sao pecas fundamentais do mecanismo de invasdo do fungo
(ALVES, 1998).

A adesao é fundamental para o inicio da infecgcdo, pois envolve interacdes
hidrofébicas entre as proteinas da superficie dos esporos e da camada lipidica que
cobre a cuticula de artropodes. A degradacdo dos lipidios é relacionada com a
penetracdo e pré-crescimento de M. anisopliae na cuticula do hospedeiro. As
moléculas de lipidios estdo presentes na epicuticula, a primeira barreira contra
ataque de microrganismos patogénicos dos artrépodes, reforcando a importancia da

presenca de enzimas lipoliticas em diferentes estagios da infeccao inicial, para que
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a mesma seja efetiva. Por isso, além das lipases identificadas na superficie dos
conidios, M. anisopliae produz lipases como parte do processo de infeccdo. O que
se tem € gque a degradacdo da camada lipidica do hospedeiro pode ser importante
para o reconhecimento de um hospedeiro suscetivel, assim como para iniciar
producdo de moléculas nutrientes servindo de apoio ao inicio da germinacdo do
esporo (SCHRANK, VAINSTEN, 2010).

Silva et al. (2009) realizaram o cultivo do fungo M. anisopliae para a
producédo de lipase por FES. Para tanto, utilizaram arroz, acrescidos de solucdo de
peptona. O fungo foi cultivado a 28°C, durante 14 dias, ap6s 0 que os conidios
foram removidos e a atividade enzimatica avaliada, resultando em 25 U/gss (gramas
de solido seco). Foi comprovada a presenca de lipase no micélio fungico e nos
esporos, sendo que a enzima mostrou-se muito hidrofébica, interagindo fortemente

com a resinas utilizadas em processos de purificagao.

Prakash et al. (2008) realizaram ensaios para producdo de esporos de M.
anisopliae, onde o substrato, composto de arroz, sorgo e cevada, foi incubado a 26
°C por 15 dias. As condicdes ideais de umidade e pH para o cultivo em arroz foram

22% e 7,0, respectivamente; para sorgo 75% e 7,0 e para cevada 73% e 6,7.

3.3 Thermomucor indicae-seudaticae

Umsza-Guez (2009) utlizou o fungo termofilico Thermomucor indicae-
seudaticae N31 em seus experimentos para producdo de pectinase em reator de
leito fixo por FES, descrevendo-o como col6nia cotonosa marrom-acinzentada com
crescimento e esporulacdo muito rapida no substrato, menos de 24 horas, tanto em
meio gelatinoso como na FES, aliada a boa producdo enzimatica. Além de bom
produtor de pectinase, T. indicae-seudaticae também produziu outras enzimas
despolimerizantes em quantidades significativas. As condi¢des ideais para producao
das enzimas pectinoliticas foram tempo de cultivo de 24 horas, 45°C e 70% (b.u.) de
umidade do substrato.

Ferrarezi (2011) utilizou T. indicae-seudaticae N31 para producao de lipases

e desenvolveu condicdes de cultivo que elevaram a producao de enzima em até 36
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vezes, destacando entra elas, a auséncia de glicose, o uso de cloreto de aménio e o
uso 6leo de soja como fontes suplementares de nutrientes. As condicdes ideais para
a producao de lipase foram 24 horas de fermentacdo, com concentracao de esporos
5 x 10° esporos/mL e temperatura de 45°C, em um meio composto por 100% de
bagaco de cana enriquecido com 0Oleo de soja, obtendo atividade enzimatica igual a
16,78 U/gss.

3.4 Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

Fermentacdo em estado solido (FES) € definida como a técnica de
fermentacdo envolvendo sdélidos na auséncia ou quase auséncia de agua livre,
utilizando um substrato natural, ou um substrato inerte usado como suporte. O
substrato deve possuir umidade suficiente para sustentar o crescimento e o
metabolismo do microrganismo (SINGHANIA et al., 2009; PANDEY, 2003; PANDEY
et al., 2000).

Soccol e Vandenberghe (2003) e Prakash et al. (2008) apontam que as
técnicas de FES séo de grande interesse para o Brasil, pois possibilitam uma
gestdo sustentavel dos residuos agroindustriais, agregando valor econémico a
estes, além de evitar a geracdo de problemas ambientais.

Existem varios fatores importantes, que afetam os processos FES. Entre
eles destacam-se: a selecdo de uma cepa adequada de microrganismo, a selecéo
do substrato adequado para seu cultivo e a selecdo dos parametros de processo,
fisicos, quimicos, bioquimicos e de engenharia. A grande maioria dos estudos para
obtencdo dos mais diversos produtos por FES exploram fungos filamentosos e
leveduras, sendo as tentativas de utilizacdo de cepas bacterianas pouco
representativas (PANDEY et al., 2000).

A selecao de um substrato para o processo FES depende de varios fatores,
principalmente relacionados com o custo e disponibilidade deste material. No
processo FES, o substrato solido ndo s6 fornece os nutrientes para o crescimento
microbiano, mas também serve como suporte para fixacdo das células. Em alguns

casos, 0 material solido serve apenas de suporte a um substrato liquido e de
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estrutura de sustentacdo para o crescimento microbiano (PANDEY et al., 2000;
UMSZA GUEZ, 2009).

A granulometria e o nivel de umidade séo fatores criticos na escolha de um
determinado substrato. Pequenas particulas, geralmente, proporcionam maior area
superficial que favorecem o ataque microbiano e séo, portanto, consideradas como
caracteristica desejavel. No entanto, particulas muito pequenas podem resultar em
aglomeracao, o que pode interferir negativamente por diminuir a aeragao/respiracao
microbiana (SINGHANIA et al., 2009; PANDEY et al., 2000).

Um grande numero de microrganismos esta sendo cultivado para a
producdo de varias enzimas por FES e residuos agroindustriais estdo sendo

utilizados como substrato, como pode ser visto pela Tabela 3.1.

Além da possibilidade de empregar substratos de baixo valor, a FES é mais
vantajosa do que a fermentacdo submersa (FSm) por resultar numa maior
concentracdo de enzima (SOCCOL et al., 2003). Uma das provaveis razbes para
esse maior rendimento é que na FES as culturas microbianas séo cultivadas em
condicBes mais proximas ao seu habitat natural, adaptando-se melhor as condic6es
da fermentacdo (PANDEY,2003). No entanto, uma caracteristica negativa da FES é
a heterogeneidade da producéo, tanto no tempo quanto no espacgo, tornando
necessdarias etapas posteriores de padronizacdo do produto (ZANELATO, 2011).
Outro aspecto negativo da FES é a dissipacdo deficiente de calor, podendo
comprometer a producao de metabalitos e a propria sobrevivéncia do microrganismo
(SINGHANIA et al., 2009). Esta baixa dissipacdo de calor estd correlacionada a
baixa condutividade térmica molecular dos materiais sélidos e as reduzidas vazdes

de ar empregadas nos biorreatores de FES.

3.5 Biorreatores para FES

O projeto ideal de um biorreator para FES deve buscar solucdes para
superar os problemas dos efeitos da transferéncia de calor e massa e possibilitar
facil adaptacdo do microrganismo. Os fermentadores do tipo bandeja sdo os mais

utilizados no oriente para a producao de alimentos e, portanto, Sdo 0s mais
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estudados. Contudo, nos ultimos anos, tem-se dado atencdo ao desenvolvimento de
fermentadores de leito empacotado, que apresentam baixo custo de confeccao,
baixa manutencao, espaco reduzido e grande facilidade de manuseio (SINGHANIA
et al., 2009).

Os estudos exploratdrios iniciais em FES séo realizados em sacos de
polipropileno ou frascos Erlenmeyer, sem aeragdo. Nestes estudos, precisa-se
ajustar as condi¢des de umidade, composi¢cao do substrato e temperatura, ideais ao
cultivo do microrganismo e a producédo do produto desejado (UMSZA-GUEZ, 2009;
FERRAREZI, 2011; ZANELATO, 2011).

A transposicdo da escala de frascos para a de biorreatores faz-se em
pequenas colunas de vidro ou de metal inoxidavel, nas quais se injeta ar a baixas
velocidades, mantendo-se as condi¢cdes 6timas de cultivo obtidas em sacos plasticos
ou frascos de vidro. Nestes ensaios, € possivel avaliar a distribuicdo longitudinal de
temperatura durante os experimentos e de umidade e atividade enzimatica ao final
dos ensaios. Umsza-Guez (2009) observou um perfil de umidade do meio poroso,
crescente da base para o topo do fermentador de leito empacotado, apds 24h de
fermentacdo. Tal segregagdo teve forte impacto negativo sobre a atividade
enzimatica, que teve queda nas regides mais secas do leito (base) e nas mais
umidas (topo), apresentando maiores valores nas por¢des intermediarias do leito. No
entanto, Zanelato (2011), constatou uma tendéncia de queda da atividade
enzimatica com o aumento do leito, como mostra a Figura 3.6, em seus ensaios
apos 96h de fermentagéo, indicando que o excesso de dgua no meio, bloqueando os
poros do meio de cultivo, € mais deletério do que a secagem do leito nas condi¢des
adotadas. Umsza-Guez (2009) avaliou a producao de pectinase por FES pelo fungo
Thermomucor indicae-seudaticae N31, utilizando para isso meio composto de 40%
bagaco de laranja, 40% farelo de trigo e 20% bagaco de cana, a 45°C, 70% de
umidade e vazéo ar del20 L/h, por 24 horas. Zanelato (2011) avaliou a producéao de
enzimas celuloliticas por FES pelo fungo termofilico Myceliophthora sp., utilizando
como substratos meios compostos por 70% bagaco de cana e 30% farelo de trigo a
50 °C, umidade de 80% e vazédo de ar de 80 a 120 L/h, por 96 horas. Ambos os

autores obtiveram resultados satisfatorios.
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Figura 3.6: Distribuicdo longitudinal de umidade e de atividade enzimatica para fermentacéo
a 45°C, 75% de umidade inicial a diferentes vazfes de ar para 96h de fermentacdo, onde o
meio foi dividido em 10 amostras, sendo 1 o médulo onde ha entrada do ar e 10 o médulo
de saida. (a- Umidade; b- Atividade enzimética) (Extraido de Zanelato, 2011).

Tal segregacdo de umidade no leito é decorrente da interacdo entre o ar
percolante e o0 meio poroso. O meio poroso € empacotado no leito a umidades muito
acima da umidade de equilibrio para a temperatura escolhida para o processo, uma
vez que a agua presente no sistema deve suprir as necessidades metabdlicas do
microrganismo e servir de veiculo para as trocas gasosas e diluicdo de solutos e
metabolitos. O ar é introduzido no sistema com umidades relativas muito proximas a
saturacao e, em consequéncia disso, passa a secar as porcoes inferiores do leito.
Ao deixar o reator, o ar esta saturado e a temperatura da reacdo, encontrando o
ambiente externo a uma temperatura mais baixa (como nos trabalhos de Umsza-
Guez e Zanelato, que cultivaram fungos termofilicos), de modo que o excedente de

umidade retorna ao reator, molhando as por¢des superiores do leito.

Os biorreatores em escala piloto e industrial sdo encontrados em menor
namero, pois necessitam atender uma realidade mais complexa que a encontrada

na escala laboratorial, pode-se citar entre elas (DURAND, 2002):

» O fato de apés certa quantidade critica de substrato, a remocéo de calor
torna-se muito dificil e as estratégias de projeto disponiveis se restringem, pois 0
meio solido se compacta ou cria-se a canalizacdo do ar, fatores que somados

afetam a transferéncia de calor e massa;
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» Sensibilidade/resisténcia do microrganismo em relacdo a agitacao
mecanica, pois quando as hifas sdo cenociticas, elas podem se romper devido a

agitacdo mecanica,

* A natureza do substrato e a necessidade de pré-tratamento ou nao, os
procedimentos adequados para a inoculacdo, a esterilidade e o nivel de

contaminacgao aceitavel para o processo.



20

4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental desenvolvido nesta dissertacdo foi realizado nos
laboratérios do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos e no
Laboratério de Bioquimica dos Processos e Microbiologia Aplicada (LBPMA), do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Campus de S&o José do Rio

Preto da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho”.

4.1 Materiais
4.1.1 Microrganismos utilizados no cultivo

A cultura estoque do fungo Metarhizium anisopliae ICB 421, foi conservada
em tubos de ensaio com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), cobertas com
6leo mineral, esterilizados e vedados com algodéao e filme plastico PVC. A cultura foi
repicada a cada dois meses em tubos de ensaio contendo o meio BDA inclinado,
com a ajuda de uma al¢a de platina. Apés o repique, os tubos de ensaio contendo 0s
esporos foram incubados em estufa a 28 °C durante 7 dias. Ap6s este periodo, 0s

tubos foram mantidos sob-refrigeracédo a 7°C, por no maximo 30 dias.

O fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31, foi isolado em trabalhos
prévios do grupo de pesquisa em pilhas de bagaco de cana e as matrizes foram
mantidas em 6leo mineral em freezer a -80°C. As culturas foram repicadas a cada
dois meses em tubos de ensaio contendo meio de cultura Sabouraud-dextrose-agar
inclinado, com a ajuda de uma alca de platina. ApOs o repique, os tubos de ensaio
contendo os esporos foram incubados em estufa a 45°C durante trés dias, apds o

gue, os tubos foram mantidos sob-refrigeracédo a 7°C, por no maximo 30 dias.

O fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31 faz parte da colecdo de
microrganismos do LBPMA e o fungo Metarhizium anisopliae ICB 421 foi gentilmente

cedido pelo Instituto Biologico de S&o Paulo.
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4.1.2 Meio de cultivo

Foram utilizados para compor o meio de fermentacdo bagaco de cana-de-
acucar como suporte, para estruturacdo do meio, farelo de trigo, como indutor de
crescimento do fungo, e graos de soja moidos, para induzir a producéo da enzima.

O bagaco de cana-de-acucar foi gentilmente cedido pela Usina Vale, de Onda
Verde, SP. Para emprego nos experimentos, o bagaco foi lavado em agua corrente
para retirada da sacarose residual e impurezas, apés o que foi seco a 60°C em
estufa de conveccao forcada até peso constante. O bagaco foi entdo peneirado com
peneira de 3 mm de abertura, para retirada de material mais grosseiro, e na
sequéncia peneirado novamente com peneira de 1,41 mm de abertura, para retirada
de poeira e particulas mais finas. O bagaco peneirado foi acondicionado em sacos

de polietileno de parede espessa e mantido na camara de refrigeracdo até o uso.

O farelo de trigo foi adquirido no comércio local e utilizado nos experimentos
sem tratamento prévio. O farelo foi acondicionado em sacos plasticos e mantido em

camara de refrigeracéo até o uso.

A soja foi adquirida em grdos no comércio local e triturada em processador
domeéstico, sendo posteriormente acondicionada em sacos plasticos e mantida em

camara de refrigeracao até o uso.

4.1.3 Solucéo nutriente

Para o cultivo dos fungos utilizou-se a solucdo nutriente modificada Ferrarezi
(2011) e desenvolvida por Castro-Ochoa et al. (2005) contendo (g.L™): 1,0 peptona;
10,0 (NH4)2S0q4; 10,0 KH,PO4; 0,5 MgS0,4.7H,0; 1,0 CaCly; 25 mL dleo de soja; 8,0
de emulsificante (Tween 80); 5 mL de solucdo de elementos tracos (22,0 Zn
S0,4.7H,0; 11,0 de H3BO3; 5,0 MnCl,.4H,0; 5,0 FeS0O,4.7H,0; 1,6 CoCl,.5H,0; 1,6
de CuS0O4.5H,0; 1,1 (NH4)sM07024.4H,0; 50,0 de EDTA) e corrigindo-se o pH para
6,0.
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4.1.4 Biorreator de bancada em leito fixo

Foram utilizados dois tipos de biorreatores de leito fixo nos experimentos, um
de vidro, com capacidade para 50 g, e um de ac¢o inox com capacidade de 200 g,
este Ultimo desenvolvido e aperfeicoado por Lauretino (2007), Umsza-Guez (2009) e
Zanelato (2011). O diagrama geral, para ambos 0s reatores, é apresentado na
Figura 4.1. O ar, proveniente de um compressor radial (1), foi filtrado para remocéo
de impurezas mais grosseiras por um filtro ceramico (2), e teve sua vazao medida
por um conjunto de rotametros (3). ApOs esta etapa, o ar foi umidificado e sua
temperatura controlada, quando forcado a percolar o sistema umidificacéo,
constituido por um recipiente hermeticamente fechado, preenchido com esferas de
vidro de 3 mm de diametro e cheio de agua (4). O recipiente ficou mergulhado em
banho termostatico, com a temperatura regulada adequadamente para cada tipo de
fungo (5). O ar foi injetado no fermentador (8) de forma ascendente e retirado para a
atmosfera pelo topo da coluna. A temperatura da camisa foi mantida pela
recirculacéo (7) de agua com a temperatura regulada adequadamente para cada tipo

de fungo por um banho termostatico (6).

O fermentador de vidro, Figura 4.2, possuia 27,0 cm de comprimento, diametro
interno de 5,0 cm e didmetro externo de 7,0 cm, escoando agua no espaco anular. O
fermentador em aco-inox, Figura 4.3, era composto por 6 mddulos, cada um dos
quais composto por dois cilindros concéntricos, tendo o interno 7,62 cm de diametro
e 0 externo 9,25 cm, ambos de 10 cm de comprimento, escoando agua no espaco

anular entre ambos.

4.2 Métodos Experimentais
4.2.1 Fermentacdo em Sacos de Polipropileno
4.2.1.1 Pré-in6culo

O meio para a producao de esporos foi constituido por meio BDA para M.
anisopliae ICB 421 e Saboraud para T. indicae-seudaticae N31, dispostos em
frascos Erlenmeyer (250 mL), nos quais foram repicados os esporos dos fungos.
Apbs o periodo préprio de cultivo de cada fungo (14 dias para M. anisopliae e 3 dias



Figura 4.1: Diagrama geral do aparato experimental

Figura 4.2: Biorreator de vidro de bancada utilizado na FES

(a — Diagrama Esquemadtico, b — Vista Lateral)
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para T. indicae-sedaticae N31), os esporos foram suspensos em solugdo nutriente,
com o auxilio de alca de platina. A contagem de esporos na suspensao foi feita
utilizando camara de Neubauer e foram utilizados volumes de suspensao suficientes
para se obter indculos com concentracédo de esporos de 10°mL para T. indicae-
seudaticae N31 e 10" esporo/mL para M. anisopliae ICB 42, concentracdes

utilizadas por Ferrarezi (2011) e Beys Silva et al (2005), respectivamente .

Figura 4.3: Biorreator de a¢o inox de bancada utilizado na FES
(a — Diagrama Esquemético, b — Vista Lateral)

4.2.1.2 Metarhizium anisopliae ICB 421

A FES foi realizada em sacos de polipropileno (20,5 cm x 15 cm), contendo 5g
de meio. Foram testadas 4 propor¢cdes para um meio de cultivo composto por
bagaco de cana (BC), farelo de trigo (FT) e soja moida (S): 70% BC e 30% FT; 50%
BC, 25% FT e 25% S; 40% BC, 30% FT e 30% S; 30% BC, 35% FT e 35% S. Os

ensaios foram organizados da seguinte forma:
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1° Teste — O substrato composto por 70% bagaco de cana e 30% farelo de
trigo foi inoculado com solucdo nutriente contendo 0,3 mL de Oleo de soja em sua

composicado e com umidade 70%, seguindo-se recomendacao de Ferrarezi (2011);

2° Teste — Substrato composto por 50% bagaco de cana, 25% farelo de trigo

e 25% soja, retirando-se o 6leo da composicéo da solucdo nutriente;

3° Teste — Como o 2° teste forneceu melhores resultados, com este meio de
cultivo foi avaliada a influéncia da temperatura, com o experimento sendo conduzido

com trés niveis de temperatura: 23°C, 28°C e 33°C.

4° Teste — ApOs encontrada a melhor temperatura, foi testada a reducéo do
BC, uma vez que serve apenas de suporte. Foram comparadas as proporcoes
50%BC, 25%FT e 25%S e 20%BC, 40%FT e 40%S.

5° Teste — Apés determinadas as melhores condi¢cdes de producdo nos 3° e
4° testes, foram realizados ensaios em funcao do tempo de cultivo. Para tanto, vinte
sacos foram mantidos nas condi¢cdes determinadas e a cada 24 horas, dois sacos

foram retirados e a atividade lipolitica determinada.

Os meios de cultivo acondicionados nos sacos plasticos foram inoculados,
com a suspensao de esporos, seguindo-se de cultivo por 7 dias. O volume de
solucéo inoculante conferiu ao substrato a umidade de 70% e a incubacao ocorreu a
28°C. Apos a fermentacéo, foi obtida a solucédo enzimatica bruta, pela adicdo de 50
mL de Tween 0,5% ao meio fermentado, que foi misturado levemente, agitado em
shaker a 100 rpm por 30 minutos e filtrado a vacuo. O filtrado foi centrifugado a
10.000g, a 10°C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado como solucdo enziméatica

bruta.

4.2.2.3 Thermomucor indicae-seudaticae N31

A FES foi realizada em sacos de polipropileno, contendo 5g de meio de
cultivo com duas composic¢oes distintas: 100% BC e 50% BC, 25% FT e 25% S.

Inicialmente, foram empregadas as condi¢des 6timas obtidas por FERRAREZI
(2011) para cultivo de T. indicae-seudaticae N31, quais sejam: temperatura de 45°C,
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teor de umidade do meio 70%, concentracdo de 10° esporos/mL e tempo de
fermentacdo de 24h. A sequéncia dos experimentos foi similar & empregada com M.

anisopliae, quais sejam:

1° Teste — Neste experimento foi empregada a condi¢cdo experimental étima
obtida por FERRAREZI (2011), na qual o meio foi composto por 100% bagaco de
cana e inoculado com solucéo nutriente acrescida de 0,3 mL de 6leo de soja;

2° Teste — Neste teste, farelo de trigo foi empregado como indutor do
crescimento do fungo, sendo utilizado na propor¢édo 70% BC e 30% FT, mantendo-

se 0leo de soja como indutor de producdo das enzimas;

3° Teste — Soja moida foi empregada como Unica fonte lipidica. A composicao

do meio foi alterada para 50% BC, 25% FT e 25% S e foi retirado o 6leo de soja.

Encontrada a condicdo mais adequada para producdo de enzimas pelo
microrganismo nos trés testes anteriores, estes parametros foram fixados e

empregados como referéncia para o teste a seguir:

4° Teste — Estudo sobre a variacdo da atividade enzimatica em funcédo do
tempo de cultivo. Para tanto, dez sacos foram mantidos nas condi¢cfes de referéncia

e a cada 24 horas, dois sacos foram retirados e a atividade da lipase mensurada.

Apés a fermentacéo, foi obtida a solu¢do enzimatica bruta, como descrito para

o fungo M. anisopliae no item 4.2.2.

4.2.2 Fermentagao no biorreator

Nesta etapa, as condi¢cdes Otimas obtidas para os fungos Metarhizium anisopliae
ICB 421 e Thermomucor indicae-seudaticae N31 nos sacos plasticos, foram
aplicadas ao biorreator e o delineamento dos experimentos foi semelhante para
ambos os fungos, sendo diferenciados apenas nas condi¢cdes especificas de
fermentacao de cada fungo. Foram utilizados dois tipos de biorreator, a fermentacao
foi realizada com aproximadamente 50 g de substrato para biorreator vidro e 200g
de substrato para biorreator de aco-inox, que foi inoculado com a suspensédo de
esporos enriquecida pela solucdo nutriente. A inoculacdo foi feita em sacos de
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polipropileno contendo o substrato esterilizado. Posteriormente este material foi

empacotado assepticamente no reator.

Foram aplicadas aos reatores as melhores condigbes encontradas na escala de
sacos para cada fungo. No reator, foram observadas a influéncia das variaveis
vazao volumétrica de ar percolante e a umidade do meio, no perfil longitudinal de
atividade enzimatica, sendo empregadas as vazdes de 80 L/h e 180 L/h, com ar

mantido a umidade de 95%, e a umidade inicial do meio de 70% e 80%.

O leito foi subdividido em porc¢des iguais e foram determinadas a atividade
enzimatica e a umidade final de cada uma destas porcdoes. A umidade foi
determinada pelo método gravimétrico em estufa de convecgéo forcada a 80°C até a

obtencéo de peso constante.

4.2.3 Analise da atividade lipolitica por hidrélise de substrato cromogénico

Este método de hidrélise foi proposto por Winkler & Stukmann (1979), sendo
modificado conforme Krieger (1995) e utilizado por Ferrarezi (2011). O substrato
sintético utilizado, o p-nitrofenil palmitato (pNPP), foi hidrolisado pela enzima, em
meio aquoso contendo como emulsificantes goma arabica e Triton X-100. Uma
unidade (U) de atividade enzimética foi definida como a liberagdo de 1 umol de pNP
(pnitrofenol) por min nas condi¢cdes da reagédo. O coeficiente de extingdo molar do
pNP utilizado foi 8,03 x 10°M.L™?, extraido de Lima et al. (2004).

Solucgdes utilizadas:

v' Solucdo A: p-nitrofenil palmitato em isopropanol, em concentracdo de 3
mg/mL.

v' Solucdo B: 2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma arabica, em 450 mL
tampéo fosfato 0,05 mol/L pH 7,0.

A 9 mL da solucéo B foi misturado 1 mL da solucdo A, lentamente e sob
continua agitacao, para o preparo da solucdo de substrato. Foi utilizado 0,9 mL da

solucéo pronta e adicionado 0,1 mL do extrato enzimatico. A reacdo foi incubada a
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45°C para T. indicae-seudaticae N31 e 35°C para M. anisopliae ICB 421 por 1

minuto, e a absorcéo lida em espectrofotdmetro a 410 nm.

4.2.4 Reacéao de Transesterificacao

Dos melhores resultados para producdo de lipases nos sacos plasticos e no

biorreator foram feitos testes especificos para avaliar se as enzimas transesterificam
6leo de soja.

O ensaio padrao de transesterificacdo foi realizado através da metodologia
modificada de Castro (2005), utilizando 6leo de soja e alcool etilico 99 %, na razao
molar 1:6 (6leo/alcool) e 10 % de catalisador (enzima livre ou imobilizada) relacéo ao
meio reacional, totalizando 5,0 g de meio, sob agitacdo de 150 rpm. As reacdes
foram realizadas a 37°C utilizando n-hexano como solvente da rea¢cdo na proporcao
v/v 1:1,5 6leo/n-hexano. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e analisado

por cromatografia gasosa (CG-FID).

4.2.5 Andlise dos ésteres por Cromatografia Gasosa (CG)

A quantificacdo dos ésteres etilicos foi realizada por cromatogréfica gasosa
utilizando detector de ionizagdo de chama (GC-FID). 1 yL de cada amostra
centrifugada e diluida foi injetado em um Cromatégrafo HP 5890 serie Il e coluna
SPB-35 (SUPELCO), usando o software Totalchrom (Perkin Elmer). A programacao
térmica foi de 160 a 180°C, mantendo uma taxa de aquecimento de 4°C por minuto,
e de 180 a 235°C a 6°C/min. As temperaturas do injetor e do detector foram iguais a
250°C, utilizando-se o gas nitrogénio como gas de arraste (split 1:30, pressao

cabeca da coluna: 100 kPa).

A curva de calibracdo foi construida utilizando ésteres com pureza acima de
98 % (Sigma-Aldrich), como o linoleato de etila, linolenato de etila, oleato de etila,
palmitato de etila e estearato de etila. E calculou-se o rendimento das reacdes de

sinteses segundo proposto por Urioste et al. (2008).
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Para o calculo do rendimento da sintese de biodiesel foi utilizada a Equacéo

R (%)= = x 100 (1)

Onde Me € a massa tedrica esperada de ésteres produzidos e Mt € a massa

obtida dos ésteres, calculada de acordo com a curva de calibracdo feita com os
padrdes analiticos.

Para o calculo do Me da equacao 1, foi necessario usar a equacao 2:

Me = Mo xMMe (2)

MMa

E a equacéao 3:

®3)

Onde Mo é a massa inicial dos acidos graxos presente no 6leo, MMa é a
massa molecular de cada &cido graxo, MMe é a massa molecular de cada éster
correspondente, Ca é a concentracdo de cada acido graxo e Mi € a massa inicial de
oOleo.

Pelas Equacdes 2 e 3, os valores de Me e o Mo de cada acido graxo foram
calculados e somados para a obtencdo da massa tedrica esperada do Oleo, em
seguida aplicada na Equacéo 1 para o calculo, em porcentagem, do rendimento da
sintese de biodiesel. A concentracéo de cada acido graxo presente no 6Oleo foi obtida
de acordo com a metodologia proposta por Lancas (1993).

Utilizando-se essas equacfes também foi possivel calcular a massa de

ésteres produzida por grama de 6leo utilizada na reagéo (Equagéo 4):

(4)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Fermentacdo em Sacos Plasticos
5.1.1 Metarhizium anisopliae ICB 421

O 1° Teste fermentativo, quando o substrato era composto por 70% bagaco
de cana (BC) e 30% farelo de trigo (FT), e suplementado com solugdo nutriente que
continha Oleo de soja em sua composi¢ao, apresentou atividade lipolitica média de
3,29 U/gss. O fungo apresentou visualmente crescimento lento, e seu
desenvolvimento se iniciava ao redor das particulas do farelo de trigo. Também foi

observado que o FT se hidrata rapidamente quando comparado ao BC.

JA no 2° Teste, quando a soja foi introduzida como fonte lipidica, em
substituicdo ao 6Oleo de soja, a atividade média obtida foi de 13,41 U/gss. O
substrato, composto por 50% bagaco de cana (BC), 25% farelo de trigo (FT) e 25%
soja (S), apresenta vantagem em relacao ao anterior, uma vez que o Oleo de soja ja
€ um produto resultante de um processo industrial, enquanto que a soja € um
material in natura. Evidentemente, ha a controvérsia de se utilizar um grao destinado
a consumo humano para a producao de biomateriais, mas tal discussédo nao deve
ser confundida com aquela que se observa nos Estados Unidos a respeito do uso de
milho para a producdo de alcool, pois as necessidades industriais por enzimas

lipoliticas ndo consumiriam quantidades expressivas de grédos de soja.

Beys Silva et al. (2005), utilizando o fungo M. anisopliae, obtiveram uma
atividade de lipase de 49,7 U/gss. No entanto, estes autores realizaram a
fermentacdo em meio nutriente (agar) enriquecido com solug&o nutriente e ndo em
meio composto. A literatura ndo apresenta outros exemplos de producéo de lipase

por M. anisopliae.

Foi observado também, que o fungo apresenta visualmente um maior
crescimento quando comparado ao crescimento do teste anterior, e uma colonizagao

mais efetiva de todo o substrato.

Assim, os testes seguintes foram realizados com soja moida como indutor da

metabolizacdo das lipases.
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No 3° Teste foi avaliada a influéncia da temperatura na atividade da enzima,
com o experimento sendo conduzido com 3 niveis diferentes de temperatura, 23°C,

28°C e 33°C, sendo os resultados apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Atividade lipolitica das enzimas produzidas por M. anisopliae ICB 421 com
variacdo da temperatura, a umidade 70% e meio composto 50%BC, 25%FT e 25%S

Temperatura U/gss
23°C 4,12
28°C 13,71
33°C 7,41

Para as trés temperaturas utilizadas observa-se que a de 28°C, foi a que
proporcionou o0 melhor resultado. De acordo com ROSATO et al. (1981) e BEYS DA
SILVA et al. (2010) a temperatura de 28°C é a ideal para o desenvolvimento deste

fungo entomopatogénico.

No 4° Teste foi feita a avaliagdo da composicdo do meio, onde a proporcéo de
20% bagaco de cana, 40% farelo de trigo e 40% soja apresentou uma reducao de
14,4% na atividade enzimatica quando comparado ao meio com 50% bagaco de
cana, 25% farelo de trigo e 25% soja, como pode ser visto na Tabela 5.2. Como a
funcdo do bagaco de cana € de estruturar o meio fermentativo, conferindo os
espacos intersticiais para uma aeracado eficiente e possibilitando o acesso do
microrganismo a uma por¢ao maior do indutor das enzimas, pode ter havido
compactacao indesejada do meio. O crescimento do microrganismo e a colonizacdo
do substrato foram visualmente semelhantes para ambas as propor¢des, porém o
meio com 20% BC 40%FT e 40%S, apresentou uma maior incidéncia de sacos com
auséncia de crescimento aparente. Ainda assim, uma analise estatistica mais
apurada, com um maior numero de repeticdes, seria necessaria para que concluséo

mais efetiva pudesse ser feita.



32

Tabela 5.2: Atividade lipolitica M. anisopliae ICB 421para avaliacdo da reducdo do volume
de suporte (BC) e aumento volume dos indutores, a 28 C e 70% umidade

Composicao Meio uU/gss
50%BC 25%FT 25%S 8,26
20%BC 40%FT 40%S 7,08

A variacdo da umidade do meio ocasionou alteracdo de 17,5% na producao
de enzimas, como pode ser visto na Tabela 5.3, com o0 meio a 70% de umidade
sendo mais propicio para a producao em relacdo ao meio a 80%. NoOs ensaios com
umidade de 80%, a umidificacdo do meio foi heterogénea, com acumulo de agua no
fundo do saco, mesmo apdés a homogeneizacdo. Este excesso de agua afeta
negativamente as trocas gasosas e, consequentemente, o metabolismo microbiano.
Além disso, o bagaco de cana tem uma absorcdo de umidade mais lenta do que o
farelo de trigo (ZANELATO, 2011), e ndo se sabe se 0 mesmo ocorre com a soja, de
modo que o indutor de crescimento do fungo e, possivelmente o indutor das

enzimas, estavam saturados de agua.

Tabela 5.3: Atividade lipolitica M. anisopliae ICB 421 com variagcdo da umidade inicial, com
meio composto 50%BC, 25%FT e 25%S ea 28C

Umidade Inicial U/gss
70% 11,23
80% 9,27

O 5° Teste foi realizado fixando-se a temperatura de cultivo em 28°C, a
umidade do meio em 70% e a composi¢cdo do meio em 50%BC, 25%FT e 25%S,
sendo agora avaliada a atividade enzimatica em funcdo do tempo de fermentacéo,
cujo resultado é apresentado pela Figura 5.1, onde % (Ae/Aenax) representa a

normalizacdo das atividades diarias pela maxima atividade obtida aos cinco dias de
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ensaio. Note-se que a atividade enzimatica atinge um valor praticamente estavel

com cinco dias de fermentacao, que foi adotada como atividade enzimatica maxima.

100 /\
80 / ™~ A—A
60

O——‘.-‘l T T T T T T T

5 . 6 7 8 9 10
dias

Figura 5.1. Atividade lipolitica das enzimas produzidas por M. anisopliae em funcao do
tempo a 28 C, com meio composto 50%BC, 25%FT e 25%S e umidade 70%

Ao final dos experimentos na escala de sacos, foram definidas as condi¢des
otimas de fermentacdo como sendo 28°C de temperatura de incubacéo, cinco dias
de fermentacdo, composi¢cdo do meio com 50% BC, 25% FT e 25% S e umidade
70%(b.u.) a serem aplicados no biorreator para fermentacdes com o fungo
Metarhizium anisopliae ICB 421.

5.1.2 Thermomucor indicae-seudaticae N31

No 1° Teste foram utilizadas as condi¢bes oOtimas obtidas por FERRAREZI
(2011). O meio foi composto por 100% bagaco de cana, suplementado com a
solucdo nutriente que continha dleo de soja em sua composi¢cdo. Nestas condi¢des,
foi obtida a atividade enzimética média de 1,68 U/gss. Este resultado é muito inferior
ao obtido por FERRAREZI (2011), que obteve atividade de 15,69 U/gss. Essa

dificuldade de se repetir os resultados para este fungo foi observada em ensaios
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posteriores pelo mesmo autor, mesmo apds sucessivas tentativas de reativacdo da
cepa (resultados ndo publicados). A cepa que vinha sendo utilizada e uma
conservada a -80°C foram repicadas seis vezes em meio nutriente de aveia, porém a
atividade enzimatica da lipase continuou abaixo dos valores obtidos anteriormente.
O fungo apresentou um bom crescimento, porém a incidéncia de experimentos onde

nao havia crescimento aparente se manteve em torno entre 15% do sacos.

Dentre as causas para avaliar a dificuldade para se replicar os resultados,
pode-se ressaltar os fatores que afetam os processos FES de um modo geral, tais
como variacbes genéticas do microrganismo, variabilidade da composicdo do
substrato e os parametros de cultivo, principalmente temperatura e umidade. Assim
pode ter ocorrido divergéncia entre os substratos utilizados, que eram provenientes
de fontes diferentes, armazenados de forma e por tempo diferente, divergéncia na
metodologia utilizada, mesmo que sutis, e por fim a possibilidade da cepa estar em
estagio de maturacéo diferente ou ter sofrido alguma forma de mutacdo durante o
periodo em que foi utilizada e armazenada no intervalo entre os trabalhos de

Ferrarezzi (2011) e os realizados nesta dissertacao.

No 2° Teste, o farelo de trigo foi empregado como indutor do crescimento do
fungo, sendo utilizado na proporcdo 70% BC e 30% FT. A producdo média de
enzima foi cerca de 50% maior que a média de producdo para condi¢es do 1°
Teste, ou seja, 2,52 U/gss. Visualmente, observou-se que o crescimento do fungo no
Teste 2 foi superior ao apresentado no Teste 1, e a incidéncia de experimentos sem
crescimento aparente foi menor no Teste 2, o que significa que a solugao nutriente
utilizada ndo contém todos o0s compostos necessarios ao crescimento fungico,

sendo necessario um indutor adicional de crescimento.

No 3° Teste, a soja moida foi testada como Unica fonte lipidica. As condicbes
de fermentacdo foram mantidas e a composicdo do meio alterada para 50% BC,
25% FT e 25% S, e foi retirado o 6leo de soja da composicédo da solugédo nutriente.
Nestas condic¢es, a atividade enzimética média foi 11,5% maior que a média obtida
para os condicdes do no 2° Teste, ou seja 2,81 U/gss. Visualmente, o

comportamento do fungo, quando comparados os Testes 2 e 3, apresentou
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caracteristicas de crescimento semelhantes, bem como de incidéncia de

experimentos sem crescimento aparente.

No 4° Teste foi avaliada a dependéncia da atividade enzimatica com o tempo
de cultivo, fixando-se a composi¢do do meio em 50% BC, 25% FT e 25% S. Dez
sacos foram mantidos nas condicbes de referéncia e a cada 24 horas dois sacos
foram retirados e a atividade lipolitica mensurada, sendo os resultados apresentados
pela Figura 5.2. Note-se que a condi¢do Otima de cultivo ocorreu em dois dias de
fermentacao, resultando em enzimas com atividades iguais a 2,98 U/gss. Como a
atividade das enzimas produzidas foram quase o dobro das produzidas com um dia
de fermentacédo, estudos mais detalhados de aplicacdo especifica devem ser feitos
para avaliar se, em condi¢des industriais de producao das enzimas, 0s custos de se
manter o sistema operando por 48h sdo compensados por este aumento de
atividade. Ferrarezi (2011) em seus ensaios atividade enzimética obteve 0,12 U/gss
em 48 horas de fermentacao.

Figura 5.2. Atividade Iipoll'tica das enzimas produzidas por T. indicae-seudaticae N31 em
fungéo do tempo a 45 C, com meio composto 50%BC, 25%FT e 25%S e umidade 70%
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Ao final dos experimentos na escala de sacos, diferentemente do que
apresentou Ferrarezi (2011) em relacdo ao tempo de cultivo, foram definidos os
parametros de 45°C de temperatura de incubacdo, por dois dias de -cultivo,
composicdo do meio com 50% BC, 25% FT e 25% S e umidade 70% para o0s
ensaios realizados no biorreator para fermentacées com o fungo Thermomucor

indicae-seudaticae N31.

5.2 Fermentagcao em Biorreator

ApOs a etapa de sacos, 0sS parametros que proporcionaram maiores
atividades enzimaticas foram aplicados a fermentagcdo em escala ampliada.
Inicialmente houve aumento de dez vezes na massa de material a ser fermentado
(50g no biorreator) e alguns testes foram feitos aumentando-se a escala em

quarenta vezes (200 g de meio reacional).

5.2.1 Metarhizium anisopliae ICB 421

As condicbes de cultivo empregadas em todos os ensaios foram: meio
composto por 50%BC, 25%FT e 25%S, temperatura 28°C e concentragdo de
esporos 10’ esporos/mL. Estes ensaios foram realizados nas colunas de vidro e a
Figura 5.3 mostra o esquema de retirada de amostras neste fermentador. Foram
variadas a vazao de ar (80 e 180 L/h) e a umidade inicial do meio (70 e 80%), sendo

os resultados resumidos na Tabela 5.4.

A Figura 5.4 apresenta os perfis longitudinais de atividade enzimética, onde
se pode observar que a atividade das enzimas sdo maiores para a menor umidade
do meio poroso, indicando que para a maior umidade pode ter havido a ocorréncia
de agua livre nos intersticios, dificultando a aeracdo do meio e comprometendo o
desenvolvimento do fungo. Também se observa que as atividades das enzimas
produzidas na porcdo mediana do leito sdo superiores as das extremidades para a
umidade inicial de 70%, indicando que esta por¢do mantém as condi¢des de cultivo

mais adequadas ao metabolismo microbiano.
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Figura 5.3: Esquema dos pontos de amostragem no reator de vidro.

Tabela 5.4: Atividade da lipase produzida por M. anisopliae ICB 421em funcéo da variagéo
da umidade inicial do meio e da vazao no biorreator de vidro, a 28 C, com meio composto
50%BC, 25%FT e 25%S

Umidade inicial do Vazéao U/gss
meio L/h
70% 80 2,59
70% 180 5,61
80% 80 0,77
80% 180 2,81

A Figura 5.5 apresenta os resultados a diferentes teores iniciais de umidade
para a vazdo de 180L/h, notando-se comportamento similar ao observado para a
vazédo de 80L/h, (Figura 5.4). Na média de todo o leito, os resultados para a vazéo

de 180L/h sdo superiores aos da vazédo de 80L/h, como pode ser visto na Tabela
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5.4. Comparando-se com as atividades obtidas nos sacos, também a 70% de
umidade, observou-se, que eles séo inferiores aos obtidos inicialmente, cerca de 13
U/gss, indicando dificuldade em se manter as condigbes 6timos de cultivo sob
condi¢des dindmicas. Ha uma tendéncia de aumento de atividade enziméatica com o
aumento da vazéo de ar, indicando que o aumento da oferta de oxigénio favorece a
atividade enzimatica. Na Figura 5.6 pode-se observar que a atividade enzimatica
média ‘foram préximas para ambas as umidades, dando mostras que ha certa

flexibilidade operacional em relacéo a esta variavel.

Figura 5.4: Atividade da lipase produzida pelo fungo M.anisopliae ICB 421, em biorreator,
com variacdo da umidade inicial do meio e vazéo de ar 80L/h, a 28 C, com meio composto
50%BC, 25%FT e 25%S

A Figura 5.6 também apresenta o perfil longitudinal de umidade para os
ensaios realizados a 180L/h e 70 e 80% de umidade inicial do meio de cultura.
Note-se que houve grande alteracdo da umidade, mas com caracteristicas distintas
das descritas por Umsza Guez (2009) e Zanelato (2011), que observaram uma
tendéncia crescente de umidade da base para o topo. Deve-se considerar que 0s
fungos empregados por estes autores eram termdfilos e que as temperaturas de
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Figura 5.5 — Atividade da lipase produzida pelo fungo M.anisopliae ICB 421, em biorreator,
com variagdo da umidade do meio e vaz&o de ar 180L/h, & 28 C, com meio composto
50%BC, 25%FT e 25%S

cultivo foram sempre iguais ou superiores a 45°C, enquanto que nos ensaios com M.
anisopliae a temperatura de cultivo foi de 28°C. No caso de experimentos a
temperaturas elevadas, o ar saturado deixa o fermentador a uma temperatura acima
da temperatura ambiente, de modo que a umidade excedente retorna como agua
liquida ao reator, umidificando as por¢des superiores do leito. Nos ensaios com M.
anisopliae, a temperatura da reacao era igual ou inferior a temperatura ambiente, em
geral 30°C, de modo que havia potencial para a secagem das proporcdes superiores

do leito, comprometendo a producéo das enzimas.

A umidade média final nos reatores de vidro apos 5 dias de fermentagéo,
apresentou-se semelhante para as condi¢coes de 70 e 80% de umidade inicial do
meio, que foi reduzida a cerca de 55% apds os ensaios, indicando que ha uma
resisténcia a transferéncia de massa do reator para o ambiente que torna o excesso
de agua no interior do reator um fator ndo limitante. De um modo geral tal reducéo
de umidade foi desfavoravel a metabolizacdo das enzimas, se comparados 0sS

resultados no biorreator com os da escala de sacos. O fato da porcao intermediaria
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do leito resultar em enzimas mais ativas pode indicar que durante a fase mais crucial
do crescimento do fungo e producdo das enzimas, fase de crescimento logaritmico,

a umidade do meio esteve em niveis adequados.

Figura 5.6 — Distribuicdo da atividade enzimética e umidade do meio apés ensaios

com umidade inicial de em (a) 70% e (b) 80%

A escala do experimento foi hovamente aumentada para M.anisopliae, a fim
de se produzir enzimas para o0 ensaio de transesterificagdo. O reator em aco-inox
desenvolvido por Laurentino (2007), Umsza-Guez (2009) e Zanelato (2011) foi
utilizado, com vazéo igual a 180L/h e teor de umidade inicial de 70%, resultando em
uma atividade enzimatica média de 7,49 U/gss, um valor préximo ao obtido no reator
de vidro, indicando que ndo devem ser esperados problemas graves de ampliacao

de escala neste processo fermentativo para esta classe de fermentador.

O ensaio de transesterificagdo apresentou que a enzima produzida pelo fungo
M. anisopliae ICB 421 tem um rendimento inferior o 1%, dentro da exatiddo do

método de analise, 0 que torna inviavel a sua utilizacao para producéo de biodiesel,
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A titulo de comparacéao, Bajaj et al. (2010) apresentam valores de rendimento entre
70 e 98% para enzimas comerciais e GOG et al. (2012) apresentam revisdo sobre
rendimento de transesterificacdo que variam de 45,5 a 98% também utilizando

enzimas comerciais.

5.2.2 Thermomucor indicae-seudaticae N31

As condi¢cbes adotadas em todos o0s ensaios foram: meio composto por
50%BC, 25%FT e 25%S e concentracdo de esporos 5x10° esporos/mL. Estes
ensaios foram realizados nas colunas de vidro e foram variadas a vazéao de ar (80 e
180 L/h) e a umidade inicial do meio (70 e 80%)).

De um modo geral, o comportamento da atividade enziméatica com o
comprimento do leito nos ensaios com T. indicae-sedaticae foi similar ao observado
com M. anisopliae, ou seja, a maior atividade enzimética ocorreu no centro do leito,
como pode ser visto na Figura 5.7, a menos da maior vazdo (180L/h) associada a
maior umidade (80%), cujo resultado para o topo do leito apresentou maior
atividade. Ademais, os resultados para a umidade de 70% foram superiores aos de
80%. A vazao de gas ndo proporcionou grandes alteracdes na atividade enzimética,
como pode ser constatado comparando-se as Figuras 5.7 e 5.8. Possivelmente, o
fato de trabalhar-se com temperaturas mais elevadas e havendo o efeito de retorno
de agua liquida para o topo do fermentador evitou a secagem das porcdes mais
elevadas do meio poroso, de onde se conclui que teores de umidade muito inferiores
ao 6timo observado na escala de sacos sdo mais deletérios ao microrganismo do

gue teores muito acima.

Em sintese, os resultados para 70% de umidade inicial do meio solido sao,
em média, 69% superiores aos de 80% na vazéo de 80L/h e 90% na de 180L/h. Os
resultado obtidos na escala de sacos e no biorreator, sdo semelhantes para o fungo
T. indicae-seudaticae N31, mostrando que o aumento de escala nao foi o

responsavel pela ndo obtencao de valores encontrados por Ferrarezi (2011).



Figura 5.7: Atividade da lipase produzida pelo fungo T. indicae—seudatjcae N31, em
biorreator, com variacdo da umidade do meio e vazéo de ar 80L/h a 45 C, com meio
composto 50%BC, 25%FT e 25%S

Figura 5.8: Atividade da lipase produzida pelo fungo T. indicae-seudatis:ae N31, em
biorreator, com variacdo da umidade do meio e vazéo de ar 180L/h & 28 C, com meio
composto 50%BC, 25%FT e 25%S

42
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Devido a problemas operacionais, ndo foi possivel realizar os ensaios de

transposicao de escala para o biorreator de aco-inoxidavel.

A analise da lipase produzida pelo fungo T. indicae-seudaticae N31, realizada
com auxilio de Ferrarezi (resultados n&o publicados), indicou rendimento na
transesterificacdo com 6leo de soja de 13%, indice este, que mostra a capacidade
da enzima produzida pelo microrganismo de realizar a transesterificacdo e que pode

ser maximizado com aprofundamento dos estudos.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES
6.1 Conclusodes

O fungo mesofilico utilizado neste trabalho, M. anisopliae ICB 421,
demonstrou que tem um bom potencial para a producdo de lipase, embora a
capacidade de transesterificacdo desta enzima tenha sido muito baixa, descartando-

o para aplicacdo na producéo enzimatica de biodiesel.

Para escala de saco as condi¢des 6timas de fermentagdo foi obtida quando
se utilizou meio contendo 50% BC, 25%FT e 25%S, sem a presenca de 6leo de soja
na solugcdo nutriente, com umidade inicial de 70%, 28°C e cinco dias de
fermentacao, para uma atividade enzimatica de 11,23 U/gss

Os resultados para a escala de sacos e para os biorreatores de bancada, com
ampliacdo de escala de 10 e de 40 vezes, foram similares, indicando boa adaptacéo
do fungo as condicbes de fermentagcdo em biorreator. A umidade ideal para
fermentacdo com este fungo foi de 70% e a vazdo de 180L/h mostrou-se mais
adequada a operacdo do fermentador. A atividade média no reator obtida nestas

condindicdes foi de 5,61 U/gss.

No biorreator de vidro, constatou-se que a umidade do meio poroso apos a
fermentacao foi crescente da base para o topo e houve variacdo longitudinal da
atividade enzimatica, sendo o maior valor obtido na por¢do média do biorreator.

As melhores condigbes de cultivo do fungo termofilico T. Indicae seudaticae
N31 na escala de sacos foram 50% BC, 25%FT e 25%S, sem a presenca de 6leo de
soja na solugcdo nutriente, com umidade inicial de 70%, 45°C e dois dias de
fermentacdo, para uma atividade enzimética de 2,98 U/gss, resultando em enzimas
com baixa atividade hidrolitica. Os resultados na escala de sacos e para 0s
biorreatores de bancada, com ampliacdo de escola de 10 vezes, foram similares,

indicando boa adaptacéo do fungo as condi¢cdes de fermentacéo no biorreator.

O fungo apresenta crescimento rapido, o que aumenta o interesse acerca de

sua atividade, apresentando como tempo 6timo de fermentacédo dois dias.
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6.2 Sugestdes para trabalhos futuros
Para a continuidade deste trabalho, sugere-se:

e Avaliacdo detalhada sobre o comportamento metabdlico dos fungos e os
fatores que influenciam o seu crescimento e a producéo de enzima,;

e Avaliar a capacidade de melhoramento genético do fungo T. indicae-
seudaticae, aproveitando seu rapido crescimento para a producdo de enzimas
mais ativas;

e Avaliacdo da disponibilidade das fontes de lipidios aos microrganismos,
liguidas ou solidas, e seus efeitos sobre os mecanismos de transferéncia de
calor e massa;

e Aplicacdo de meios sdlidos provenientes de rejeitos industriais, tais como
sebo de frigorificos, para evitar competicdo entre producao de alimentos e de

enzimas;
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