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RESUMO

Este trabalho investigou as melhores condi¢cbes para a producdo de lipase por
Aspergillus niger 11T53A14 em fermentacdo em estado solido (FES). A cepa de A.
niger 11T53A14 foi cultivada em FES usando como suporte farelo de trigo enriquecido
com sulfato de amoénio 0,91% m/v. Diferentes 6leos (mamona, milho, soja, oliva e
palma) foram testados como fontes de carbono suplementares para aumentar a producéo
de lipase, avaliando-se também as condi¢des de umidade e concentracdo da fonte de
carbono suplementar no meio fermentativo. O maximo valor de atividade enzimatica foi
obtido usando 2% m/m de 6leo de mamona e 60% de umidade. Empregando estas
condicdes, a fermentacdo em estado solido foi realizada em placas de Petri. O
crescimento da biomassa foi avaliado a cada 24 horas durante cinco dias através da
medicdo da érea total ocupada pelas hifas utilizando processamento digital de imagens.
As imagens foram adquiridas usando um estereomicroscopio acoplado a uma camera
digital e os resultados foram processados utilizando o software KS400. O teor de
glicosamina na parede celular do fungo e a atividade de lipase também foram
quantificados a fim de comparacdo com os valores de area mensurados. Os resultados
indicaram uma correlacdo de aproximadamente 0,98 entre os dados de area de
crescimento e de teor de glicosamina, e 0,92 entre a area medida por processamento de
imagens e a atividade de lipase, comprovando que a técnica proposta pode ser usada
como método indireto de estimativa da biomassa na FES. Adicionalmente, a atividade
de esterificacdo da lipase imobilizada foi determinada a partir da sintese de oleato de
butila, em meio com e sem hexano (50% v/v), obtendo-se 650 U/g e 120 Ulg,
respectivamente. A lipase imobilizada também foi empregada na reacdo de
transesterifcagdo entre 6leo de soja e etanol e o rendimento maximo em biodiesel obtido

foi de 2,4% ap6s 30 minutos de reagéo.

Palavras-chave: fermentacdo em estado sélido, lipase, glicosamina, processamento

digital de imagens, 6leo de mamona, Aspergillus niger

vii



ABSTRACT

This study investigated the best conditions to produce lipase by Aspergillus niger in
solid state fermentation (SSF). The strain A. niger 11T53A14 was cultivated in SSF
using wheat bran as support, enriched with 0.91% m/v of ammonium sulfate. To
enhance lipase production, several oils (castor, soybean, olive, corn, and palm) were
investigated as supplementary carbon sources, as well as the fermentation medium
moisture and concentration of the supplementary carbon source. The maximum lipase
activity was obtained using 2% m/m of castor oil and moisture of 60%. Using these
conditions, the solid-state fermentation was carried out in Petri dish. The growth was
evaluated every 24 hour during five days by measuring the total area occupied by the
hyphae using digital image processing. Images were acquired using a stereomicroscope
coupled a with digital camera and the results were processed using the software KS400.
The glycosamine content and the lipase activity were also determined to be correlated
with the measured area. Results indicated a correlation of approximately 0.98 between
the growing area and glycosamine content data. A correlation of 0.92 between the area
measured by image processing and the lipase activity was also determined, showing that
the digital image process technique can be used to monitor the biomass growth in a SSF
process as well as to correlate biomass growth and enzyme activity. Additionally, the
immobilized esterification lipase activity was determined for the butyl oleate synthesis
with and without hexane (50% v/v), resulting in 650 U/g and 120 U/g respectively. The
enzyme was also used for transesterification of soybean oil and ethanol with maximum

yield of 2.4% after 30 minutes of reaction.

Keywords: solid state fermentation, lipase, glycosamine, digital image processing,

castor oil, Aspergillus niger
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1- Introducéo

O numero de enzimas que € usado na biocatdlise e que se tornou
comercialmente disponivel tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos. Isto
é, principalmente, devido as hidrolases e, particularmente, para enzimas extracelulares
tais como as lipases. Das enzimas existentes, lipases e proteases sdo, do ponto de
vista catalitico, as enzimas mais estudadas e suas especificidades em relacdo ao
substrato j& sdo bem compreendidas (STRAATHOF e ADLERCREUTZ, 2000).

Lipases sdo enzimas usadas para catalisar reacBes de hidrolise de
triglicerideos, mas também tem sido descoberto que essas enzimas também podem ser
usadas como catalisadores de reacdes de esterificacdo e de transesterificacao.
Biocompatibilidade, biodegradabilidade e aceitabilidade ambiental dos processos
biotecnoldgicos utilizando lipases sdo propriedades desejaveis na maioria das
aplicacdes industriais (MARCHETTI et al., 2007).

As estruturas e aplicacdes das lipases em biocatalise ja séo bem documentadas.
Essas enzimas sdo particularmente Gteis desde que elas apresentam uma consideravel
resisténcia a desnaturacao pelo solvente e podem ser usadas em (praticamente) meios
anidros e, acima de tudo, podem ser adquiridas sem custo elevado (STRAATHOF e
ADLERCREUTZ, 2000).

A reacdo de transesterificacdo entre 6leos vegetais e alcoois de cadeia curta,
visando a producdo de biodiesel, empregando lipases vem sendo bastante estudada
nos ultimos anos (BERNARDES et al., 2007; DOSSAT et al., 2002; FUKUDA et al.,
2001; 1SO et al., 2001; KOSE et al., 2002; SHIMADA et al., 1999; SHIMADA et al.,
2002; SOUMANOU e BORNSCHEUER, 2003; SRIVASTAVA e PRASAD, 2000).
Biodiesel € definido como uma mistura de ésteres monoalquilicos de &cidos graxos de
cadeia longa, preferencialmente ésteres metilicos e etilicos, provenientes de fontes
renovaveis, como 6leos vegetais.

O processo industrial de producdo de biodiesel consiste no aquecimento de
Oleos vegetais com um excesso de alcool (metanol ou etanol), na presenca de
catalisadores inorganicos (NaOH, KOH). A grande desvantagem do processo quimico
convencional € que os catalisadores ndo podem ser reutilizados apds o término da
reacao, tornando a etapa de purificacdo do glicerol, subproduto da reacao, mais dificil

(MA e HANNA, 1999). Portanto, uma rota alternativa para a producéo de biodiesel €



a reacdo de transesterificacdo de 6leos vegetais com alcoois de cadeia curta utilizando
lipases.

No entanto, um dos obstaculos para utilizacdo de enzimas em processos
industriais é o custo do biocatalisador. No Brasil, isso ocorre porque o consumo de
enzimas ainda € incipiente. O mercado brasileiro de enzimas € de US$ 40 milhdes e,
assim, o pais participa com apenas 2,7% do mercado mundial. As vendas anuais de
lipases correspondem apenas a cerca de US$ 20 milhdes, representando 3,3% no
mercado mundial de enzimas (BON e PEREIRA Jr., 1999).

Como alternativa a utilizacdo de lipases comerciais imobilizadas para a
sintese de biodiesel, este trabalho visou estudar a producdo de lipases, a partir da
selecdo de microrganismos da colecdo de fungos da Embrapa Agroindustria de
Alimentos, por fermentacdo em estado solido. A fermentacdo em estado sélido
apresenta algumas desvantagens relacionadas aos maiores riscos de contaminagéo, as
necessidades de espaco e as dificuldades de controle operacional. Por outro lado,
apresenta vantagens quanto a transferéncia de oxigénio e a recuperacdo de produto,
maior produtividade volumétrica, além da possibilidade da utilizacdo de sub-produtos
agroindustriais como suporte ou até mesmo como substrato do processo fermentativo
(SATO & SUDO, 1999; PANDEY, 2003; COUTO & SANROMAN, 2006).

Avancos tecnolégicos vém sendo gradualmente incorporados a esse
processo, podendo tornad-lo interessante para paises que dispdem de residuos
agroindustriais de baixo custo, tais como o Brasil.

Adicionalmente, o estudo de métodos de estimativa de crescimento da
biomassa, relacionando a cinética de crescimento, a morfologia do microrganismo e a
produtividade, pode fornecer parametros importantes para melhorar a operacdo de um
processo fermentativo. Entretanto, na fermentacdo em estado sélido esta estimativa
torna-se mais complexa, pela dificuldade em separar o meio de cultura da biomassa, e
ainda, pela imprecisdo, pouca sensibilidade e baixa velocidade de estimacdo dos
métodos tradicionais. Dentre as novas tecnologias empregadas para facilitar o controle
na fermentacdo em estado soélido, através do monitoramento do crescimento
microbiano, destaca-se o processamento digital de imagens.

Assim sendo, torna-se relevante estudar a producdo de novas lipases por
fermentacdo em estado solido, acompanhando o crescimento microbiano por analise
digital de imagem, e avaliar o potencial do biocatalisador em reacGes de esterificacdo

e de transesterfificacéo.



Desse modo, no Capitulo 2 sera apresentada uma revisao bibliografica sobre o
tema proposto, com énfase em fermentacdo em estado solido, producdo de lipases,
processamento digital de imagens e producdo de biodiesel por via enzimética. Os
objetivos gerais e especificos deste trabalho serdo mostrados no Capitulo 3, enquanto
gue os materiais e a metodologia utilizada para o desenvolvimento do presente estudo
estardo destacados no Capitulo 4. No Capitulo 5 serdo apresentados os resultados
encontrados, bem como as discussdes correspondentes e o Capitulo 6 mostrard as
conclusbes obtidas com o trabalho desenvolvido. Sugestdes de continuacdo desse
estudo estardo descritas no Capitulo 7, sendo as referéncias bibliograficas empregadas
para a elaboracdo desta dissertacao dispostas no Capitulo 8.



3 — Objetivos

3.1 — Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi produzir lipase por fermentacéo de Aspergillus
niger 11T53A14 em estado sélido, monitorando o crescimento do microorganismo por
método quimico e por processamento digital de imagens, e verificar o potencial da lipase

produzida na sintese de biodiesel.

3.2 — Objetivos especificos
o Investigar a producdo de lipase por um fungo filamentoso (Aspergillus niger
11T53A14), selecionado da colecdo de fungos da Embrapa Agroindustria de Alimentos.
o Investigar os efeitos do teor de umidade e da adicdo de fonte suplementar de
carbono na producéo de lipase por fermentacdo de Aspergillus niger 11T53A14 em estado
solido.
o Monitorar o crescimento microbiano, na fermentacdo em estado sélido, por analise
quimica (método da glicosamina) e por processamento digital de imagens.
. Utilizar a lipase produzida na sintese de biodiesel a partir da reacdo de

transesterificacdo de 6leo de soja com etanol.
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2 — Revisdo bibliografica

2.1 — Lipase

As lipases sdo enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases (glicerol éster
hidrolase E.C. 3.1.1.3) e biologicamente sdo desenvolvidas para catalisarem as reagdes de
hidrolise, j& que o ambiente natural das células é rico em &gua. A agua desempenha a
funcdo de dispersar a molécula da enzima, atuando como um co-substrato na reacdo de
hidrélise de triglicerideos. A hidrélise de triglicerideos utilizando lipases € uma reacao
reversivel e, portanto, o equilibrio pode ser alterado no sentido da sintese de éster pela
reducdo da atividade de agua (HOU, 2005; PAIVA et al., 2000; SVENDSEN, 2000). No
entanto, o0 meio ndo deve ser totalmente anidro, e sim conter uma quantidade minima de
agua suficiente para manter a atividade da enzima. Isto quer dizer que este teor de
umidade, mesmo sendo baixo, € necessario para atuar como componente primario do

microambiente e como um tampao entre a enzima e a rea¢do (LEE & AKOH, 1998).

2.2 — Ativacao interfacial

Enzimas, incluindo as lipases, tém atividade especifica em ambientes aquosos
com grupos polares e grupos apolares. Diferentemente de outras enzimas, a natureza da
reacdo catalisada pela lipase € muito complexa devido a insolubilidade dos substratos
lipidicos na agua. A agua é necessaria para manter e ativar a enzima formando uma
interface no meio reacional devido a presenca de lipidios imisciveis. A atividade catalitica
das lipases € sensivelmente diminuida na auséncia de uma interface.

Na reacdo de hidrolise, as lipases atuam na interface 6leo/dgua de emulsdes e
algumas propostas sdo usadas para explicar sua capacidade de atuacdo nesse meio
reacional, tais como: a) uma enzima mais ativa sendo gerada por uma mudanga
conformacional induzida interfacialmente, isto € explicado pelo fato de que os sitios de
adsorcdo na interface ndo sdo sitios ativos onde ocorre a reacdo, assim sendo, ao entrar em
contato com a interface a lipase assume uma nova conformacgdo espacial, b) uma maior
concentracdo de substrato no local, ¢) uma orientacdo mais favoravel do substrato, d) um
grau menor de hidratacdo do substrato pode tornar as enzimas mais ativas, ja que as
moléculas de dgua podem formar uma protecdo as ligacGes esteres (D’AGOSTINI, 2001,
LANGONE, 1998).



2.3 — Caracteristicas das lipases

Dependendo de sua origem, as lipases podem apresentar pesos moleculares que
variam de 20 a 75 kDa. Em geral, a faixa de temperatura 6tima para a atividade enzimética
da lipase fica entre 30°C e 40°C, contudo algumas lipases tém mostrado niveis de
estabilidade consideraveis mesmo em temperaturas extremas, como 5°C e 60°C. O mesmo
é observado em relagcdo ao pH, onde as lipases apresentam uma ampla faixa de atuacéo,
variando entre 50 a 8,0 (KAMINI et al.,, 1998; BENJAMIM & PANDEY, 2001;
PASTORE et al., 2003).

2.4 — Especificidade das lipases

Uma caracteristica importante da lipase é a especificidade, sendo dividida em
quatro classes a serem definidas: a) especificidade em relacéo a classe de lipidio ou ao tipo
de éster, como por exemplo tri-, di- ou monoglicerideo, colesterol éster, metil éster, entre
outros; b) a regioespecificidade, que representa a especificidade em relagdo a posicédo de
ligacdo éster numa molécula, isto é,seletividade em relacdo a molécula acil localizada na
posicdo sn-1 (e sn-3) da estrutura do glicerol versus a posicdo secundaria (sn-2) da
estrutura ; c) especificidade em relacdo ao residuo de acido graxo, na qual a lipase é
especifica em relacdo ao comprimento da cadeia ou em relacéo a presenca de dupla ligacéo
na cadeia desse &cido; e d) estereoespecificidade (ou enantioseletividade) que esta
relacionada a capacidade da lipase em discriminar estereoisdmeros, catalisando apenas a
hidrélise ou a esterificacdo de um dos dois estereoisdmeros (D’AGOSTINI, 2001; DE
CASTRO et al., 2004; VAN DER PADT, 1993 apud VIEIRA, 2005). A Tabela 2.1
apresenta alguns exemplos de lipases e suas especificidades (D’AGOSTINI,2001).

Tabela 2.1: Especificidade de algumas lipases

Especificidade Lipase (fonte)
Mono- e diacilglicerdis Penicillium camembertii
Triacilglicerois Penicillium sp.
Regioespecificas Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus,

Mucor miehei, Candida antarctica,
Penicillium expansum
Especificas em relacdo ao &cido graxo Penicillium  roqueforti,  Geotrichum

candidum, Fusarium solani

Fonte: D’AGOSTINI, 2001.



2.5 — Aplicacéo das lipases

Devido a sua versatilidade e desempenho catalitico, o interesse pela aplicacao
industrial da lipase tem aumentado, sendo utilizada em diversas aplicacbes, como por
exemplo, no processamento de 6leos e gorduras (DE CASTRO et al., 2004; RODRIGUEZ
et al., 2006); na formulacdo de detergentes (DE CASTRO et al., 2004); no processamento
de alimentos (COUTO & SANROMAN, 2006); nos processos de sintese usados em
industrias de quimica fina e farmacéutica (BEVILAQUA, 2005); na industria de papel,
(JAEGER & REETZ, 1998); e atualmente na industria petroquimica (NOUREDDINI et
al., 2005; MEHER et al., 2006).

2.6 — Biocatalise em meio microaquoso

A catalise enzimatica era considerada um processo viavel somente em fase
aquosa. No entanto, nos ultimos trinta anos, pesquisas demonstraram que as enzimas
podem ser ativas em solventes organicos. Uma das principais vantagens da catélise
enzimatica em meio organico é a possibilidade de efetuar reacdes que utilizam substratos
pouco soluveis em agua. Desta forma, reacGes de esterificacdo e de transesterificacéo,
catalisadas por lipases, podem ser viaveis industrialmente.

ReacOes com biocatalisadores em meio organico sdo constantemente estudados
em areas interdisciplinares, como a quimica organica, a bioengenharia, e a oleoquimica,
para a sintese ou a conversao de lipidios, sacarideos, peptideos e polimeros.

As lipases podem realizar varias reacfes em sistemas microaquosos como a

esterificacdo, interesterificacdo, acidolise e a alcdlise.

R-COOH + R’-OH <> R-CO-OR’ + H,0 (Esterificacio)

R-COOR’+ R’’-COOR’ <> R-COOR’ + R”’-COOR’ (Interesterificacdo)
R-COOR’ + R”’-COOH <> R’’-COOR’ + R-COOH (Acidolise)
R-COOR’ +R”’-OH <> R-COOR’’ + R’-OH (Alcdlise)

2.7 — ReagOes em meio microaquoso catalisadas por lipases
Para se aplicar um sistema reacional com solvente, deve se escolher um solvente
organico apropriado antes de executar uma reacdo enzimatica. Pesquisas tém sido

realizadas nas Ultimas duas décadas, constatando um progresso na compreensdo das



propriedades das enzimas em meio organico, e 0 quanto 0s solventes organicos podem
influencia-las.

A natureza do solvente organico é um fator importante a ser considerado na
catalise enzimatica em meio microaquoso, pois o solvente ndo apenas afeta a atividade € a
estabilidade da enzima, como também modifica a sua especificidade.

Os solventes menos nocivos as enzimas sdo aqueles mais hidrofobicos (que nédo
tém afinidade pela agua), pois interagem menos com a agua necessaria para O
funcionamento da enzima. Solventes hidrofilicos (que tém afinidade pela dgua) tendem a
retirar a 4gua essencial das proximidades da enzima, acarretando na perda da atividade
enzimatica.

Um dos critérios utilizados para determinacdo da hidrofobicidade do solvente é
baseado no logP, sendo P o coeficiente de particdo do solvente em uma mistura
octanol/agua. A biocatalise de reacfes de sintese, tais como as reacGes de esterificacdo, €
geralmente considerada possivel em solventes imisciveis em agua que apresentam logP
maior do que 4.

Acredita-se que nenhuma atividade catalitica seja possivel quando o log P é
menor que 2. O comportamento de solventes ndo pode ser generalizado para valores
intermediarios de log P. No entanto, excecdes a esta regra tém sido descritas e reacdes em
solventes misciveis em agua tém sido relatadas (CARTA et al., 1992). Os solventes com
log P maior que 4 permitem expressar melhor atividade catalitica da maioria das enzimas,
0 que pode ser explicado parcialmente pela capacidade dos solventes hidrofilicos em
remover a dgua associada a enzima, que é essencial para a biocatalise (ILLANES, 1994).

Com o objetivo de usar lipases de forma mais econdmica e eficiente em meios
microaquosos e em solventes organicos anidros, técnicas para sua modificacdo tém sido
objeto de estudo de crescente interesse. Estas técnicas podem ser convenientemente
classificadas em trés categorias principais: modificacdo quimica, modificacdo fisica
(imobilizacdo) e engenharia genética. A modificacdo é executada para aumentar sua
atividade, seletividade ou estabilidade e melhorar sua solubilidade em solventes organicos
(VILLENEUVE et al., 2000).

As lipases imobilizadas apresentam varias aplicacdes industriais. Possuem grande
estabilidade em alta temperatura, numa ampla faixa de pH, facil manuseio, uso repetido e
possibilidade de operacdo em sistemas continuos. Enzimas imobilizadas geralmente

possuem melhor performance catalitica em meio microaquoso. De acordo com Shah e



Gupta (2007), isto provavelmente se deve a maior area superficial da preparacdo do

biocatalisador na forma imobilizada.

2.8 — Producéo de biodiesel a partir da transesterificacdo de 6leos vegetais com
alcoois utilizando lipases

Biodiesel € definido como ésteres monoalquilicos de acidos graxos de cadeia
longa, isto é, uma mistura de ésteres lineares, preferencialmente ésteres metilicos ou
etilicos, de acidos graxos, obtidos de fontes renovaveis como 6leos vegetais ou gorduras
animais, sendo um combustivel renovavel, biodegraddvel e ambientalmente correto
(SHAH & GUPTA, 2007; ZENG et al., 2006; SALIS et al., 2005; VIEIRA et al., 2005).

Atualmente, a producéo de biodiesel, no mundo, em larga escala, € realizada pela
reacdo de transesterificagdo de 6leo vegetal com metanol empregando catalisador quimico
alcalino. Existem vérias desvantagens associadas a este processo, tais como: 0S
catalisadores ndo podem ser reutilizados apds o término da reagdo, uma vez que sdo
removidos juntamente com o glicerol, tornando a etapa de purificacdo deste subproduto
mais dificil. Além disso, os 6leos e as gorduras utilizados devem possuir baixo teor de
acidos graxos livres (inferior a 1%), o que acarreta na utilizacdo de 6leos refinados, que
sdo mais caros. Desta forma, o custo associado aos 6leos vegetais e as gorduras utilizados é
relativamente alto e constitui 80% do custo total da producdo de biodiesel. Outro
inconveniente é a ocorréncia da reagdo parcial de saponificacdo em meio alcalino em
presenca de agua e de acidos graxos livres.

A utilizacdo de lipases como biocatalizadores representa uma alternativa aos
catalisadores alcalinos no processo de obtencdo de biodiesel, pois atuam em condicdes
brandas de temperatura e pressdo, diminuindo 0s custos com a energia necessaria ao
processo, sdo catalisadores altamente seletivos e, devido as novas técnicas de imobilizacdo
e ao avanco da engenharia genética, podem ser utilizadas na forma imobilizada em
processos industriais de forma similar aos catalisadores quimicos heterogéneos, podendo
ser reutilizadas. Atualmente, muitos estudos sobre producédo de biodiesel a partir da reacéo
de transesterificacdo de dleos vegetais usando lipases imobilizadas estdo sendo realizados
(SHAH e GUPTA, 2007; RATHORE e MADRAS, 2007; MARCHETTI et al., 2007
SHIMADA et al., 2002). Cabe ressaltar que esses biocatalizadores podem representar uma
solugdo para os problemas mencionados quando da utilizagdo de catalisadores
homogéneos. Em particular, o subproduto glicerol pode ser facilmente removido sem



demandar qualquer processo complexo de separacdo. Ademais, &cidos graxos livres
contidos em oOleos sdo completamente convertidos a alquil ésteres (SHAH & GUPTA,
2007; ZENG et al., 2006; SALIS et al., 2005).

Vérios estudos sobre a producdo do biodiesel por via enzimética utilizando
lipases imobilizadas vém sendo realizados.

Watanabe e colaboradores (2001) utilizaram o6leo residual, metanol e lipase de
Candida antarctica imobilizada para a producdo de biodiesel, e observaram que a
atividade da enzima permaneceu constante durante 100 dias de reacdo. Shimada e
colaboradores (2002) investigaram a producdo enzimatica de biodiesel e destacaram a
dificuldade na reutilizacdo da enzima ao final do processo, visto que o metanol insoltvel
inativa irreversivelmente a enzima, mesmo que imobilizada. Em seus experimentos, 0S
autores obtiveram um rendimento em biodiesel, a partir de metandlise de um 6leo residual,
superior a 90%.

Shah e Gupta (2007) avaliaram a producdo de biodiesel a partir de éleos nao
comestiveis na india com etanol no purificado, o que diminui os custos da producéo do
combustivel, para desenvolver uma tecnologia sustentavel. Para esta reacdo, a lipase de
Pseudomonas cepacia foi escolhida como biocatalisador.

A utilizacdo de lipases para a producdo industrial de biodiesel ainda é inviavel
devido ao elevado custo da enzima. A variedade de aplicacdes e 0 aumento crescente do
mercado de lipases em reacdes de sintese incentivam a busca de novas lipases, a partir da
selecdo de microorganismos e da reducdo dos custos de processo, pela utilizagdo de
residuos agroindustriais, por exemplo (SHAH e GUPTA, 2007). Vérios trabalhos
investigam a producdo de lipases, capazes de catalisar a reacdo de transesterificacdo de
6leos vegetais com alcoois de cadeia curta, a partir do cultivo de diversos microrganismos
por processos fermentativos (submerso ou sélido) visando minimizar o custo do processo
para viabilizar a sua aplicacdo industrial (SHAH & GUPTA, 2007; PETKAR et al., 2006;
SHIMADA et al., 2002; WATANABE et al., 2001).

2.9 — Producéo de lipases

2.9.1 — Fontes

As lipases podem ser obtidas de diferentes fontes. Inicialmente, as lipases obtidas
eram de origem animal, extraidas do péancreas de animais e utilizadas como auxiliar

digestivo para o consumo humano, estando relacionadas com a digestdo de gorduras e a



mobilizacdo dos triacilglicerdis armazenados no organismo (D’AGOSTINI, 2001). As
lipases de origem vegetal sdo encontradas nas sementes de algoddo, em cereais, como por
exemplo o milho, e na soja.

Entretanto, nas ultimas décadas, o interesse pelas lipases de origem microbiana
tem aumentado, por elas possuirem caracteristicas cataliticas mais versateis (COURI et al.,
2006a), maior especificidade por serem provenientes de linhagens microbianas
selecionadas e menor tempo de producao.

As lipases podem ser obtidas a partir da cultura de bactérias e leveduras,
entretanto, sdo os fungos filamentosos seus melhores produtores. Os géneros mais
utilizados para o processo de obtencédo de lipases sdo os Rhizopus, Aspergillus, Penicillium
e Geotrichum (COURI et al.,, 2006a; LI et al., 2006; DE CASTRO et al, 2004;
BENJAMIN & PANDEY, 2001; MURALIDHAR et al., 2001; DALMAU et al., 2000).

Fungos filamentosos sdo microrganismos eucariéticos que se reproduzem por
meio de esporos sexuados ou assexuados. Sua estrutura € composta por filamentos
tubulares denominados hifas e o conjunto dessas hifas é chamado micélio.

Os fungos filamentosos sdao 0os microrganismos mais adequados para culturas em
meios com baixo teor de umidade, tais como os meios empregados nas técnicas de
fermentacdo em estado sélido. Na Tabela 2.2 séo apresentados alguns fungos produtores de

lipase.

Tabela 2.2: Alguns fungos produtores de lipases

Fungos Substratos Referéncia
Aspergillus Niger Farelo de trigo, torta de 6leo  COURI et al., 2006a;
de gergelim. KAMINI et al.,1998
MAHADIK et al.,
2002
Penicillium restrictum Torta de 6leo de babacu, torta CASTILHO et al.,
de azeite de oliva. 2000
Penicillium simplicissimum Torta de 6leo de babacu, CAVALCANTI et al.,
bagaco de cana de agucar. 2005
Rhizopus rhizopodiformis Torta de azeite de oliva, CORDOVA et al.,
bagaco de cana de acUcar. 1998
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Continuacao da Tabela 2.2

Rhizopus oligosporous Farelo de trigo, farelo de UL-HAQ et al., 2002
arroz, bagaco de cana de

acucar, torta de 6leo de coco.

2.9.2 — Fermentacdo em estado solido

A maioria dos trabalhos sobre a producao de lipases a partir de bactérias, fungos e
leveduras tem sido realizada em fermentacdo submersa. Contudo, atualmente, tem se
verificado um crescente interesse na utilizacdo de rejeitos de processos industriais para a
producéo de lipases em fermentacdo em estado solido (FES) (COUTO & SANROMAN,
2006).

A fermentacdo em estado solido pode ser definida como o processo fermentativo
gue ocorre na auséncia ou gquase auséncia de agua livre onde o crescimento microbiano e a
formag&o de produto ocorrem na superficie do substrato. O substrato deve possuir umidade
suficiente para dar suporte ao crescimento e sustentabilidade ao metabolismo microbiano
(GERMANO, 2000; PANDEY, 2003).

No processo de fermentagdo em estado sélido, alguns aspectos importantes
devem ser considerados, como a selecdo do microrganismo, a estimativa de crescimento da
biomassa, a otimizacdo dos parametros do processo, a recuperacdo e purificagdo do
produto (PANDEY, 2003).

Os microrganismos mais adequados para a fermentacdo em estado so6lido sdo os
fungos e as leveduras, ja que as bactérias exigem um meio com uma grande atividade de
agua. Fungos filamentosos sdo espécies facilmente cultivadas em FES, no entanto, algumas
bactérias tém sido reportadas em processos de fermentacdo em estado s6lido (CORZO &
REVAH, 1999; PANDEY, 2003).

Na FES, a 4gua apresenta um papel primordial, pois € responsavel pela difusao de
solutos, gases e metabdlitos inibitorios, bem como pela absorcédo celular. Além disso, a
presenca ou auséncia da adgua afeta significativamente a taxa de crescimento microbiano, a
evolugdo da germinacéo, esporulacédo e atividade metabdlica das col6nias, uma vez que se
a quantidade de agua ndo for suficiente para manter as propriedades funcionais de algumas
enzimas, a perda da atividade enzimatica pode levar ao desequilibrio na cadeia metabolica
das células (GERVAIS & MOLIN, 2003; PANDEY, 2003; HOLKER & LENZ, 2005;
COUTO & SANROMAN, 2006).
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Outro aspecto importante para a fermentacdo em estado sélido é a selecdo de um
substrato apropriado ao desenvolvimento do microrganismo. O material sélido ndo solavel
pode atuar apenas como suporte fisico para o microrganismo ou ainda exercer a funcéo de
suporte e de substrato, fornecendo nutrientes para 0 microrganismo. O solido pode ser de
origem natural, como produtos e subprodutos agricolas, ou ser constituido por um suporte
inerte suplementado com nutrientes necessarios ao desenvolvimento microbiano na FES
(DOMINGUEZ et al., 2003; PANDEY, 2003).

A Figura 2.1 ilustra o crescimento de um fungo filamentoso em meio solido.
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Figura 2.1: Representagdo do crescimento de fungos em substratos sélidos
(HOLKER & LENZ, 2005).

Varios suportes sdo investigados na literatura envolvendo a agregacdo de valor a
residuos agroindustriais, uma vez que a base da economia brasileira atual estd voltada para
produtos agroindustriais. Entre os residuos mais citados como suporte para a FES estdo: o
farelo de trigo (COURI et al., 2006a; UL-HAQ et al., 2002; MAHADIK et al., 2002; ), a
torta do 6leo de gergelim (KAMINI et al., 1998), a torta do 6leo de oliva (CASTILHO et
al., 2000), a torta do 6leo de babacu (CASTILHO et al., 2000; CAVALCANTI et al.,
2005), o bagagco da cana-de-acucar, o farelo de arroz, e a torta do Oleo de coco
(CORDOVA et al., 1998; UL-HAQ et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2005).

A fermentacdo em estado solido apresenta algumas vantagens e desvantagens
qguando comparada a fermentacdo submersa. A Tabela 2.3 apresenta a comparacao entre 0s
dois processos.
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Tabela 2.3: Comparacdes entre 0s processos fermentativos em estado sélido e

submerso

Fermentagdo em Estado Solido

Fermentacdo Submersa

- Alguns produtos sdao melhor produzidos
somente em condi¢cdes de baixa umidade.
N&o pode ser usada para crescimento de
microrganismos que requerem altas
concentragdes de agua livre.

- O meio é relativamente simples por ser
em estado bruto. Pode conter todos os
nutrientes necessarios para o crescimento,
ou necessitar somente de uma umidificacdo
com solucdo mineral. Pré-tratamento pode
ser simples, como a moagem.

- A baixa disponibilidade de &gua é uma

prevencdo contra contaminantes.

- Menor volume do meio no reator com

uma produtividade volumétrica maior.

- Maiores concentracGes de substratos no
reator podem gerar maiores concentragdes
de produtos.

- A aeracdo é facilitada por existir uma
grande superficie de troca entre ar e
substrato.

- Os esporos dos microrganismos podem

ser utilizados diretamente na inoculacao.

- Muitos produtos podem ser produzidos
de

microrganismos. Muitos produtos tém uma

por uma grande  variedade

melhor producédo nestas condigdes.

- O meio freqlentemente contém

ingredientes altamente processados,

tornado o processo mais caro.

- Sendo um processo com uma atividade de
agua alta, favorece o crescimento de
microrganismos contaminantes.

- Devido ao fato do meio ser diluido, ocupa
maior volume no reator, no entanto sua
produtividade volumétrica é menor.

- Grandes concentracdes de substratos

podem gerar problemas reoldgicos.

- Existe a necessidade de uma grande
quantidade de ar injetado no sistema, ja que
a solubilidade do oxigénio é limitada.

- Necessita de pré-cultivo, envolvendo
grandes volumes de meio e tanques para o

desenvolvimento microbiano.

Fonte: SATO & SUDO, 1999; PANDEY, 2003; COUTO & SANROMAN, 2006

Embora a FES apresente um aspecto vantajoso em relacdo a maiores

produtividades, menores custos de capital de operagéo, equipamentos e meios mais simples
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quando comparada a fermentacdo submersa, algumas dificuldades sdo apresentadas por
este processo, tais como: € um processo praticamente restrito a microrganismos capazes de
crescer em ambientes com baixa concentracdo de dgua, embora ja existam relatos sobre a
aplicacdo de bactérias nos processos de FES; dificuldades no scale-up e no controle de
parametros relacionados a transferéncia de massa e remoc¢do de calor (PANDEY, 2003;
SATO & SUDO, 1999; GERMANO, 2000).

Devido a essas dificuldades apresentadas, alguns autores tentam solucionar ou
minimizar tais problemas, desenvolvendo biorreatores mais adequados para 0 processo.

Os biorreatores mais comumente utilizados em FES sé&o do tipo bandeja, tambor
rotativo, reatores de leito fixo, ou em colunas, e de leito fluidizado (SCHIMIDELL et al,
2001; BIANCHI, 2001, ROBINSON & NIGAM, 2003).

Na aplicacdo de biorreatores em escala industrial e piloto, os maiores problemas
identificados estdo relacionados a transferéncia de calor, causada pela compactacdo do
meio, criacdo de caminhos preferenciais, levando a uma deficiéncia na aeracdo do meio e
podendo comprometer a produtividade e o rendimento do processo. Algumas medidas para
minimizar esses problemas podem ser tomadas como a circulacdo de ar ao redor do
substrato ou entre suas particulas, e ainda a utilizacdo de agitacdo do reator. No entanto, a
agitacdo deve ser cautelosa, uma vez que fungos que ndo apresentam septo nas hifas
podem ser pouco resistentes a agitacdo mecanica (DURAND, 2003).

Os reatores mais simples s@o os reatores de bandeja e os de coluna. Em escala de
laboratorio, experimentos sdo realizados comumente em placas de Petri, erlenmeyers,
béqueres, e outros recipientes que apresentem uma boa superficie de contato entre 0 ar e 0
meio. Porém, nesses casos, somente a temperatura ambiente onde o meio inoculado foi
incubado é controlada. Estes experimentos sdo apropriados para avaliag@es iniciais sobre
0s tipos de microrganismos que serdo empregados, assim como as condi¢bes do meio de
fermentacdo (DURAND, 2003).

Nos reatores de leito fixo, 0 meio inoculado é acondicionado em colunas que sao
incubadas em um banho termostatico (Figura 2.2). Mangueiras ligadas a uma bomba de ar
sdo acopladas na parte inferior das colunas para a realizacdo da aeragdo e também para um
controle da temperatura, uma vez que nesse processo fermentativo ocorre a producdo de
calor. Esse tipo de reator tem como vantagem o espaco reduzido, o fato de que a carga e a

descarga do meio no reator € realizada de forma mais rapida e uma relagdo de volume total
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por volume util proximo a 1 (DURAND, 2003; SCHIMIDELL et al, 2001). Este

equipamento também tem como vantagens o baixo custo e o uso relativamente facil.
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Figura 2.2: Reator de colunas de vidro para a fermentacdo em estado sélido

Nos reatores de tambor rotativo, a agitacdo promove aeracdo e homogeneizacao
do meio, distribuindo mais uniformemente os nutrientes. Durante a fermentagdo neste
reator, é possivel que ocorra a pulverizacdo de agua na superficie do leito, removendo
dessa forma o ar seco e o calor gerado durante a fermentacdo. No entanto, essa
pulverizacdo pode promover a aglomeracdo do meio de fermentacdo (SATO & SUDO,
1999; ROBINSON & NIGAM, 2003).

O interesse pela aplicacdo da FES tem aumentado devido & quantidade de
enzimas extracelulares produzidas, além de outros metabdlitos (SATO & SUDO, 1999). A
FES tem sido aplicada no desenvolvimento de bioprocessos, envolvendo ainda a
biodegradacdo de compostos e desintoxicacdo bioldgica de residuos agroindustriais
(ADAMMS et al.,, 2002). Este processo apresenta, também, um grande potencial
tecnologico no que diz respeito ao desenvolvimento de produtos que apresentam
componentes derivados de microrganismos como racdes para animais, produtos para a
indGstria  alimenticia, quimica e farmacéutica. Estas aplicagdes envolvem a
biotransformacdo de produtos e residuos agricolas para o enriquecimento nutricional,
producéo de biomassa, e formacdo de produtos de alto valor agregado, como antibidticos,
acidos organicos, biopesticidas, compostos aromaticos, enzimas e biocosbustiveis
(PANDEY, 2003; DE CASTRO, 2004).
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De acordo com Couto e Sanroman (2006), a comparacdo dos processos de
fermentacdo submersa e em estado sélido para a produgdo de lipases, investigada por
varios autores, mostrou que a FES apresenta maiores rendimentos e estabilidade em
relacdo a submersa.

Vaérios fatores podem afetar a producdo de lipases extracelulares na FES, tais
como pH, temperatura, aeragdo e composicdo do meio. Além disso, a presenca de
trigliceridios ou &cidos graxos tem sido reportada por aumentar a secrecdo de enzimas
lipoliticas por determinados microrganismos (COUTO & SANROMAN, 2006).

As lipases produzidas por microrganismos podem ser induziveis ou constitutivas.
As lipases constitutivas sdo aquelas que sdo produzidas independente do meio de cultura
onde 0 microrganismo se encontra, ja as lipases induziveis tém a sua producdo estimulada
pela presenca de algum indutor presente no meio de cultivo (FONTOURA, 2006).

A presenca de substratos lipidicos e seus metabdlitos, como acidos graxos, pode
estimular a producéo de lipases (FONTOURA, 2006). O uso de 6leos vegetais como fontes
de carbono suplementares tem sido empregado para aumentar o rendimento na producéo de
lipase por fermentacdo em estado sélido, devido a sua potencial habilidade de inducéo
(DALMAU et al., 2000; COUTO & SANROMAN, 2006; LI et al., 2006).

Dalmau e colaboradores (2000) observaram que os mecanismos reguladores da
biossintese de lipase variam amplamente entre diferentes microrganismos. Resultados
obtidos por estes autores, usando o género Aspergillus como agente da fermentacdo na
producédo de lipase, mostraram que a producdo dessa enzima parece ser constitutiva e
independente da adicdo de substratos lipidicos no meio de cultura, embora sua presenca
aumente a atividade da lipase produzida.

Diferentes parametros de processo foram avaliados em trabalhos anteriores pelo
grupo de pesquisa da Embrapa Agroindudstria de Alimentos para aumentar a producdo de
lipase de Aspergillus niger 11T53A14 por fermentacdo em estado solido, tais como a
selecdo de microrganismo, da temperatura, da concentracdo de inoculo, e da fonte de
nitrogénio (DAMASO et al., 2005; MENEZES et al., 2005).

Na FES o tipo de substrato usado pode aumentar a producdo de enzimas, 0 que
pode ser obtido pela utilizacdo de varios rejeitos agroindustriais e alimenticios, que sdo
ricos em acidos graxos, trigliceridios e/ou agucares.

Dominguez e colaboradores (2003) observaram um grande potencial na utilizagao
de rejeitos agroindustriais (farelo de cevada) como suporte para o substrato para a
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producéo de lipase por FES da levedura Y. lipolytica, visto que tais rejeitos permitiram a

obtencdo de maiores atividades de lipase do que 0s suportes inertes.

2.10 — Monitoramento do crescimento da biomassa em fermenta¢do em estado
solido

Varios parametros sdo importantes para melhorar a operacdo de um processo
fermentativo, entre eles o estudo de métodos de estimativa de crescimento da biomassa,
relacionando a cinética de crescimento, a morfologia do microrganismo e a produtividade.
Entretanto, na fermentacdo em meio solido esta estimativa torna-se mais complexa, pela
dificuldade em separar 0 meio de cultura da biomassa, e ainda, pela precisdo, sensibilidade
e velocidade de estimacdo do método (NEVES et al., 2003). Em funcéo do que foi descrito,
a literatura reporta alguns métodos de medida indireta da biomassa, tais como o método
baseado na determinacdo de um agucar presente na parede celular dos fungos, a glicosamina
(DESGRANGES et al. 1991, apud NEVES et al., 2003), que é, atualmente, 0 mais

empregado para essa finalidade.

2.10.1 — Método quimico: quantificacéo da glicosamina.

A glicosamina (n-acetil-D-glicosamina), representada na Figura 2.3, € um
mondmero da quitina, um componente estrutural e estavel presente na parede celular dos
fungos. A quantidade de glicosamina é um pardmetro Util para se estimar a soma total do
crescimento do micélio. A quitina ndo é encontrada no reino vegetal, porém é encontrada

também no exoesqueleto de artrépodes, em moluscos e algas marinhas.
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Figura 2.3: Representacdo esquematica da estrutura quimica da molécula de N-

acetil-glicosamina.
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Para analisar a quantidade de glicosamina € necessario que a quitina seja
hidrolisada, para que seja realizada sua despolarimerizacdo. Essa hidrolise pode ser feita
por um processo alcalino ou por um processo acido (PENMAN et al., 2003; SAKURAY et
al., 1977).

A andlise da glicosamina pode ser feita por analise colorimétrica ou por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), sendo que a analise por HPLC diminui os
problemas relacionados a falta de especificidade do método, por ser uma analise mais
acurada e de maior precisdo. A analise colorimétrica da glicosamina é mais imprecisa, pois
quando a quitina é hidrolisada, ocorre também a hidrélise do substrato, uma vez que o
micélio ndo pode ser separado do meio de cultura. Essa hidrolise pode gerar estruturas
guimicas que sdo semelhantes a glicosamina (outros agucares de seis carbonos), e, desta
forma, interferir no resultado da analise pela falta de especificidade (PENMAN et al.,
2003). Além disso, segundo Sakuray e colaboradores (1977), a quantidade de glicosamina
pode mudar de acordo com as condicGes de crescimento do fungo e a idade da cultura, ndo
sendo os valores encontrados adequados para estabelecer uma relacdo quantitativa geral da

massa micelial.

2.10.2 — Processamento digital de imagens

Algumas metodologias tém sido reportadas como alternativas a dosagem de
glicosamina para quantificacdo indireta da biomassa, tais como: a produgdo de metabdlitos
primarios (RAIMBAULT, 1998; NEVES, 2003), a liberacdo de dioxido de carbono
(CARRIZALEZ et al., 1981 apud NEVES et al., 2006), a variacdo entre a condutividade
elétrica entre o substrato solido e a biomassa (PENALOZA et al., 1991), e mudancas de
coloragéo do meio, determinada pela luz refletida (Murthy et al., 1993).

O emprego de softwares tambeém tem sido investigado como método de
monitoramento da biomassa, como € o caso do processamento digital de imagens.

A possibilidade de se estabelecer correlacBes entre as caracteristicas morfoldgicas
do microrganismo, a concentracdo de biomassa e demais variaveis do processo fermentativo
com a utilizacdo de programas especificos de computador para o processamento digital de
imagens aquisitadas em fermentacdo submersa tem sido investigada como alternativa ao
método quimico tradicional (COURI et al., 2003).
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Em fermentacdes submersas, Cox e colaboradores (1991) desenvolveram um
método automatico para analisar a morfologia dos pellets de fungos em culturas
submersas.

Um aprimoramento do método descrito por Cox e colaboradores (1991) foi
realizado por Tucker e colaboradores (1992) para verificar a morfologia do micélio de
fungos, tornando o método totalmente automatizado, permitindo assim uma analise mais
completa e rapida.

A utilizacdo desta ferramenta também foi reportada por Couri e colaboradores
(2003) para a avaliacdo das diferentes morfologias do fungo filamentoso Aspegillus niger
3T5B8. O trabalho relata a influéncia significativa da morfologia do fungo na producéo de
metabolitos, através da correlacdo feita entre o resultado obtido com o processamento de
imagens, a presenca de micronutrientes estimuladores de crescimento e a producdo de
metabolitos.

Em fermentacdes no estado solido, nas quais 0 meio de cultura é heterogéneo, é
dificil visualizar a separacdo entre 0 meio de cultura e a biomassa crescida, tornando o
emprego da técnica de processamento digital de imagens mais complexo (NEVES, et al.,
2003). Desta forma, sdo poucos os trabalhos encontrados na literatura que reportam a
utilizacdo dessa metodologia para o crescimento de fungos filamentosos e leveduras em
meio solido (NEVES, 2003).

Algumas vantagens podem ser destacadas no uso da quantificacdo da biomassa
pela anélise digital de imagens. Através desta técnica parametros morfoldgicos complexos
podem ser descritos. Além disso, é possivel distinguir linhagens por uma visdo
multiespectral. Adicionalmente, a técnica é importante para analise do crescimento em
superficie e tem custo relativamente baixo. Entretanto, algumas desvantagens sao descritas,
tais como: a técnica ndo é penetrante no meio de cultivo, tornando-a invidvel para a
quantificacdo em volume, ndo quantifica compostos e possui grande dificuldade para
distinguir o objeto de interesse do meio de cultivo heterogéneo (BELLON-MAUREL et
al., 2003). Desta forma, a sensibilidade do operador para a aquisicdo da imagem é um fator
de extrema importancia.

O processamento digital de imagens vem apresentando um crescente interesse por
permitir o aprimoramento de informacges pictorias para a interpretacdo humana e a analise
automatica no computador de informacdes extraidas de uma cena (MARQUES FILHO &
VIEIRA NETO, 1999; GONZALEZ & WOODS, 1993). Este tipo de analise deixou de ter
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sua aplicacdo restrita ao uso militar e passou a ser utilizada pelas mais diversas areas da
ciéncia, visando a resolucéo de problemas.

Para que a confiabilidade de uma analise obtida por processamento digital de
imagem seja alcancada, cada etapa do procedimento, desde a amostragem até a medida
final, deve ser realizada de modo cuidadoso, principalmente com respeito a padroes
conhecidos. A demanda por metodologias-padrdo de analise, que possam ser repetidas e
comparadas entre os diversos usuarios de uma mesma area de pesquisa torna-se,
atualmente, uma necessidade para a implantagdo industrial mais eficiente deste

procedimento de anélise.

Na area de biociéncias, o processamento digital de imagens pode representar uma
boa alternativa para estimar o crescimento microbiano em fermentacdes em estado solido,
permitindo uma melhor avaliagdo da morfologia e da cinética de crescimento do
microrganismo (COURI et al., 2006b). As aplicacfes do processamento digital de imagens
nos setores dessa area sdo: quantificacdo do crescimento e viabilidade celular;
determinacdo de biomassa; sensibilidade celular e “screening” de antibidticos; adesdo,
morfologia e mobilidade microbiana, e modelagem do metabolismo e morfologia em

microrganismos miceliais.

E possivel caracterizar a biomassa da fermentacdo em estado solido, obtendo-se
uma relacdo entre a morfologia e o processo fermentativo, bem como estimar
indiretamente o teor de biomassa no meio com esse método. A contagem de colénias em
placas de &gar usando a analise digital de imagens é feita de forma mais rapida e correta do
que a maioria dos processos manuais. O emprego da técnica, em meios solidos
transparentes como o agar, é relativamente mais facil que em meios mais complexos, onde
ndo é tdo evidente a separagdo entre o0 micélio do fungo e o meio de cultura (NEVES et al.,
2003). Em meios de cultivos onde existe um contraste eficiente entre o microrganismo
crescido e o meio, também é possivel quantificar taxas de crescimento, sendo o total
crescido subtraido do que foi mensurado anteriormente, obtendo-se um valor de area

somente devido ao crescimento do microrganismo.

As etapas formadoras do processamento de imagem sdo descritas por Marques
Filho e Vieira Neto (1999).

e  Aquisicdo — esta etapa tem como fungdo converter uma imagem em uma

representacio numérica adequada para o processamento digital subseqiiente. E considerada
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a etapa mais critica do processamento, juntamente com a amostragem representativa do
material a ser analisado. Dois elementos sdo necessarios para esta etapa: o primeiro é um
dispositivo fisico sensivel a uma faixa de energia no espectro eletromagnético, o qual
produz na saida um sinal elétrico proporcional ao nivel de energia detectado. Ja o segundo
é o digitalizador propriamente dito, o qual converte a saida elétrica do sensor fisico em
codigo binario.

e  Armazenamento — uma imagem digitalizada pode ser considerada uma
matriz cujos indices de linhas e colunas identificam um ponto da imagem e o
correspondente valor do elemento matricial identifica os niveis de cinza naquele ponto. Os
elementos de tal rede digital sdo chamados pixels. Por exemplo, uma imagem de 8 bits de
tamanho 1024 X 1024 pixels requer um milhdo de bytes para ser armazenada. Portanto,
obter um armazenamento adequado é geralmente um desafio no projeto de um sistema de
processamento de imagens.

e  Processamento — esta etapa envolve procedimentos normalmente expressos
sob forma algoritmica, onde para anélise de imagens, séo realizadas transformac6es sobre
trés tipos de imagens (WATKINS, 1993 apud NEVES, 2003):

> Imagem de video, que pode ser grosseiramente definida como um conjunto
de sinais eletrénicos referentes a uma funcédo bi-dimensional da intensidade luminosa, f (x ,
y), onde x e y representam as coordenadas no plano. O valor de f em qualquer ponto (x , y)
é proporcional ao brilho (ou aos niveis de cinza) da imagem nesse ponto.

> Imagem digitalizada, que ja foi definida anteriormente, como um conjunto
de pixels, cujos valores podem variar de 1 a 255.

» Imagem binéria, onde se tem uma discriminacdo da imagem digitalizada,
reduzindo os valores dos pixels para 0 e 1 (ou preto e branco). Isto € realizado a partir dos
algoritmos de segmentacédo apropriados.

e  Transmissdo — e possivel a transferéncia de imagens a distancia utilizando
redes de computadores e protocolos de comunicacdo. No entanto, o grande problema € a
quantidade de bytes que se necessita transmitir, principalmente quando se deseja transmitir
uma sequéncia de imagens.

e  Exibicdo — monitores de TV e de microcomputadores, monocromaticos e
coloridos sdo os principais equipamentos usados para a apresentacdo das imagens originais
e/ou processadas nos sistemas de processamento de imagens.
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4 — Materiais e métodos

4.1 — Microrganismo

O agente da fermentagdo utilizado neste trabalho foi uma linhagem mutante de fungo
filamentoso Aspergillus niger 11T53A14. Essa linhagem foi obtida por mutagdo e selecdo em
trabalhos anteriores de melhoramento genético a partir de uma linhagem selvagem isolada da
pimenta-do-reino desenvolvidos na Embrapa — Agroindustria de Alimentos (COURI & DE
FARIAS, 1995). Por tratar-se de microrganismo geneticamente modificado, foram tomados os
devidos cuidados para a manipulagdo e descarte. Os conidios do microrganismo foram estocados
em solo estéril (-18°C), sendo posteriormente reativados em gelose inclinada de meio basico, ¢
propagados para um meio de sabugo de milho (COURI, 1993), conforme apresentado

seqiiencialmente.

4.2 — Meios de cultura

4.2.1 — Meio basico

Para a melhor adaptagdo do microrganismo, foi utilizado um meio basico desenvolvido
no laboratério de fermentagdes da Embrapa — Agroindustria de Alimentos, denominado
SOCAREAN e apresentado na Tabela 4.1. Este meio € constituido por sais minerais ¢ agar, tendo

como fonte de carbono para a produgao de lipase, o 6leo de oliva.
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Tabela 4.1: Composi¢ao do meio basico SOCAREAN

Reagentes Concentragao (g/L)

Fonte de carbono 20,00

(6leo de oliva)

NaNO3 3,00
MgSO0,4.7H,0O 0,50
KCl 0,50
FeSO4.7H,O 0,01
KH,PO4 1,00
Agar-agar 30,00

O pH deste meio foi ajustado para a faixa de 5,5 com solugdes de NaOH 1 mol/L ou
HCI1 0,1 mol/L, antes da adicdo do agar. O volume foi ajustado para 1L e o meio foi
cuidadosamente vertido em tubos de ensaios, os quais foram tampados com rolhas de algodao
cardado e autoclavados a 1 atmosfera em 120°C por 15 minutos. Apods a esterilizacdo, os tubos
foram acondicionados de modo a formar uma superficie inclinada. Em seguida, os conidios do
microrganismo foram transferidos do solo para a gelose inclinada, sendo finalmente reativados.
Um segundo repique, no mesmo meio, a partir do primeiro foi realizado apds sete dias, para a
total reativagdo do microrganismo. Os cultivos foram incubados em estufa incubadora de
demanda bioquimica de oxigénio (BOD) durante sete dias a 32°C para perfeito crescimento do
fungo. Os conidios da segunda ativagao foram empregados na inoculacdo do meio de sabugo de

milho (MSM).
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4.2.2 — Meio de sabugo de milho (MSM)

Esta etapa teve como objetivo o desenvolvimento de conidios do fungo Aspergillus
niger 11T53A14, em um meio solido, que foram utilizados na inoculacdo do processo
fermentativo.

Para a producdo deste meio foi utilizado sabugo de milho, previamente seco e triturado,
e uma solugcdo de peptona de soja enriquecida com sais minerais (Tabela 4.2). Apos a
homogeneizagdo em um erlenmeyer de 25 mL, o meio foi autoclavado por uma hora a uma
atmosfera a 120° C.

Tabela 4.2: Composi¢ao do meio de sabugo de milho

Componentes do meio Quantidades
Sabugo de milho 4,6¢g
Peptona de soja 28¢g
KH;PO4,20% m/v 0,19 mL

ZnS04. TH20, 3,96%m/v, FeSO4. TH,0, 4,6%m/v e
MnSO;4. 7H,0, 0,01%m/v 0,025 mL

HCI 2mol/L 1 gota

O MSM foi inoculado com 1,0 mL da suspensdo dos conidios reativados no meio
basico. Fez-se a suspensdo dos conidios utilizando uma solugdo de Tween 80 — 3% (v/v), para o
maximo desprendimento dos mesmos da gelose inclinada.

Apos a inoculacdo, o meio foi homogeneizado e colocado em estufa BOD a 32°C por 5
dias. Durante o periodo de incubacgao, foram observados aspectos do desenvolvimento do fungo,

tais como: coloracao, formagdo de micélio aéreo, esporulacao e presenca de contaminantes. Apos
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esse periodo, os frascos foram guardados sob refrigeragao a 4°C até sua utilizacdo. Mediante

qualquer alterag@o observada, o frasco era esterilizado e descartado.

4.3 — Preparo e quantificacéo do indculo

Em cada frasco com meio de sabugo de milho, foram adicionados 20 mL de uma solugao
estéril de Tween 80 3% (v/v). Com a ajuda de um bastdo de vidro foi realizada a agitacdo
manual dos frascos a fim de promover a liberacdo dos conidios. Em seguida, esta suspensao foi
filtrada em gaze esterilizada e transferida para um recipiente estéril.

A concentragdo dos conidios na solugdo foi determinada em camara de Neubauer. O
volume de indculo para a fermentagio foi calculado objetivando a concentragdo final de 10’
conidios/g de meio, a qual foi considerada ideal para o crescimento do Aspergillus niger 3TSBS8
em meio de farelo de trigo, de acordo com trabalhos anteriores (COURI et al, 1995, NEVES,

2003).

4.4 — Processo de fermentacdo em estado sélido (FES)

4.4.1 — Selecao da fonte de carbono

Inicialmente, foram realizados testes para verificar a melhor fonte suplementar de
carbono para a produgao de lipase. O experimento ocorreu em frascos erlenmeyer com volume de
250 mL, contendo 40g de meio. O meio de fermentagdo foi constituido por 100 g de farelo de
trigo e 2% (m/m) de uma das seguintes fontes suplementares de carbono: 6leo de mamona, 6leo
de milho, 6leo de soja, 6leo de palma, e borra do refino do 6leo de milho. Os meios foram ainda
enriquecidos com uma fonte de nitrogénio através da adi¢do de uma solugdo de sulfato de amoénio
0,91% (m/v), e a umidade do meio foi ajustada para 60% com essa mesma solucdo. A Tabela 4.3

apresenta a constituicdo do meio de fermentagdo empregado neste experimento.
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Tabela 4.3: Composicao do meio de fermentagao

Componentes Quantidades
Farelo de trigo 100 g
Solugdo de sulfato de aménio 0,91% 60 mL
Fonte de carbono 2% m/m

Apoés a homogeneizacdo dos meios de fermentacdo, estes foram autoclavados a 120°C/
1 atm por 15 minutos. Em seguida, o meio foi inoculado com uma concentragio de 10’ conidios/
g substrato. Todos os frascos inoculados foram incubados em BOD a 32°C, por 72 horas. Foram
retiradas amostras para determinagdo da atividade da lipase produzida, conforme sera

apresentado no item 4.6.

4.4.2 — Influéncia da concentracdo de 6leo de mamona e do teor de umidade na
producéo de lipase

Os experimentos para avaliagdo das melhores condi¢des para a producdo de lipase,
variando a concentracdo de 6leo de mamona e o teor de umidade do meio foram realizados em
um reator de FES em colunas. Assim, os meios de fermentacdo foram preparados de modo
similar aquele apresentado no item 4.2.2, porém, neste caso, duas concentracdes de oleo de
mamona (0, 2 e 4%) e trés condi¢des de umidade (50, 60 e 70%, ajustadas através da adi¢do da
solugdo de sulfato de amoénio 0,91% m/v) foram estudadas. Os meios homogeneizados foram,

entfio, esterilizados a 120°C em latm por 15 minutos e inoculados para uma concentragdo de 10’
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conidios de Aspergillus niger 11T53A14 (crescidos em meio de sabugo de milho, conforme
descrito no item 4.3) por g de substrato.

Aproximadamente 16 g do meio inoculado foram colocados em reatores de colunas de
vidro (210 mm de altura x 22 mm de didmetro), previamente esterilizados, com aeracdo e banho
termostatico com circulagdo Marconi (Figura 4.1). O experimento foi realizado por um periodo
de 72 horas a 32 °C com uma taxa de aeragdo de 4 L/h, e foi monitorado a cada 24 h para a

determinagdo da atividade da lipase.

Figura 4.1: Reator de colunas de vidro com banho termostatico

4.4.3 — Monitoramento do crescimento da biomassa

O monitoramento do crescimento da linhagem Aspergillus niger 11T53A14, por
processamento digital de imagens, foi realizado em cinco replicatas, num tempo total de 96 horas.
Em experimentos anteriores, realizados no laboratdrio de tecnologia de fermentagdes da Embrapa
Agroindustria de Alimentos (PINTO, 1998 e GOMES, 1995), foram utilizadas bandejas de 3.5

cm de altura com ocupacdo de 1,5 cm com o meio de fermentacdo. Porém, para maior facilidade
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de manuseio seguiu-se o procedimento realizado por Neves (2003), com a substitui¢do das
bandejas por placas de Petri com dimensdes de 1,5 cm de altura por 9 cm de diametro. Cada
placa foi cuidadosamente preenchida com 16 g do meio de fermentacao, contendo farelo de trigo
com 60% de umidade ¢ com 2% m/m de 6leo de mamona. Trinta placas foram, assim,
preparadas, sendo todas esterilizadas sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente. Vinte e
cinco destas placas foram inoculadas com uma concentragio de 10’ conidios/g de substrato,
enquanto que cinco foram reservadas para uso como teste em branco do processo de fermentacao.

Todas as placas foram incubadas em BOD a 32 °C por 96 horas. A cada 24 horas, todas
as placas eram retiradas para a aquisicdo das imagens e, simultaneamente, cinco destas eram

removidas para a realizag¢ao das analises de glicosamina e da atividade enzimatica da lipase.

4.4.3.1 — Aquisicdo e processamento de imagens

Para os procedimentos de amostragem e processamento de imagens, foi considerado que
os fungos cresciam como um sistema de tubos ou fibras interconectados, cercados pelo meio de
fermentagdo. Como as sec¢des utilizadas para a aquisi¢do de imagens eram muito espessas, em
comparagdo com o diametro tubular das hifas, qualquer variagdo observada na amostragem em
decorréncia de efeitos de borda pode ser considerada desprezivel (GUNDERSEN et al., 2002).
Uma imagem foi adquirida de cada uma das placas de Petri, em cada 24h de fermentagdo, durante
todo o periodo em que o experimento foi realizado.

O primeiro grupo de imagens obtido no tempo de fermentacdo igual a zero (T,) foi
obtido pelo emprego de amostragem randdomica simples (HOWARD & REED, 1998;
GUNDERSEN et al., 1999). Apo6s este tempo de fermentacdo, todas as amostras foram
aquisitadas sempre no mesmo ponto, a fim de permitir a subtragdo posterior dos resultados

obtidos em T,.
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A aquisicao das imagens foi realizada com auxilio de um microscopio estereoscopico
Carl Zeiss STEMI 2000-CS e com uma camera digital Sony Cyber Shot DSC-S75, acoplada ao
microscopio.

Couri e colaboradores (2006b) e Neves (2003) relataram condi¢des preliminares para a
aquisi¢ao das imagens, onde os melhores resultados descritos foram obtidos com condigdes de
iluminacdo fluorescente externa, magnificacdo do microscopio aumentada em 10x e uma
resolugdo digital de 640 x 480 “pixels”. Apos a aquisi¢do, as imagens foram submetidas ao
processamento digital usando o software KS400 versao 2.0 (Kontron Eletronic GMB).

Objetivando a quantificagdo das hifas crescidas no meio de fermentagdo em estado
solido, optou-se por um processamento de imagens que pudesse destacar ao maximo as hifas do
meio de cultivo, antes da realizagdo das medidas.

Com esta finalidade, uma sub-rotina foi criada e ¢ apresentada no esquema da Figura 4.2.
O primeiro passo foi realgar os contornos da imagem a ser analisada, uma vez que as hifas
aderem a superficie do farelo de trigo. Em seguida, foi feita uma limiariza¢do, permitindo uma
separacdo da imagem em fundo e objeto (a regido destacada na etapa anterior). Ao fundo foi
designado o valor de 0 (preto), e ao objeto o valor 1 (branco). Por isso, esse processo também
pode ser chamado de binarizagio (MARQUES FILHO & VIEIRA NETO, 1999). Esta etapa
depende da sensibilidade do operador para que ndo sejam quantificadas areas diferentes das hifas
que indicam o crescimento do fungo. Apoés a limiarizagdo, uma etapa de afinamento foi realizada
a fim de separar os “pixels” que realmente constituem o objeto de interesse. Depois de finalizado
o processamento das imagens, a area total coberta pelas hifas pode ser mensurada. Esta sub-rotina
foi usada para analisar todas as imagens, em todos os tempos de fermentacdo a partir de 24h de

fermentagdo (T»4).
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Pode-se observar, nas Figuras 4.3 a 4.6, um exemplo do processamento de uma imagem

original com o uso da sub-rotina mencionada.

|| Imagem original ||

Realce dos
contornos

\ 4

|| Limiarizagao ||

'

Limpeza de falsos objetos
ou artefatos

Figura 4.2: Fluxograma da sub-rotina adotada para o procedimento de anélise de imagens.

Calculo da area coberta
pelas hifas

Figura 4.3: Crescimento do fungo Aspergillus niger 11T53A14 em 24 horas (imagem
original)
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Figura 4.5: Binarizagdao da imagem, visando a separacao entre as hifas do fungo e o

farelo de trigo, através de um filtro limitador fixo
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Figura 4.6: Segmentagdo das hifas a serem quantificadas no processamento, através de

um método de afinamento

Uma sub-rotina foi criada separadamente para a aplica¢do nas imagens aquisitadas em
Ty, pois Couri e colaboradores (2006b) mostraram que a morfologia irregular do farelo de trigo
poderia gerar um contraste suficientemente elevado para ser verificado pelo software na etapa de
binarizagdo. Neste trabalho, a sub-rotina em T foi apropriada para esta etapa, de modo a permitir
que os resultados obtidos nos tempos T4 a Tos, pudessem ser subtraidos daqueles obtidos em Ty,

indicando o crescimento do microrganismo com o tempo, sem o efeito do farelo.

4.4.3.2 — Determinacéo do teor de glicosamina

O teor de glicosamina foi estimado, segundo Blix (1948) e Sakuray e colaboradores
(1977), utilizando 0,5g de meio fermentado, previamente seco por 24 h a uma temperatura de
80°C. Foram adicionados a este meio 2mL de uma solucgdo de acido sulfrico 70% v/v para total

digestdo dos componentes das hifas do fungo. Apo6s 24 horas de digestdo, 5,0 mL de 4gua

33



destilada foram adicionados a cada tubo de ensaio com tampa rosqueada e autoclavados por 1
hora a 120°C/ 1 atm. O produto foi filtrado quantitativamente e neutralizado com uma solugdo de
NaOH 5M.

Uma aliquota de ImL da solugdo neutralizada foi retirada e colocada em tubos de ensaio
contendo uma solu¢do de acetilacetona. Este tubo foi, posteriormente, aquecido a 96°C por 20
minutos. Depois do resfriamento da amostra, foram adicionados 10mL de etanol P.A. e 1,0mL de
uma solucdo de p-dimetilaminobenzaldeido. Ap6s 45 minutos de reagdo, foram realizadas as
leituras das absorvancias das amostras, em espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 10, em um
comprimento de onda de 530 nm.

A curva padrio para a determinagdo do teor de glicosamina nas amostras foi montada a
partir de uma solucdo de 100 mg/L de glicosamina os padrdes foram diluidos nas proporgdes de
1/10, 1/30, 1/50, 1/70 e 1/100mL, e submetidos a0 mesmo processo de reagdo das amostras.

Para evitar quaisquer erros na determinacdo de glicosamina devido a possiveis falsos
resultados provenientes da hidrolise 4cida utilizada, o teor de glicosamina no meio de cultivo ndo
inoculado foi medido e o valor encontrado foi descontado daqueles encontrados nas amostras

avaliadas (ensaio em branco).

4.4.4 — Determinacao da atividade da lipase

Apds o término de cada fermentagdo, adicionou-se ao meio fermentado uma solucao de
tampao fosfato de sodio 100 mmol/L (pH 7,0) para extracdo da lipase do meio de fermentagdao. O
volume do tampéao (mL) foi calculado em fun¢do da massa do meio fermentado(PEREIRA et al,
2006), de acordo com a Equacao 1, apresentada a seguir:

massa do meio fermentado (g) =100
40

Volume de tampéo (mL) =

(1)
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Onde a razao 100/40 representa a razao padrao entre o volume de tampao adicionado ¢ a
massa do meio fermentado.

O processo de obtengdo do extrato enzimatico ocorreu por 1 hora a 32° C, em banho
termostatico com agitagdo. O extrato foi filtrado a vacuo, em membranas de filtracio média e
lenta, ¢ em membrana de microfiltragcdo Millipore, sendo posteriormente armazenado em tubos
de vidro com tampa rosqueada.

A dosagem da atividade da lipase foi realizada por titulometria de neutralizagdo, e
baseia-se na atuacdo hidrolitica da enzima sobre o d6leo de oliva presente na emulsdo agua/dleo
(1:1) com 7g de goma ardbica. Tal reacdo ocorre em um meio reacional contendo SmL da
emulsdo, 4mL de tampao acetato pH 4,0 e ImL do extrato enzimdatico, promovendo a liberacao
de acidos graxos, que deverdo ser consumidos por um volume de hidréxido de sédio 0,05 mol/L
necessario para neutralizd-lo. O tempo de reacdo foi de 15 minutos a 35° C, em banho
termostatico com agitacdo. A atividade enzimatica (U/mL) foi calculada de acordo com a
Equacao 2:

(Va—-Vb)x M x1000
txVc

Atividade =

(2), onde:

Va = volume de NaOH gasto na titulagao da amostra (mL);

Vb = volume de NaOH gasto na titulacdo do branco da amostra (mL),
V¢ = volume de enzima utilizada na reacdo (mL),

M = concentragdao molar do NaOH,

t = tempo da reagdo (min).

1000 = taxa de dilui¢ao constante
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4.4.5 — Imobilizacdo da lipase produzida

O extrato enzimatico produzido foi centrifugado ¢ o sobrenadante foi desidratado por
liofiliza¢dao. O produto desidratado foi solubilizado em tampao fosfato (0,05 mol/L pH 7,0) e
submetido a uma imobiliza¢do por adsor¢do fisica em suporte hidrofobico, de acordo com a
metodologia descrita por Oliveira e colaboradores (2006). O processo de imobilizacdo da lipase
foi realizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro sob a orientagao

da professora Denise Maria Guimaraes Freire.

4.4.6 — Determinacao da atividade de esterificacao da lipase imobilizada

A atividade de esterificacao da lipase imobilizada foi avaliada pelo consumo do acido
oléico na reacdo de esterificagdo com butanol a 45°C empregando 3% (m/m) de enzima. 30
micromoles de acido oléico e 30 micromoles de butanol foram adicionados em um reator aberto
provido de agitacdo magnética, de capacidade de 15mL, encamisado e acoplado a um banho
termostatico (HAAKE D10). A reagdo de esterificacdo foi iniciada apds a adigcdo de 0,16g da
lipase imobilizada ao meio reacional. Aliquotas de 100uL, em triplicata, foram retiradas do meio
reacional no tempo zero e durante a reagdo e foram diluidas em 20mL de uma solucdo de
acetona/etanol (1:1). A quantidade de &cido oléico consumido nas amostras diluidas foi
determinada por titulagdo contra NaOH 0,04 mol/L, utilizando titulador automatico (Metler
DL25).

A Equacao 3 descreve o calculo da atividade de esterificacao da lipase:

V1-V2)xM X va x 1000 (3), onde:

AUTg) = txm vmr

A = atividade enzimatica (U/g);
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V| = volume de NaOH consumido na titulagdo da amostra retirada no tempo zero de
reacdo (mL);

V, = volume de NaOH consumido na titulagdo das amostras retiradas durante a reagao
(mL);

M = concentragao da solugdo de NaOH em mol/L;

t = tempo de reacao (min);

m = massa de preparagdo enzimatica utilizada na reacao (g);

Va = volume da amostra (mL);

Vmr = volume do meio reacional (mL).

Uma unidade de atividade de esterificacdo foi definida como a quantidade de enzima
que consome 1pmol de acido oléico por minuto (U.I), nas condigdes citadas (DIAS et al., 2006).
A atividade de esterificagdo da lipase também foi avaliada em meio reacional contendo

50% v/v de hexano.

4.4.7 — Producéo de biodiesel utilizando lipase imobilizada

As reagdes de transesterificacdo foram realizadas em reator batelada fechado, de
capacidade de 15mL, provido de condensador e de agitagdo magnética. A agua que circula no
condensador foi resfriada com auxilio de um banho termostatico, para evitar a perda do alcool
por volatilidade. A temperatura do meio reacional foi de 40°C, mantida constante através da
circulagdo de etileno glicol pela camisa do reator, proveniente de um banho termostatico (Haake
DC10).

O meio reacional foi constituido na mistura dos reagentes (etanol e 6leo de soja) e 7%

(m/m) da lipase imobilizada. O efeito da adicdo de solvente organico, também foi avaliado na
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producdo de biodiesel. Nesses experimentos, o meio reacional foi constituido pelos mesmos
reagentes da condicdo anterior adicionando hexano 50% v/v. O progresso da reagdo foi
acompanhado pela retirada de amostras de 50ul, em duplicata, que foram diluidas em hexano e

analisadas por cromatografia gasosa.

4.4.8 — Analise cromatografica

As amostras foram injetadas no cromatégrafo a gas Varian, modelo CP-3380, equipado
com detector de ionizacdo de chama (DIC) e uma coluna capilar CP WAX 52 CB de 30m x
0,25mm x 0,25mm, em sistema de inje¢do split com razao de 1:20. As temperaturas do injetor e
do detector foram mantidas a 250°C. A taxa de aquecimento foi de 20°C/min. O forno foi
inicialmente mantido por 4,5 minutos a 200°C e, em seguida, aquecido até 210°C, mantendo-se
constante nesta temperatura por 0,5 minuto. A seguir, foi aquecido até 220°C e mantido
novamente por 0,5 minuto. Novo aquecimento do forno até 250°C a uma taxa de 30°C/min até
250°C e mantido por 1,5 minutos. Hidrogénio foi o gas de arraste utilizado a uma vazdo de 1,8
mL/min e a pressao da coluna foi mantida constante em 12 psi. Um computador, equipado com o
software Star Workstation 6.2, foi conectado ao CG através do Star 800 Module Interface para
integrar automaticamente os picos obtidos. Heptadecanoato de metila foi utilizado como padrao

interno.

4.5 — Andlise da atividade de agua (Aw) e da umidade do meio de fermentacao

Para todos os experimentos, a atividade de dgua ¢ a umidade no meio de fermentacao,
foram analisadas. A determinacdo da umidade foi realizada pelo método gravimétrico, onde
aproximadamente 2g de cada amostra foram cuidadosamente pesados e colocados em estufa a

80°C por 24h. As amostras foram pesadas e pela diferenca entre a massa inicial e a massa final, o
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peso seco foi calculado. A umidade foi calculada através da divisao entre a variagdo das massas
pesadas e a massa inicial do meio. O percentual foi calculado pela multiplicagdo do resultado por
100.

A atividade de agua foi determinada no equipamento Rotronic Hygropalm AW1, onde
uma aliquota do meio foi colocada na placa de analise descartavel do equipamento até cobrir toda
a superficie desta. Ap6s aproximadamente 5 minutos, a umidade da fase gasosa do meio entra em

equilibrio com a umidade do meio, informando, assim, a atividade de dgua correspondente.

4.6 — Analises estatisticas
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente com o uso do programa Statistica
versao 6.0. Como os dados ndo apresentaram uma distribuicao normal, o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis foi usado para verificar a tendéncia geral do crescimento, enquanto o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado para detectar qualquer diferenca entre os grupos. Um
valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
Os ajustes das curvas experimentalmente obtidas foram realizados através do programa

Microcal Origin versao 5.0.
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5 — Resultados e Discussoes

5.1 — Influéncia do teor de umidade na producao de lipase

Conforme mencionado na se¢do de Revisdo Bibliografica, parametros de processo
relevantes a producdo de lipase de Aspergillus niger 11T53A14, foram avaliados pelo
grupo de pesquisa da Embrapa Agroinddstria de Alimentos. Neste trabalho, para investigar
a influéncia da umidade na producéo de lipase de Aspergillus niger 11T53A14 durante a
fermentacdo em estado s6lido em meio de farelo de trigo, diferentes quantidades da solucéao
de sulfato de amonio foram adicionadas ao meio de cultura de modo que o teor de umidade
atingisse os valores de 50, 60 e 70%.

Os resultados, apresentados na Figura 5.1, mostram que o melhor teor de umidade
para a producéo de lipase foi de 60%. Um aumento ou diminuicdo desse valor acarretou em
um decréscimo na producéo de lipase, evidenciado pelos menores valores de atividade.

O teor de umidade na fermentacdo em estado sélido tem um grande impacto nas
propriedades fisicas do substrato. Um aumento no teor de umidade causa um decréscimo na
porosidade do substrato, diminuindo a troca de gas. Um baixo teor de umidade acarreta
num menor crescimento do microrganismo e um menor grau de inchamento do substrato, o

que também diminui a producéo de enzima (MAHANTA et al., 2007)
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Figura 5.1: Influéncia do teor de umidade na producédo de lipase por fermentacéo

de Aspergillus niger 11T53A14 em farelo de trigo.

Para se verificar se o teor de umidade sofria alteracbes ao longo do processo de
fermentac&o, a atividade de agua e a umidade do meio foram monitorados durante 96 horas
na fermentacdo do Aspergillus niger 11T53A14 em meio de farelo de trigo. O teor de
umidade foi ajustado pela adicdo de sulfato de amoénio até 60%. Os resultados estdo
apresentados na Figura 5.2 e na Figura 5.3.

De acordo com os resultados obtidos, 0 meio de fermentacdo, nas condicGes de
trabalho adotadas, ndo apresentou uma variagao significativa no teor de umidade ao longo
do processo. A atividade de dgua também permaneceu praticamente constante durante todo
0 experimento. No entanto, observou-se que apesar da adi¢cdo da solucdo de sulfato de
amonio ter sido realizada para que o teor de umidade no meio fosse de 60%, as analises do

teor de umidade revelaram em menores valores.
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Umidade(%)

Tempo (horas)

Figura 5.2: Variagédo do teor de umidade no meio de farelo de trigo da
fermentac&o do Aspergillus niger 11T53A14 em estado sélido em placas ao longo do

tempo de 96 horas

Atividade de agua

Tempo (horas)

Figura 5.3: Variacdo da atividade de dgua no meio de farelo de trigo da
fermentacdo do Aspergillus niger 11T53A14 em estado s6lido em placas ao longo do

tempo de 96 horas
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5.2 — Influéncia da fonte de carbono suplementar na producéo de lipase

Com a finalidade de estudar o efeito de diferentes fontes suplementares de
carbono para elevar a producédo de lipase, diferentes 6leos vegetais, como mamona, soja,
milho, oliva e palma, foram adicionados ao processo fermentativo na concentracdo de 2%
(m/m). Nas condigdes experimentais estudadas, com o0 meio contendo 60% de umidade e
inoculado com uma concentracdo de 10’ esporos/substrato, o meio contendo 6leo de
mamona como fonte suplementar de carbono apresentou o melhor resultado, alcancando

23,7 U/mL de atividade enzimética, conforme ilustrado na Figura 5.4.

Atividade enzimatica (U/mL)

o © o . ) . N
. e‘.\(@é @O o ® W ™ e 200
o <o¥ A 0 o o e
o0 o oo & 0 ® 0¥ 0 S ow°
oW fo)\\2 60‘(6

Fontes suplementares de carbono

Figura 5.4: Efeito da adicao de diferentes fontes suplementares de carbono na

producdo de lipase de Aspergillus niger 11T53A14 por fermentacdo em estado so6lido

Rodriguez e colaboradores (2006) estudaram o efeito da adicdo de diferentes
trigliceridios, como dleos de oliva, de girassol, de milho, de amendoim e de semente de
uva, na producao de lipase por Rhizopus homothallicus em fermentacdo em estado sélido.

Os autores observaram que este fungo produziu quantidades similares de lipases para todos
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0s Oleos estudados. Segundo esses autores, esses resultados indicam que o 6leo mais barato
e/ou mais disponivel pode ser empregado como fonte de carbono suplementar para a
producéo de lipases em escala industrial.

Com base nos resultados, optou-se por dar continuidade a esse estudo utilizando
apenas o 6leo de mamona como fonte de carbono suplementar. Desta forma, meios de
cultura sem dleo de mamona e com duas diferentes concentracdes desta fonte suplementar
(2 e 4% m/m) nas condi¢bes de umidade e concentracdo de indculo anteriormente
selecionadas, foram submetidos os experimentos de fermentacdo em estado sélido para
investigar qual a melhor concentracdo desse 6leo na producdo de lipase por Aspergillus
niger 11T53A14. De acordo com os resultados apresentados na Figura 5.5, a melhor
concentracdo de 6leo de mamona no meio de fermentacdo foi de 2% m/m. A concentracao
de 6leo de mamona mais elevada (4% m/m) causou uma queda significativa na atividade
lipasica. Possivelmente, o aumento da quantidade de acidos graxos livres decorrentes da

hidrélise do 6leo de mamona pode ter causado inibi¢do na produgdo de lipase.
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Figura 5.5: Efeito da concentracdo de 6leo de mamona na producdo de lipase de

Aspergillus niger 11T53A14 por fermentacdo em estado sélido com teor de umidade de

60% por 96 horas

Gombert e colaboradores (1998) também avaliaram a producdo de lipase
empregando diferentes concentragcdes de fontes de carbono (0, 1, 2 e 4%), e a melhor
condigdo foi observada com a adicéo de 2% m/m de 6leo de oliva.

Li e colaboradores (2006) observaram o efeito indutor do &acido oléico na
producdo de lipase e também verificaram que um aumento na concentracdo desse &cido
acima do valor 6timo encontrado (0,4% m/m) acarretou na diminuicdo da atividade
lipasica. Os autores justificaram esse resultado pela inibicdo na produgdo da lipase em
funcdo da mudanca da concentracéo do acido oléico durante a fermentacéo.

Considerando os resultados obtidos, todos os ensaios posteriores foram realizados

com meio de cultura contendo 60% de umidade e 2% m/m de 6leo de mamona.
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5.3 — Monitoramento do crescimento da biomassa

5.3.1 — Processamento digital de imagens

Usualmente, a determinagdo do crescimento da biomassa em fermentagdo em
estado solido € realizada por métodos indiretos, como, por exemplo, a estimagdo pela
variacdo do teor de glicosamina ou a producdo de um metabdlito como a lipase (PENMAN
et al., 2000). Como alternativa aos métodos usualmente empregados, 0 processamento
digital de imagem foi estudado neste trabalho para a determinagdo indireta do crescimento
da biomassa através da medida da area da hifa do fungo Aspergillus niger 11T53A14 ao
longo do processo de fermentagéo.

As Figuras 5.6 a 5.21 ilustram o acompanhamento do procedimento para o
monitoramento do crescimento da biomassa do fungo Aspergillus niger 11T53A14 das
amostras ao longo do processo de fermentagdo em estado sélido por 96 horas, utilizando o
6leo de mamona (2%m/m) como fonte suplementar de carbono. S&o apresentadas as
principais etapas do processamento digital de imagens exemplificadas na Figura 4.2 da
secdo de Materiais e Métodos para cada uma das 24 horas de fermenta¢do em que as areas
das hifas foram medidas. Observa-se 0 substrato sem crescimento no tempo T, (Figura 5.6),
que mesmo realcado na Figura 5.7, praticamente ndo produz “residuos” mensuraveis
(Figura 5.8). A partir de 24 horas de fermentacdo (Figura 5.9), é possivel notar o
crescimento da biomassa e a producdo de esporos na superficie do meio de fermentacéo,
principalmente na Figura 5.10, onde a etapa de realce foi efetuada. Verifica-se ainda, nas
Figuras 5.11, 5.15 o crescimento da area a ser quantificada, apos a aplicacdo das etapas da
sub-rotina de processamento de imagens desenvolvidas, para os periodos de 24 e 48 horas
de fermentagéo, respectivamente. Por outro lado, ndo se observa qualitativamente aumento

nos residuos nas etapas a partir de 48 horas de fermentacdo (Figuras 5.15, 5.18 e 5.21).
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Figura 5.6: Imagem original aquisitada no Figura 5.7: Realce dos contornos da imagem da
tempo zero da fermentacdo em estado sélido Figura 5.6, através de um filtro passa-alta
pelo  microrganismo  Aspergillus  niger

11T53A14

Figura 5.8: Quantificacdo da biomassa de Figura 5.9: Imagem original aquisitada do
Aspergillus niger 11T53A14 no tempo zero crescimento do fungo Aspergillus niger
através de um método de afinamento 11T53A14 em fermentacdo em estado solido no

tempo de 24 horas
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Figura 5.10: Realce dos contornos da imagem Figura 5.11: Quantificagdo da biomassa de
5.9, através de um filtro passa-alta Aspergillus niger 11T53A14 crescida em 24

horas de fermentacdo em estado sélido

Figura 5.12: Imagem original aquisitada do Figura 5.13: Realce dos contornos da imagem

fungo Aspergillus niger 11T53A14 em 5.12 através de um filtro passa-alta
fermentacdo em estado sélido apds 48 horas de

crescimento
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Figura 5.14: Quantificacdo da biomassa de Figura 5.15: Imagem original aquisitada do
Aspergillus niger 11T53A14 crescida apos 48 fungo Aspergillus niger 11T53A14 em
horas de fermentacdo em estado sélido fermentacdo em estado solido apo6s 72 horas de

crescimento

Figura 5.16: Realce dos contornos da imagem Figura 5.17: Quantificacdo da biomassa de

5.15 atraves de um filtro passa-alta Aspergillus niger 11T53A14 crescida apds 72

horas de fermentacdo em estado sélido
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Figura 5.18: Imagem original aquisitada do Figura 5.19: Realce dos contornos da imagem
fungo Aspergillus niger 11T53A14 em 5.18 através de um filtro passa-alta
fermentagdo em estado sélido apds 96 horas de

crescimento

Figura 5.20: Quantificagdo da biomassa de
Aspergillus niger 11T53A14 crescida apds 96

horas de fermentagdo em estado solido

A Figura 5.21 apresenta a analise estatistica do crescimento do fungo ao longo do

tempo de fermentacdo em estado solido em funcdo das areas medidas, bem como os
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resultados estatisticos do crescimento durante o processo fermentativo e entre os intervalos
de tempo. Conforme ressaltado na secdo de Materiais e Métodos, nos resultados
apresentados ja estdo descontados o efeito do substrato (To). Com 95% de confianga, as

variacgdes serdo consideradas significativas sempre que p (valor de significancia) for menor

que 0,05.
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Figura 5.21: Analise estatistica da area de crescimento do fungo Aspergillus niger
11T53A14 em fermentacdo em estado s6lido com 6leo de mamona (2%m/m),

onde p € o valor de significancia e ns € um valor néo significativo

De acordo com a Figura 5.21, observa-se uma tendéncia significativa (p<0,003)
do crescimento da area recoberta pelas hifas entre os periodos de 24 e 96 h de fermentacao,
confirmando o que havia sido observado visualmente nas Figuras 5.8, 5.11, 5.14, 5.17 e
5.20. A avaliacdo do crescimento entre os tempos de fermentacdo demonstrou variacao

significativa de crescimento (p<0,05) apenas entre os periodos de 24 e 48 h, embora uma
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tendéncia ndo significativa (ns) de crescimento ainda possa ser notada entre os periodos de
48, 72 e 96 h. As Figuras 5.12, 5.15 e 5.18 apresentam as imagens originais aquisitadas do
meio em 48, 72 e 96 h de fermentacdo, respectivamente. E possivel observar a crescente
formacdo de esporos na superficie do meio, confundindo-se com as hifas. A sub-rotina
desenvolvida contabilizou os esporos juntamente com as hifas, pois ambos s&o real¢ados
pelo efeito do filtro passa-alta aplicado na etapa 2 do processamento (Figuras 5.13, 5.16 e
5.19, para os tempos de 48, 72 e 96 h, respectivamente), ocasionando, provavelmente, a
semelhanca estatistica observada para estes tempos da Figura 5.21. Este efeito pode,
possivelmente, vir a ser alterado pelo aprimoramento da sub-rotina utilizada. Além disso, o
consumo de nutrientes pelo microrganismo durante a fermentacdo também pode ter

contribuido para o resultado obtido.

5.3.2 — Determinagéo do teor de glicosamina

A determinacdo do teor de glicosamina é, ainda hoje, empregada como o método
referencial para a determinacéo do crescimento da biomassa.

A variacdo do teor de glicosamina em funcdo do tempo na fermentacdo é
apresentada na Figura 5.22. A metodologia colorimétrica, usualmente empregada para a
determinacdo indireta da concentracdo de biomassa através da glicosamina presente na
parede celular dos fungos, também pode determinar outras substancias com 6 atomos de
carbono presente nos tecidos vegetais, como o farelo de trigo utilizado neste experimento,
ocasionando resultados ndo acurados. Desse modo, os resultados da Figura 5.22 ja estdo

subtraidos do valor do branco (farelo de trigo).
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Figura 5.22: Analise estatistica da determinacdo do teor de glicosamina presente
no fungo Aspergillus niger 11T53A14, crescido em meio s6lido contendo 6leo de

mamona (2%m/m) por 96 horas

A Figura 5.22 apresenta um perfil de uma curva de crescimento microbiano,
apresentando um crescimento elevado até 72 horas, seguido por uma fase estacionaria a
partir desse tempo de fermentacdo. Um crescimento estatisticamente significativo
(p<0,001) durante o tempo total de fermentacdo € mostrado pela analise do teor de
glicosamina, como também entre os tempos 24 e 48 horas (p<0,008) e 48 e 72 horas
(p<0,008) de fermentacdo. Apds 72 horas, observa-se uma diferenca nao significativa (ns),
provavelmente devido ao consumo dos nutrientes pelo microrganismo durante a
fermentago. E interessante notar que o crescimento ndo significativo entre os periodos de
72 e 96 h também foi verificado para o crescimento da biomassa mensurado por

processamento digital de imagens (Figura 5.21).
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5.3.3 — Determinacéo da atividade enzimatica da lipase

A produgdo de um metabolito pode ser relacionada com o crescimento
microbiano. Na fermentacdo em estado solido empregada neste trabalho, a atividade
enzimatica da lipase também foi usada como referéncia para verificar se a eficiéncia entre
as metodologias utilizadas para quantificar o crescimento da biomassa poderiam ser
correlacionadas com esta varidvel durante o processo. Espera-se, portanto que o
crescimento microbiano possa corresponder ao aumento da producéo de lipase.

A atividade da lipase variou significativamente entre 24 e 96 horas (p<0,0005),
como é apresentado na Figura 5.23 diferencas significativas entre todos os tempos de
fermentagdo sdo identificadas (p<0,008). Um méaximo na produgdo de lipase pode ser

observado no tempo de 72 horas, seguido por uma queda em 96 horas.
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Figura 5.23: Andlise estatistica da atividade enzimatica da lipase produzida pelo
fungo Aspergillus niger 11T53A14 através da fermentacdo em estado soélido,

utilizando 6leo de mamona (2%m/m) como fonte suplementar de carbono
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E importante notar que esse maximo nio é observado nos resultados de medicéo
da area de crescimento do fungo pelo processamento digital de imagens, nem na anélise do
teor de glicosamina (5.21 e 5.22, respectivamente). Porém, neste trabalho ja foi ressaltada a
presenca de esporos recobrindo a superficie do meio. Ambas as metodologias podem ter
mensurado estes esporos e contabilizando-os como “dados” relacionados ao crescimento da
biomassa, produzindo valores no tempo de 96 horas que ndo foram significativamente
inferiores (se pensassemos apenas no consumo de nutrientes do meio), ou superiores
aqueles obtidos em 72 horas de fermentacdo. Couri e colaboradores (2006b) observaram
um efeito semelhante na producdo de poligalacturonase através da fermentacdo em estado
solido usando o fungo Aspergillus niger 3T5B8. Os autores justificaram esse resultado
considerando a producdo de protease, que poderia estar hidrolisando a poligalacturonase
produzida, causando a queda de sua atividade. O consumo de nutrientes do meio, associado
a possivel producdo de protease (embora esta enzima ndo tenha sido quantificada no
presente trabalho) poderiam provavelmente explicar o0 maximo da atividade enzimética
verificada em 72 horas de fermentacdo. Assim, em funcdo da melhor aplicagdo do método
de quantificacdo de biomassa proposto, um aprimoramento do método seria necessario para
evitar a contagem desses esporos durante o processamento digital de imagens.

Ul-Haq e colaboradores (2002) observaram que a méaxima producdo de lipase de
R. oligosporous foi obtida no tempo de 48 horas. Segundo os autores, a dimuicdo na
producéo de lipase com maior tempo de fermentacdo pode ser decorrente da exaustdo dos
nutrientes ou da perda de umidade do meio fermentativo, o que também poderia ter
ocorrido no presente trabalho.

A producdo de lipase de Pseudomonas aeroginosa em fermentagdo em estado

solido usando torta de Jatropha curcas como substrato foi investigada por Mahanta e

55



colaboradores (2007). O maximo na producdo de lipase foi observado no quinto dia ap6s a
inoculacdo. Segundo os autores, o substrato continha uma quantidade residual de gorduras e

de acidos graxos que podem ter atuado na lipase extracelular produzida na fermentacéo.

5.3.4 — Comparacdao entre os métodos de quantificagdo da biomassa

A determinacdo do teor de glicosamina é uma metodologia usualmente empregada
para a comparagdo quando uma nova metodologia para a estimativa do crescimento da
biomassa é proposta. Neste trabalho, espera-se que a area ocupada pelas hifas possa
aumentar, em cada tempo de fermentacdo, em concordancia com o aumento do teor de
glicosamina na parede celular do fungo. Desse modo, os resultados obtidos com as duas
metodologias foram comparados para se verificar se existia uma correlagdo entre 0s
métodos estudados. Os resultados sdo apresentados na Figura 5.24, onde um coeficiente de

correlagcéo acima de 0,97 foi obtido.
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Figura 5.24: Correlacdo entre a metodologia do processamento digital de imagens

e a determinacdo do teor de glicosamina
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Couri e colaboradores (2006b) obtiveram, em estudo similar, um coeficiente de
correlagdo aproximadamente 0,86, para a comparacgdo entre as respostas mensuradas por
processamento digital de imagens e dosagem do teor de glicosamina, sendo este resultado
considerado satisfatorio para os dados obtidos a partir de meios biologicos. No presente
trabalho, a sub-rotina proposta propiciou resultados que sdo ainda mais coerentes com
aqueles verificados a partir das analises do teor de glicosamina. E valido ressaltar que a
atual sub-rotina mediu também a &rea de esporos juntamente com as das hifas, o que
poderia resultar em uma elevada discrepancia entre os resultados. Essa diferenca foi
observada de forma sutil nos resultados apresentados na Figura 5.21 e 5.22. No entanto,
esse efeito ndo pareceu ter influenciado significativamente a correlagéo obtida.

Adicionalmente, a aquisi¢cdo das imagens sempre a partir do mesmo ponto e a
inclusdo de uma sub-rotina para o tempo inicial permitiram que os dados mensurados a
partir de 24 horas de fermentacdo pudessem ser subtraidos da resposta do substrato, o que
possivelmente contribuiu para a melhor qualidade dos resultados obtidos.

A Figura 5.25 apresenta o resultado dessas correlacoes.
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Figura 5.25: Correlagdo entre a atividade enzimética da lipase e os métodos de

quantificacdo indireta da biomassa pela determinagéo do teor de glicosamina e o

processamento digital de imagens

Pode-se observar que ambas as retas apresentam um coeficiente de correlacéo

acima de 0,9, mostrando uma relacéo direta e linear entre as duas metodologias usadas para

determinar o crescimento da biomassa e a atividade enzimatica da lipase. E interessante

lembrar que um méaximo de producgdo de lipase ocorreu em 72 horas de fermentagdo, ndo

sendo esse ponto verificado por qualquer uma das metodologias de quantificagdo de

biomassa estudada (Figuras 5.21 e 5.22). Ainda assim, a correlagdo entre o crescimento da

biomassa e a producéo de lipase pode ser observada.
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5.4 — Determinacdo da atividade de esterificacdo da lipase imobilizada de
A.niger 11T53A14

Uma das restrigdes relacionadas a utilizacdo de enzimas em processos industriais
é o custo do biocatalizador.

Sendo assim, é importante a producdo de uma enzima de baixo custo e com boa
capacidade catalitica para viabilizar a sua utilizacdo como catalisadores de processos
industriais. Neste trabalho, a lipase de A.niger 11T53A14 obtida foi imobilizada e, em
seguida, avaliada em relacdo a sua capacidade catalitica em reagdes de esterificacdo em
meio microagquoso.

A reagédo para determinacdo da atividade de esterificacdo da lipase imobilizada
escolhida foi a reacdo de sintese de oleato de butila, empregando acido oléico e butanol, na
razdo estequiométrica dos reagentes e 3% m/m de enzima, a 45°C. A reacdo de
esterificagdo também foi conduzida na presenca de hexano (50% v/v).

A atividade enzimatica foi determinada pela velocidade inicial de reacdo na
sintese de oleato de butila no sistema sem solvente e no meio reacional contendo 50% v/v
de hexano, e os valores obtidos foram, respectivamente, 120 U/g e 650 U/g. Desta forma,
verificou-se que a lipase apresenta consideravel atividade de esterificacdo e que na presenca
de hexano a atividade da lipase foi cerca de 5 vezes maior. Segundo Nie e colaboradores
(2006), solventes ndo polares, tais como o hexano (log P = 3,5), ndo s@o capazes de retirar a
agua essencial ao redor da enzima, presente na forma de camadas microaquosas, 0 que
preserva a conformacdo ativa da enzima e, consequentemente, sua capacidade catalitica.

Na Figura 5.26, a conversdo de acido oléico, na reacdo de sintese de oleato de
butila, em funcdo do tempo de reacdo, empregando a lipase imobilizada de A.niger

11T53A14, em meio com e sem solvente, é apresentada. Para comparacdo, foi utilizada,
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como reacdo controle, o experimento realizado com a lipase comercial imobilizada de
Rhizomucor miehei, Lipozyme RM IM (Novozymes A/S). Pode-se observar que a lipase
de A.niger 11T53A14 apresentou apds 45 minutos, na presenca de hexano a 50%v/v,
conversdo de 28%, enquanto que a Lipozyme RM IM permitiu a obtencdo de 68%,
mostrando, portanto, um potencial para aplicacdo da lipase de A.niger 11T53A14 em
reacOes de sintese. Na auséncia de hexano 50% (v/v), a conversdo caiu drasticamente ap0s
30 minutos de reacdo, indicando que a presenca deste solvente aumenta a estabilidade da

lipase de Aspergillus niger 11T53A14.
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Figura 5.26: Conversdo de acido oléico na reacdo de esterificacdo entre acido
oléico e butanol, empregando razdo estequiométrica dos reagentes e lipase (3%
m/m), a 45°C , em meio com e sem hexano (50% v/v), comparada a conversio

pela lipase comercial.
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5.5 — Producéo de biodiesel utilizando lipase imobilizada de A.niger 11T53A14

Para viabilizar a producdo de biodiesel pela rota enziméatica é indispensavel
minimizar o custo do biocatalisador. Neste sentido, considerando que a lipase de A.niger
11T53A14, obtida a partir de rejeitos agroindustriais, apresentou uma consideravel
atividade de esterificacdo, investigou-se o seu potencial como biocatalisador da producéo
de biodiesel a partir da transesterificacio de 6leo de soja com etanol a 40°C.

Como esse experimento foi uma avaliagdo inicial da atividade de
transesterificacdo da lipase obtida, ele foi conduzido em condigdes reacionais que nao sao
as Otimas encontradas para lipases comerciais imobilizadas (BERNARDES et al., 2007).
Além disso, visto que a lipase imobilizada de A.niger 11T53A14 apresentou melhor
performance catalitica em meio com hexano a 50% v/v, a reacdo de transesterificacdo
também foi avaliada na presenca deste solvente, mesmo ciente de que o uso de solventes
organicos ndo ¢ indicado para a producdo do biodiesel devido ao alto risco de explosao e a
necessidade de uma etapa adicional para a remogao do solvente.

Uma vez que tanto o metanol quanto o etanol podem ser utilizados na producdo de
biodiesel, a transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja com etanol foi realizada nesta
tese. No Brasil, a producdo de ésteres etilicos € uma tecnologia sustentavel, ja que o etanol
pode ser facilmente produzido pela fermentacdo de agUcares.

Para alcancar a completa conversdo dos triglicerideos nos seus correspondentes
ésteres etilicos é necessario, pelo menos, que seja utilizada a quantidade estequiométrica de
etanol, isto é razdo molar etanol/6leo de soja igual a 3. A adicdo de excesso de etanol
acarreta na desativacdo da lipase, visto que este &lcool € uma substancia altamente
hidrofilica. Além disso, de acordo com Bernardes e colaboradores (2007), para evitar a

desativacdo da lipase pela alta concentracéo inicial de alcool na reagéo, a adi¢do de etanol
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deve ser realizada de forma escalonada (em trés etapas sucessivas em 0, 30 e 60 minutos de
reacao).

Desta forma, as reagdes de transesterificacdo foram conduzidas com lipase
imobilizada a 7% m/m, a 40°C, utilizando a razdo estequiométrica dos reagentes e com
adicdo escalonada de etanol. Para avaliar o potencial catalitico da lipase imobilizada de
A.niger 11T53A14, uma reacao controle foi também realizada empregando Lipozyme RM
IM. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.27.

De acordo com os resultados ilustrados na Figura 5.27, pode-se observar que a
producgdo de biodiesel por via enzimatica acarretou em rendimento em ésteres etilicos de
45% apds 2 horas de reacdo, quando Lipozyme RM IM foi utilizada. No entanto, nas
reacbes empregando a lipase imobilizada de A.niger 11T53A14, o rendimento maximo em
biodiesel obtido foi de 2,4%, mesmo na presencga de hexano.

Yang e colaboradores (2007) também investigaram a capacidade de
transesterificacdo de lipases e observaram que a lipase de A.niger A6 estudada ndo

apresentou atividade na reacdo de producgéo de biodiesel.
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6 — Conclusdes

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, as principais conclusdes obtidas

podem ser observadas a seguir:

1. A producéo de lipase A. niger 11T53A14 em fermentagcdo em estado sélido, usando
farelo de trigo como suporte foi observada mesmo em auséncia de uma fonte
suplementar de carbono. Neste caso, as melhores condigdes para a produgdo da
enzima foram obtidas com 60% de umidade.

2. Empregando meios de fermentacdo com 60% de umidade, varios 6leos vegetais foram
testados como fontes de carbono suplementar, sendo que com 2% m/m de 6leo de
mamona observou-se 0 maximo na atividade lipasica (24,62 U/mL).

3. Os resultados obtidos mostraram que o processamento digital de imagens pode ser
uma promissora ferramenta para a estimativa da biomassa produzida em meio de
fermentacdo em estado solido, através da medicdo das areas das hifas das imagens
digitalmente aquisitadas. A correlagdo entre a metodologia proposta e a determinacéo
de glicosamina (metodologia mais empregada) foi elevada (aproximadamente 0,98),
sendo considerada satisfatoria, levando-se em conta que trata-se da medida de dados
bioldgicos. Além disso, a correlacdo entre os resultados de processamento digital de
imagens e a atividade de lipase também foi considerada elevada (0,92), concordando
que o parametro mensurado (&rea das hifas) poderia ser empregado para monitorar o
crescimento do fungo em fermentagdo em estado solido.

4. A lipase imobilizada de A. niger 11T53A14 apresentou consideravel atividade de
esterificagdo (6.000 U/g), determinada a partir da reagdo de sintese de oleato de butila,
tendo seu valor aumentado 2,1 vezes na presenga de hexano a 50% v/v.

5. O rendimento de biodiesel, na reacdo de transesterificacdo de 6leo de soja com etanol,
empregando a lipase imobilizada, foi muito baixo em meio com e sem hexano(50%

v/v), atingindo seu maximo em aproximadamente 2,4%.
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7 — Sugestoes

e  Testar outras fontes de carbono suplementar, com a finalidade de se conhecer o
beneficio causado na producéo de lipase pelo fungo em meio solido.

e  Testar novas técnicas para imobilizacdo da lipase e investigar a sua atividade em
reacOes de sintese e sua especificidade em relacdo a varios tipos de substratos.

e  Determinar a sintese de protease no meio de cultura para verificar a sua influéncia no
decréscimo da atividade lipasica com o aumento do tempo de reacéo.

e  Caracterizar a lipase obtida em relacdo a sua seletividade em relagdo ao substrato

(&lcool, acido graxo), a temperatura etc.
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