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RESUMO

Estudos relacionados com a produgao de biossurfactantes vém ganhando interesse
pela sua vasta aplicacdo no setor industrial. Sua obtencdo a partir de substratos
renovaveis e de baixo custo, bem como sua alta biodegradabilidade e baixa toxicidade
ao meio ambiente é o grande potencial para futura substituicdo dos surfactantes
quimicos. Além dos biossurfactantes a aplicagao das lipases vem aumentando nos
ultimos anos devido a recentes avangos biotecnologicos, apresentando grande
importancia industrial em relacdo as demais enzimas. Obtencao de dados referentes a
producao de biossurfactantes e lipases € uma etapa determinante, ndo so6 para coleta
de informagdes para estudos futuros, mas também na implantacdo e otimizacdo de
processos. A utilizagdo de modelos matematicos que expressem estes resultados
pode reduzir consideravelmente tais esfor¢cos. Com isso, o presente trabalho foi
dividido em quatro etapas: a primeira tendo como objetivo desenvolver, otimizar e
validar modelos matematicos de descricdo do processo de producdo de
biossurfactante; segunda, otimizar experimentalmente a produc¢do de biossurfactante;
a terceira, desenvolver modelos de otimizacdo da produgcdo de lipase; e a quarta
avaliar a producédo de lipase durante o processo de fermentagdo. Todas as etapas
tiveram por estudo a fermentacdo em estado sélido utilizando Aspergillus fumigatus
em diferentes condi¢cdes nutricionais € de fornecimento de ar. Foram realizados
experimentos utilizando 6leo de soja e éleo diesel como fontes adicionais de carbono,
para posterior comparagdo com experimentos na sua auséncia. As aeragdes variaram
de 0 a 200 mLa.gmeio -h"' € as fermentacdes conduzidas em biorreatores de colunas
com leito fixo. As condicdes do meio de cultivo foram mantidas em 30°C, pH 4,5,
umidade de 50% e concentracdo inicial de inéculo 4.10° esporos.gmei - Os modelos
matematicos foram obtidos usando a aeracdo do meio e o tempo de fermentagao
como variaveis de controle. A funcdo objetivo que representa o acréscimo da
concentracdo do biossurfactante (primeira etapa) e da lipase (segunda etapa) foi
otimizada fixando a aeracao e calculando o tempo étimo nas quais as concentracoes
maximas de biossurfactante e enzima foram obtidas em fungdo do tempo de
fermentagéo. A validacao dos modelos de produgcdo do biossurfactante foi realizada
por meio da comparacao dos resultados experimentais de dois Planejamentos
Fatoriais 2° com os resultados gerados a partir do modelo. As Atividades Emulsificante
encontradas na otimizagdo experimental da produgédo de biossurfactante foram 11,17
UE.g" fornecendo 148 mL, gmeio -h"' Na auséncia de fonte adicional de carbono, 8,47
UE.g" com 119 mL, gmeio -h™' adicionado de 6leo de soja e 9,99 UE.g™" utilizando 140
MLa Omeio -h"' com 6leo diesel. A utilizagdo das fontes adicionais de carbono atuou
como indutor da producdo de lipase, sendo que a maior Atividade Lipolitica foi
encontrada no experimento sem o fornecimento de ar utilizando diesel como fonte
adicional de carbono (127,22 U.g™' em 96h). Os resultados preditos comparados com
0s experimentais mostraram faixas estatisticamente iguais (p < 0,05) e as Atividades
Emulsificante encontradas na otimizacao dos modelos sem fonte adicional de carbono
e diesel foram, respectivamente, 8,03 UE.g"' em 104h e 7,85 UE.g" em 111h e na
otimizacdo numérica da producao de lipase foram encontradas Atividades Lipolitica
100,31 U.g"' em 103h, 117,02 U.g" em 90h e 124,12 U.g" em 119h para os
experimentos sem fonte adicional de carbono, Oleo de soja e O6leo diesel,
respectivamente. Os modelos confeccionados mostram a eficiéncia do processo de
producdo de biossurfactante e lipase, tornando uma ferramenta importante na
fermentacdo em estado sélido com Aspergillus fumigatus, contribuindo
significativamente para o uso de tecnologias simples e de menor risco ambiental.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus, biossurfactante, fermentacdo em estado
solido, lipase, modelagem.



ABSTRACT

Studies related to the biosurfactants production have been gaining interest because of
their vast application in the industrial sector. Their obtainance from renewable and low-
priced substracts, as well as their high biodegradability and low toxicity to the
environment, is the great potential for the future substitution of the chemical
surfactants. Beyond the biosurfactants, the application of lipases has been increasing
in the last years, due to recent biotechnological advances, and it presents great
industrial importance in respect to the other enzymes. The data obtainance referent to
the biosurfactants and lipases production is a determining stage, not only for the
collection of information, but also in the implantation and optimization of the processes.
The usage of mathematical models that express those results can, considerably,
reduce efforts. Having this in mind, this work was divided in four stages: the first one
has as purpose to develop, to optimize and to validate the mathematical models of
description of the biosurfactants production; the second stage, has as aim to develop
optimization models of lipase production; has as purpose to experimentally optimize
the biosurfactants production; the third, has as purpose to experimentally optimize the
biosurfactants production; the fourth stage, is the evaluation of the lipase production
during the fermentation process. All the stages had as study the solid-state
fermentation stage using Aspergillus fumigatus in different nutritional conditions and air
supply. Experiments using soybean oil and diesel oil as extra sources of carbon were
used, for later comparison to the experiments without their use. The aerations varied
from 0 a 200 MLa.Qewsrate -h' and the fermentations conducted in bioreactors of
columns with fixed berth. The conditions of the cultive environment were maintained in
30°C, pH 4,5, humidity of 50% and initial concentration of inoculum 4.10°
esporos.gswsrae - The mathematical models were obtained using the environment
aeration and fermentation time as variants of control. The objective function that
represents the increase of the biosurfactant concentration (first stage) and lipase
(second stage) was optimized by fixating the aeration and calculating the optimized
time in which the maxim biosurfactants concentration and enzyme were obtained
considering the fermentation time. The validation of the models of the biosurfactants
production was accomplished through the comparison of the experimental results of
two Central Compound Projections 22 with the results generated from the model. The
Emuslsificant Activities found in the experimental optimization of the biosurfactant
production were 11,17 UE.g" providing 148 mLa.Qswsraie -h' in the absence of a
carbon extra source, 8,47 UE.g™" with 119 mL,,.Qsuwsrate '-h" added of soybean oil and
9,99 UE.g" using 140 mLa.Qswsrae -h" with diesel. The use of the carbon extra
sources acted as inducer of the "lipase" production, and the greatest Lipase Activity
was found in the experiment without the air supply using diesel oil as carbon extra
source (127,22 U.g" in 96h). The predicted results, compared to the experimental
ones, showed statistically equal tracks (p < 0,05), and the Emulsificant Activities found
in the optimization of the models without carbon and diesel extra sources were,
respectively, , 8,03 UE.g" in 104h and 7,85 UE.g" in 111h and in the numerical
optimization of the "Lipase" production were found Lipase Activity 100,31 U.g™ in 103h,
117,02 U.g" in 90h and 124,12 U.g" in 119h for the experiments without carbon,
soybean oil and diesel oil extra sources, respectively. The manufactured models show
the efficiency of the process of biosurfactants and lipase production, becoming an
important tool in solid-state fermentation using Aspergillus fumigatus, significantly
contributing to the use of simple technologies and a smaller environmental risk.

Keywords: Aspergillus fumigatus, biosurfactant, solid-state fermentation, modelling,

lipase.



INTRODUCAO

A biotecnologia ocupa uma posicdo de destaque no desenvolvimento
integrado e harménico na humanidade. Sua reconhecida importancia € expressa pelo
seu carater multidisciplinar, que envolve o uso da microbiologia, bioquimica e
engenharia. Nos ultimos anos tém-se verificado um grande e rapido desenvolvimento
na area da Biotecnologia, com o aparecimento de novos processos a nivel industrial.
Os processos biotecnolégicos tém uma grande aplicacdo nas industrias de alimentos,
quimica fina, farmacéutica e no setor ambiental.

A grande preocupagdo mundial, com relagéo a liberacdo de hidrocarbonetos
ao ambiente, é proveniente das atividades industriais e de derramamentos acidentais.
Microrganismos que possam degradar, adaptar, crescer e proliferar em ambientes
contendo estes compostos tém papel importante no tratamento bioldgico deste tipo de
poluicao.

A biodegradacao de efluentes e compostos ricos em hidrocarbonetos é
dependente de sua estrutura quimica, de modo que, quanto mais sollveis, maior sera
sua degradabilidade. Os surfactantes sdo substancias que tém a capacidade de
formar micelas, reduzindo a tenséo superficial, impedindo a formagéo de pontes de
hidrogénio e certas interagdes hidrofilicas e hidrofobicas, que permitem se ligarem as
substancias de polaridades diferentes, como agua e 6leo. Além dos surfactantes, as
lipases apresentam grandes possibilidades de aplicagdo nas industrias, pois estao
ligadas a deterioracdo de alguns produtos, principalmente de laticinios e de 6leos
comestiveis.

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente € sintetizada a
partir de derivados de petréleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental
entre os consumidores, combinado com novas legislagbes de controle do meio
ambiente, levaram a procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos
existentes.

As lipases apresentam limitag6es do uso industrial devido ao seu alto custo
(KANWAR et al. 2002). Isto faz com que os estudos das técnicas de otimizagéo
contribuam para o aumento da produtividade dos processos de fermentacdo, bem
como para diminuicdo do custo total de producdo (CASTILHO et al. 2000). A
fermentacdo em estado sélido tem sido empregada para processos de bioconversao e
possui um grande potencial para produgdo de enzimas. Devido a rica natureza
organica, os residuos agroindustriais podem servir como um substrato ideal para
processos microbianos no desenvolvimento de produtos com alto valor agregado. A
aplicacao de recursos agroindustriais em bioprocessos se torna interessante, pois



além de fornecer alternativa de substrato, também ajuda na resolugdo de problemas
de poluicao (PANDEY, 2000).

Para aumentar a competitividade dos processos biotecnolégicos, torna-se
necessario a aplicacdo de metodologias operacionais capazes de assegurar, de modo
estavel e reprodutivel, uma produtividade maxima com um minimo de custos. A
abordagem mateméatica é normalmente utilizada apds a concepcéo e otimizagdo do
processo sob o ponto de vista das abordagens biologicas e tecnolégicas.

O planejamento e otimizagao de processos sao etapas determinantes para a
obtencdo de resultados satisfatérios e de alta confiabilidade. Com base nestes
resultados, uma alternativa para minimizar tempo e niumero de experimentos tem sido
o desenvolvimento de modelos matematicos que descrevam o comportamento dos
processos estudados. A modelagem e a simulagao ajudam o pesquisador a formular
hipéteses sobre processos e interagcdes relevantes, a quantificar o impacto de
variaveis sobre o desempenho do sistema, e a sugerir novas necessidades de
experimentagao.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver modelos matematicos que descrevam os processos de obtencao
de biossurfactante e lipase por fermentagdo em estado sélido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a producao de biossurfactante a partir do fungo Aspergillus fumigatus
por fermentagdo em estado sélido, utilizando biorreatores de colunas e como fontes
adicionais de carbono o 6leo diesel e o 6leo de soja;

Avaliar a producao de lipase durante o processo de fermentagcdo em estado
solido;

Modelar, simular e otimizar a produgcdo de biossurfactante e de lipase por
fermentagcdo em estado solido, verificando a influéncia da aeracdo e do tempo de
fermentacdo através do uso de diferentes condigdes nutricionais para o fungo
Aspergillus fumigatus;

Validar o modelo de produgéo de biossurfactante por fermentagdo em estado
s6lido, utilizando o fungo Aspergillus fumigatus.



JUSTIFICATIVA

Segundo a Associagdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais, o Rio
Grande do Sul possui 18% da capacidade instalada de processamento de oleaginosas
do Brasil, 0 que representa 19.000 toneladas/dia. Os residuos liquidos gerados por
estas industrias geralmente apresentam alta complexidade fisica e quimica,
dificultando seu tratamento e causando riscos ao meio ambiente onde sé&o
descartados.

Além deste, um dos ramos das atividades agroindustriais que apresenta o
mesmo problema, relativo ao tratamento de seus efluentes, sdo as industrias da
pesca. Estas industrias, na cidade do Rio Grande, processam aproximadamente
70.000 toneladas/ano de matéria-prima. Empregam 2.000 pessoas diretamente e
outras 5.000 nas atividades de pesca artesanal e na producgéo primaria do pescado.

Outro setor que também apresenta problemas relacionados ao meio
ambiente, em proporcdes superiores, é a industria petroquimica. O petréleo, apesar de
seus beneficios para sociedade como uma das principais fontes de energia, € um
produto téxico para os organismos, contaminando diretamente os ecossistemas pela
fuga natural dos seus reservatérios, derrames de navios petroleiros, acidentes em
refinarias ou plataformas de extragéo, entre outros.

Mais de 10 bilhdes de toneladas por ano de petréleo sdo produzidas
mundialmente e estima-se que 0,6% desta produgédo termine poluindo os oceanos.
Nenhuma estimativa comparavel foi feita em relagdo a poluicdo terrestre por
hidrocarbonetos de petréleo. Entretanto, considerando que a maior parte do petréleo é
produzida, refinada e utilizada sobre a terra, € de se esperar um valor similar ou maior
do que o citado para 0 ambiente marinho.

Devido a constante movimentacao de petréleo na costa maritima da regido,
existe a possibilidade de ocorrerem problemas de conseqiiéncias mais graves, pois
um derrame de petrdleo no mar prejudicaria a economia da cidade do Rio Grande, que
se baseia na industria pesqueira. Estas evidéncias tornam urgente o desenvolvimento
de tecnologias para diminuir o impacto ambiental ocasionado por estes acidentes e,
concomitantemente, o tratamento dos efluentes das industrias processadoras de
6leos, sendo a biorremediacao um dos métodos mais estudados.

BOOPATHY (2000) define a biorremediagdo como o uso inteligente do
potencial que os microrganismos apresentam em degradar compostos poluentes,
reduzindo o grau de contaminagao do local sujeito a degradacao. Os biossurfactantes

vém sendo testados na biorremediacdo como uma alternativa eficiente e



economicamente viavel no tratamento de regides contaminadas pela presenga de
petréleo e seus derivados.

Atualmente, os estudos da producédo de biossurfactantes se concentram em
fermentacdo submersa. Este modo de produgédo envolve custos elevados, pois as
etapas de extracéo e purificacdo necessitam de equipamentos e métodos complexos,
resultando em altos investimentos e tempo a ser empregado. Poucos registros sao
encontrados na literatura sobre a utilizagdo do cultivo em estado sélido para a
producédo de biossurfactantes, sendo uma area promissora de pesquisa, ainda a ser
desenvolvida.

A adocdo de um maior rigor nos padrées de descarte de aguas residuarias
tem motivado a realizagdo de pesquisas, cujo objetivo é reduzir o impacto ambiental,
especialmente em efluentes contendo elevados teores de lipideos. A Politica Nacional
de Recursos Hidricos, instituida pela Lei Federal n©9.433 de 8 de janeiro de 1997 trata
da cobranga pelo uso dos corpos d’dgua para o langcamento de despejos liquidos.
Dentro deste contexto, processos alternativos vém sendo utilizados na redugéo da
concentracao de lipideos contidos nesses efluentes por meio de acdo de enzimas,
particularmente lipases. Essas enzimas apresentam uma importancia particular, pelo
fato de hidrolisarem especificamente 6leos e gorduras, 0 que pode ser de grande
interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de gordura (MENDES et al.,
2005).

A producgéo de biossurfactante e lipase dispensa o uso de substratos de alto
custo, tornando o uso de residuos agroindustriais, ricos em hidrocarbonetos, uma
alternativa de fonte de carbono de grande disponibilidade e baixo custo. ROYCE
(1993) afirma que o meio de cultivo utilizado para a producdo de metabdlitos
secundarios representa 60 a 90% dos custos de fermentacdo. Para a obtengao de
metabdlitos primarios esse custo representara 40 a 70% do custo total.

A aplicacdo destes substratos ndo convencionais seria uma possibilidade
atrativa, ja que sao matérias-primas de facil obtencao e baixo custo, encontrados em
todo territério brasileiro. A regido Sul do Rio Grande do Sul é a maior produtora de
arroz da América Latina, oferecendo uma grande variedade de substratos e suportes
para serem utilizados na fermentacao em estado sélido, dentre eles, a casca de arroz
e os farelos de arroz gordo e desengordurado.

O Brasil, pelas dimensdes continentais e pelas caracteristicas climaticas e
territoriais, possui biodiversidade inigualavel no mundo e grande abundéancia de
biomassa e residuos agro-industriais, que constituem a matéria-prima para os

processos biotecnologicos. Esses fatores mostram quéo imperativos é o



desenvolvimento dos bioprocessos no pais, de forma a auxiliar no desenvolvimento de
novos produtos e na reducao de custos em diversos processos biotecnolégicos.

O estudo de sistemas ou fenbmenos, muitas vezes depara-se com
dificuldades em analisa-los na sua forma natural de existéncia, por dificuldade de
acesso, medicdo ou mesmo altos riscos e custos envolvidos. Por isto sdo utilizadas
formas de representacdo que permitam manipular e compreender processos
estudados, quer em seus aspectos qualitativos, quer nos quantitativos. Uma
alternativa que permite prever antecipadamente resultados referentes a processos de
produgcédo, como € o caso dos biossurfactantes e lipases, é a utilizagdo de modelos
matematicos capazes de gerar resultados que possam prever as influéncias das
variaveis mais significativas. Estes resultados permitem minimizar tempo € nimero de
experimentos, possibilitando um melhor planejamento dos processos em estudo.

A modelagem de sistemas tem se desenvolvido de forma paralela ao avango
do conhecimento, chegando alguns autores a afirmar que o progresso da ciéncia esta
associado ao avango das técnicas de confeccao de modelos.

A descricdo do sistema, a fim de satisfazer as necessidades de estudos e
analises, consiste em escolher adequadamente procedimentos e formas de
representar componentes e expressar as relacdes entre os mesmos por expressoes
l6gicas ou matematicas. Este processo é conhecido como abstracdo e o resultado
expresso € conceituado como o modelo do sistema, idéia, fenébmeno ou instrumento

em estudo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. SURFACTANTES

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais (NITSCHKE & PASTORE,
2002).

A produgédo mundial de surfactantes ultrapassa 3 milhdes de toneladas por
ano (BANAT, 2000). Quase todos os surfactantes atualmente utilizados séo
quimicamente derivados do petroleo, onde segundo BOGNOLO (1999), 70 a 75%
destes sao consumidos por paises industrializados. Entretanto, o interesse por
surfactantes microbiol6gicos (biossurfactantes) tem aumentado nos ultimos anos
devido as suas diversidades e potenciais aplicagdes nas industrias de processamento
de alimentos, areas de protecao ambiental, médica, recuperagao de residuos oleosos,
entre outras (LANG, 2002; BEZBORODOV, 1991 citado por TURKOVSKAYA et al.,
1999).

Uma grande quantidade de compostos com propriedades tenso-ativas sao
sintetizados por organismos vivos, que vao desde plantas (saponinas),
microrganismos (glicolipidios), até humanos (sais biliares) (BOGNOLO, 1999). INOH et
al., (2003) afirmam que estes compostos de superficie ativa podem ser produzidos por
microrganismos capazes de crescerem em substratos insoliveis em &gua,
apresentando muitas atividades bioldgicas.

Os biossurfactantes sdo compostos anfipaticos, com uma parte hidrofilica e
outra hidrofoébica (LANG, 2002) que sao capazes de formar diversas estruturas, tais
como micelas, vesiculas esféricas ou irregulares e estruturas lamelares (CHAMPION,
1995). Suas estruturas basicas sdo mostradas na Figura 1.

Vesicula

Figura 1. Estruturas basicas formadas por biossurfactantes.
Fonte: CHAMPION et al., 1995.
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O interesse pelos biossurfactantes microbianos aumentou durante a ultima
década (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004), pois apresentam a capacidade de atuar na
interface das células apresentando diferentes polaridades, em especial 6leo/agua,
ar/agua e agindo como agentes umectantes em superficies sélidas (adgua/sélido). Esse
processo dindmico é baseado na habilidade dos biossurfactantes em reduzir a tenséo
superficial pelo remanejamento molecular, através do acumulo na superficie de
compostos insoluveis, influenciando as ligagbes de hidrogénio e outras interagbes
hidrofébicas e hidrofilicas, aumentado a éarea superficial destes, levando a um
aumento da biodisponibilidade e conseqliente biodegradabilidade (ANNA, 2000).

O mecanismo de atuacdo da maioria destas combinagbes ainda nao esta
bem elucidado, embora seja provavel que as propriedades de superficie da membrana
representem um papel importante (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004).

2. CLASSIFICAGAO QUIMICA DOS BIOSSURFACTANTES

Biossurfactantes sdo emulsificantes naturais de hidrocarbonetos e podem ser
produzidos total ou parcialmente extracelulares por bactérias, bolores e levedura.
(BICCA et al., 1999).

Os biossurfactantes estruturalmente apresentam combinacdes diversas,
principalmente aqueles produzidos por microrganismos na presenga de
hidrocarbonetos (LANG & WULLBRANDT, 1999). Em sua grande maioria sao lipidios,
0Ss quais apresentam uma estrutura tipica de surfactante. A porcao lipofilica dos
lipidios normalmente € um hidrocarboneto com um ou mais &acidos graxos, 0s quais
podem ser saturados, insaturados ou conter estruturas ciclicas. A porgao polar, do
biossurfactante pode ser simples (carbonila, hidroxila) ou uma mistura complexa de
fosfatos, carboidratos, aminoacidos, dentre outros (LANG, 2002; COOPER, 1986).

BANAT (2000) classifica os biossurfactantes em cinco grupos:

e Glicolipidios: trealose, soforose e raminolipidio;

e Liposacaridios: emulsionantes de alto peso molecular, produzidos
extracelularmente pela degradacdo de hidrocarbonetos por bactérias, tais
como, o Acinetobacter calcoaceticos;

e Lipopeptidios: Subtilisin, produzido pelo Bacillus subtilis, tido como o
biossurfactante mais ativo até agora conhecido;

e Fosfolipidios: apesar de presente em muitos microrganismos, existem poucos
exemplos de producdo extracelular, sendo o mais notavel deles o
biossurfactante produzido pelo Corynebacterium lepus;
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e Acidos graxos e lipideos neutros: acido ustalgico, &cidos corinomicélicos e as
proteinas hidrofébicas.
Os biossurfactantes séo constituidos por diversos grupos quimicos diferentes.
Na Figura 2 podem ser observadas algumas estruturas.
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Figura 2. Estruturas de biossurfactantes: (a) Soforolipidios; (b) Mono—raminolipidios;
(c) Di-raminolipidios; (d) Surfactina. Fontes: LANG, 2002; BOGNOLO, 1999;
SANDOVAL et al., 1999; KOWALL et al.,1998.

3. PROPRIEDADES E APLICACOES DOS BIOSSURFACTANTES

Os surfactantes sintéticos sao estruturas relativamente recentes, apresentam
propriedades que proporcionaram avangos nos mais diversos ramos industriais, porém
a sua substituicdo pelos surfactantes biolégicos apresenta vantagens por serem
menos toxicos, menos alergénicos, biodegradaveis, o que reflete num menor impacto
ambiental (TURKOVSKAYA et al., 1999).

BOGNOLO (1999) mostra algumas vantagens dos surfactantes naturais em
relacao aos sintéticos:

e Atividade de superficie e interface: os biossurfactantes sdo mais efetivos e
eficientes que, por exemplo, sulfonatos anidnicos, ja que reduzem a tensao
superficial mais rapidamente. Os biossurfactantes de alto peso molecular
adsorvem na interface 6leo-agua através de mdultiplos pontos de ancoragem,
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aumentando a estabilidade das cadeias em uma Unica fase, o que produz uma
efetiva estabilidade estérica. A grande area interfacial coberta pela molécula
adsorvida e a multiplicidade de pontos de ancoragem asseguram que nao
ocorra desor¢ao durante a colisdo de particulas, e aumentam grandemente a
estabilidade das emulsdes. A baixa mobilidade dos macrosurfactantes pode ser
corrigida através da adicdo de pequenas quantidades de biossurfactantes;

e Tolerancia a temperatura: alguns biossurfactantes e sua atividade superficial
nao sao afetados, mesmo a altas temperaturas (90°C);

e Tolerancia a forga ibnica: os biossurfactantes ndo precipitam em solugdes
salinas de até 10%, enquanto que solugdes de 2-3% de sal sdo suficientes
para desativar os surfactantes quimicos;

e Biodegradabilidade: os biossurfactantes sao facilmente degradados na agua ou
no solo;

e Emulsdes feitas com biossurfactantes podem ser facilmente quebradas por
adicao de enzimas, como, por exemplo, a depolimerase, que pode quebrar a
emulsdo de hidrocarbonetos em éleo.

O potencial de aplicacdo de compostos de superficie ativa, produzidos a partir
de microrganismos, € baseado nas propriedades de emulsificacdo, separacéo,
umedecimento, solubilizacdo, de-mulsificacdo, inibicdo de corrosdo, reducdo de
viscosidade de liquidos e reducgao da tensao superficial. Essas propriedades fornecem
potencial de aplicagdo nas industrias de alimentos, agricola, construgdo, bebidas,
papel, metal, téxtil, farmacéutica, cosmética (NITSCHKE & PASTORE, 2002;
MULLIGAN et al., 2001; BOGNOLO, 1999; FIECHTER, 1992).

O principal uso comercial dos biossurfactantes estd na remediagao, por causa
de sua capacidade em estabilizar emulsées. Isto faz com que ocorra um aumento na
solubilidade e na disponibilidade de contaminantes hidrofdbicos, aumentando o
potencial para biodegradagdo. Uma propriedade de muitos biossurfactantes é a
atividade antimicrobiana. CAMEOTRA & MAKKAR (2004) relatam que certos
lipopeptideos podem agir como substancias antivirais, antibidticos, agentes
antitumorais, imunorreguladores, toxinas especificas e inibidores enzimaticos. Outros
usos médicos dos biossurfactantes incluem o papel de agentes antiaderentes para
patégenos, sendo util para tratar muitas doencas, bem como uso terapéutico e
probiético (SINGH & CAMEOTRA, 2004).

Um dos usos para os biossurfactantes que tem recebido constante atengao é
conhecido por MEOR (Microbial-Enhanced Oil Recovery), cujo processo envolve a
introducdo de microrganismos em reservatérios de 6leo cru para melhorar a extragéo

da borra oleosa e recuperar fragdes de hidrocarbonetos. Este método também esta
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sendo proposto e testado em algumas partes do mundo, para combater a poluicdo
ambiental gerada por derramamentos acidentais de Oleo. Este processo previne a
persisténcia de camadas de 6leo no ambiente, sendo estes responsaveis pela
deplecado do oxigénio e intoxicacdo da vida marinha (DYKE et al., 1991). Acidentes
com petréleo tém sido muito freqlentes, portanto tem-se nesta area um vasto campo
para a aplicacdo dos biossurfactantes.

A industria petrolifera € o maior mercado para os biossurfactantes, onde sao
utilizados diretamente na produgao dos derivados do petréleo ou sdo incorporados nas
formulacdes de 6leos lubrificantes (DYKE et al., 1991). Outro uso esta relacionado
com o potencial de recuperacdo de derivados de petrdleo na limpeza de tanques,
preparo de misturas 6leo-alcool para combustiveis e dispersao de 6leos derramados
em ecossistemas aquaticos (LIMA, 1996).

4. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sao produzidos na superficie da célula microbiana (DYKE
et al.,, 1991), apresentando diferentes propriedades quimicas e tamanho molecular.
Enquanto os surfactantes microbianos de baixo peso molecular sdo em geral
glicolipidicos, os de alto peso molecular sdo heteropolissacarideos ou complexos
glicoproteicos. O rendimento dos biossurfactantes depende do substrato utilizado para
a producdo, do crescimento microbiano e da linhagem utilizada (KARANTH et al.,
1999).

Alguns microrganismos podem produzir biossurfactantes quando crescem em
diferentes substratos, estes podem variar desde carboidratos até hidrocarbonetos. A
mudanga de substratos altera a estrutura do biossurfactante e, consequentemente as
propriedades emulsificantes. Estas mudangas podem ser benéficas quando se deseja
propriedades especificas para uma aplicagao direcionada (COOPER, 1986). Diversos
sdo os estudos realizados por varios autores na produgcdo de biossurfactantes,
envolvendo propriedades fisico-quimicas e nutricionais (BATISTA, et al., 2006; SHIN &
KIM, 2004; WEI et al., 2004; KIM et al., 2002; MAKKAR & CAMEOTRA, 1997).

A maioria dos biossurfactantes sdo liberados no meio de cultura durante o
estado estacionario ou entdo, na fase de crescimento exponencial. No caso dos
bioemulsificantes, sdo usualmente produzidos quando as culturas alcangam o estagio
estacionario de crescimento (RON & ROSENBERG, 2001).
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5. MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES

A producéo de biossurfactantes, por diferentes microrganismos, foi bastante
estudada por varios pesquisadores. Dentre os microrganismos tém-se: Pseudomonas
aeruginosa (ANNA et al., 2002; TURKOVSKAYA et al., 1999; HARVEY et al., 1990),
Candida lipolytica (VANCE-HARROP et al., 2003), Candida antarctica (KIM et al.,
2002), Rhodococcus ruber e Rhodococcus erythropolis (BICCA et al., 1999), Serratia
marcescens (WEI et al., 2004) e Bacillus subtilis (FOX & BALA, 2000).

A Tabela 1 apresenta os principais biossurfactantes produzidos por alguns

microrganismos.

Tabela 1. Alguns biossurfactantes produzidos por microrganismos.

Biossurfactante Microrganismo

Heteropolissacaridio Arthrobacter RAG-1
Lipidios de trehalose, sacarose ou frutose Arthrobacter sp

Peptidolipidio Bacillus licheniformis JF-2
Surfactina Bacillus subtilis
Surfactina Bacillus pumilus A1

Acidos graxos
Lipidios neutros
Fosfolipidios
Proteina hidréfoba
Raminolipidio
Raminolipidio
Peptidolipidio
Glicolipidio
Polissacaridios
Lipoproteina

Candida tropicalis
Clostridium pasteurfanus
Corinebacterium inaldiosus
Achrobacterium anthropil
Pseudomonas aeroginosa
Bacillus sp. AB-2
Pseudomonas fluorescens
Rhodococcus sp ST-5
Rhodococcus sp 33
Bacillus licheniformis

Fonte: BANAT (2000), BANAT (1993), ROBERT et al., (1989), MORIKAWA et al.,
(1992), KOSARIC et al., 1987.

Os locais com maior potencial para fornecer microrganismos assimiladores de
hidrocarbonetos s&o aqueles onde ocorreu alguma contaminagdo por parte destes
(SAMPAIO, 1995).

A descoberta de certas bactérias que vivem em sedimentos marinhos,
inclusive nas areias das praias, poderem degradar componentes do petréleo, abriu a
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possibilidade de usar métodos bioldégicos para o tratamento dos derramamentos
(CRAPEZ et al., 2002).

6. ENZIMAS

Grande parte da histéria da bioquimica vem das pesquisas relacionadas com
enzimas. A primeira teoria geral de catdlise quimica, publicada em 1835 por J. J.
Berzelius, incluia um exemplo do que se conhece hoje como enzima. Ainda que Louis
Pasteur reconhecesse que a fermentacdo era catalisada por enzimas, ele postulou,
em 1860, que elas estavam intrinsecamente ligadas com a estrutura e a vida da célula
do levedo (LEHNINGER, 1976).

A biotecnologia da producao de enzimas parte de duas fontes: uma formada
por tecidos animais e vegetais, onde podem ser extraidas e usadas in natura ou,
entao, extraidas e purificadas; a outra sdo cultivadas, constituida de enzimas extraidas
de meios de cultivo microbioldgico, desenvolvidos por técnicas fermentativas. No
primeiro caso, se enquadram algumas enzimas, aplicadas has séculos pelo homem;
segundo, estdo as enzimas, produzidas através de cultivo industrial de
microrganismos sobre meios ou substratos, naturais ou sintéticos. Atualmente, em
torno de 2000 enzimas sdo conhecidas e caracterizadas quimicamente, no entanto,
nao passam de 20 as que sao produzidas e aplicadas em escala industrial. O cultivo
de microrganismo para obter enzimas para esta finalidade é uma atividade
biotecnolégica em constante crescimento (REGULY, 2000).

Diversos sédo os setores que utilizam enzimas, entre eles estdo as industrias
de alimentos, quimica, farmacéutica, entre outras (SCRIBAN, 1985). Embora nos
ultimos anos, a utilizagdo de enzimas na industria esteja aumentando rapidamente,

ainda existe um grande campo para a sua expansao (JESUS et al., 1997).

6.1. LIPASES

Os aspectos biologicos, fisiologicos e a aplicacdo industrial de enzimas
lipoliticas tém sido bastante estudados, onde nos Ultimos anos as pesquisas
envolvendo sua utilizagdo tém sido cada vez mais intensificadas (KOBLITZ &
PASTORE, 2004). Entre os processos quimicos de maior interesse pelas industrias
estdo as reagbes catalisadas por estas enzimas, as quais representam
aproximadamente 20% das biotransformacdes realizadas atualmente (FABER, 1997,
citado por OLIVEIRA et al., 2000).
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As lipases (triacilglicerol hidrolases EC 3.1.1.3) sdo responsaveis pela catalise
de reagdes que envolvem hidrolise e sintese de éster a partir de glicerol e acidos
graxos de cadeias longas, fazendo com que sejam consideradas como um importante
grupo de biocatalisadores (CASTRO & ANDERSON, 1995). A sua atuacdo se da na
interface 6leo-agua (HATZINIKOLAOU et al, 1996; CHRISTAKOPOULOQOS et al, 1992).

O potencial biotecnolégico das lipase se deve a alta estabilidade em
solventes organicos, ndo requerer a presenga de cofatores, possuirem uma ampla
especificidade pelo substrato e apresentarem alta enantiosseletividade (CASTRO &
ANDERSON, 1995).

Apesar das lipases serem produzidas por um grande numero de
microrganismos, a utilizacdo de fungos se destaca por apresentar produgao
normalmente extracelulares, o que facilita sua extragao (LONG et al, 1996).

7. PROCESSOS FERMENTATIVOS

A fermentacdo, de um modo geral, se caracteriza pela aplicagdo do
metabolismo microbiano na transformagao de uma matéria-prima simples em produtos
de maior valor agregado, como por exemplo, &cido citrico, antibidticos, entre outros
(TREVAN et al., 1990).

Na fermentacdo os processos podem ser descritos como um somatério de
etapas, onde o meio de fermentagdo, convenientemente preparado para o
fornecimento de ar (processo aerdbio) e nutrientes, sdo com freqiiéncia esterilizados,
com objetivo de eliminar microrganismos indesejaveis. No fermentador, o meio recebe
uma suspensdo de microrganismo (in6culo) capaz de garantir a fermentagdo em
condicdes econémicas. O processo de fermentagao é, entdo, controlado (temperatura,
pH, agitagdo, concentracao de nutrientes, entre outros) de modo a manter condi¢des
favoraveis ao crescimento e metabolismo do microrganismo. Completada a
fermentagéo, o meio fermentado é encaminhado aos tratamentos finais, com vistas a
separagao de produtos e ao tratamento de residuos (BORZANI et al., 1975).

O metabolismo celular do microrganismo, resultado do seu mecanismo
enzimatico e da rota metabdlica que este utiliza para o aproveitamento de carboidratos
e gorduras, dependente da disponibilidade de oxigénio ou ndo. Em qualquer caso, os
microrganismos obtém sua energia da oxidagdo da matéria organica, que é
fundamentalmente um processo de desidrogenacdo. Como a queima é um processo
gradual e ndo uma simples oxidacao até CO,, cada reagao enzimatica é catalisada por

distintas enzimas em multiplas etapas. Somente os microrganismos cujo metabolismo
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seja respiratorio, isto €, que conduz até o oxigénio receptor para formar a agua, € que
obtém a maxima energia (REGULY, 1996).

8. CLASSIFICAGAO DOS PROCESSOS FERMENTATIVOS

Os processos fermentativos sdo comumente classificados quanto a condugao
do processo, quanto ao modo de cultivo, ou seja, processos em estado sélido ou
submerso (REGULY, 2000).

Quanto a condugdo do processo, podem ser descontinuos, continuos ou
semicontinuos. Nos processos descontinuos, a fermentacdo é iniciada a partir do
momento que o0 substrato esterilizado € inoculado, permitindo que ocorra o
crescimento microbiano. No tempo final de fermentagéo, obtém-se os produtos. Ja nos
processos semicontinuos carrega-se o fermentador com meio, adiciona-se o inoculo e
aguarda-se o término da fermentacgao, retira-se, entdo, da doma, um certo volume de
fermentado e adiciona-se igual volume de meio novo; e assim por diante, as vezes
durante meses consecutivos. O controle do rendimento do processo podera
determinar 0 momento em que o trabalho pela técnica descrita deva ser suspenso,
para ser iniciada uma nova fermentacdo com in6culo novo. Nos processos continuos,
a matéria-prima é adicionada com uma vazao constante e o meio fermentado é
retirado com a mesma vazao de alimentacao, ou seja, a fermentacao continua ocorre
num sistema aberto, onde o substrato é continuamente alimentado ao biorreator e
quantidade equivalente de substrato fermentado é retirada do mesmo (BORZANI et
al., 1975).

Os processos fermentativos, quanto a quantidade de agua no meio, podem
ser submersos ou em estado sélido. Quanto ao suprimento de oxigénio, ha que
distinguir entre fermentacdes aerdbias e anaerdbias, segundo a natureza dos
microrganismos por estas responsaveis, isto €, conforme o seu metabolismo celular,
resultado do seu mecanismo enzimatico. E a rota metabdlica dos microrganismos em
questao que utilizam para o aproveitamento de carboidratos e gorduras, conforme
haja, ou ndo, disponibilidade de oxigénio que determina a aerobiose ou anaerobiose
do processo fermentativo (REGULY, 1996).
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9. FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO

O processo de fermentacdo em estado solido (SSF) é conhecido desde a
antiguidade nos paises Asiaticos (COUTO & SANROMAN, 2005). A SSF foi
comumente definida como o cultivo de microrganismos em uma matriz umida sélida,
ausente de uma fase aquosa macroscépica (agua livre), que tem a capacidade de
manter a agua no material sélido. Esta matriz pode ser substratos naturais, usados
como fonte de energia, ou meios inertes com solugdo nutriente (PANDEY, 2003).
Entende-se por agua livre a ndo separagao ou escorrimento da agua da matriz sélida,
gue deve conter umidade suficiente, na forma adsorvida ou complexada, permitindo o
crescimento do microrganismo (COSTA, 1996). O teor de umidade maximo é fungéao
do tipo de substrato, ou seja, fungdo das propriedades que 0 mesmo possui em
adsorver agua, porém, na maioria dos substratos a agua torna-se aparente antes do
nivel de 80% de umidade. O nivel de umidade abaixo de 12% praticamente cessa a
atividade biolégica (MORAES, 1999).

Apesar da fermentacdo em estado sélido ser antiga, durante os ultimos 20
anos houve um maior interesse pelo seu uso. O potencial de obtencao de produtos em
SSF, atualmente ha relativamente poucas aplicagées comerciais. Esta situacdo pode
ser atribuida a complexidade do sistema, pois as limitagdes de transferéncia de massa
sao intrinsecas a escala em que o sistema é submetido (MITCHELL et al., 2003).

A fermentacgao recebe grande atencao das pesquisas, porém durante a ultima
década foram feitos avancos significativos no que se refere ao desempenho de
biorreatores de SSF (MITCHELL et al., 2003).

Visto que os bioprocessos em estado sélido de grande escala sao de dificil
aplicagao, devido a varias razbes técnicas, a SSF deve ser vista como complementar
para a fermentacao submersa (FS) comumente utilizada (MITCHELL et al., 2000). Ha,
porém, uma necessidade para tecnologia de SSF, visto que certos produtos (enzimas,
metabdlitos, esporos) nao podem ser produzidos por FS ou ndo apresentem
caracteristicas desejadas. Numerosos trabalhos empregando SSF tém mostrado bons
resultados com respeito a produtividade e a qualidade de produtos, comparados com
aqueles produzidos por FS (HOLKER et al. 2004 citado por LENZ et al., 2004).

A SSF é aplicada para a produgao de alimentos, biopesticidas e substancias
quimicas dos mais diversos tipos (SMITS et al, 1999). O grande potencial dos
processos de SSF é principalmente na producdo de enzimas através de fungos
filamentosos (PANDEY, 1999).

Em um processo de fermentagdo, o biorreator é o ambiente para o

crescimento e atividade dos microrganismos e suas reacées metabdlicas. Durante o
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processo de fermentacdo, o biorreator deve ser capaz de prevenir a liberagdo da
biomassa interna para o ambiente, bem como prevenir a entrada de substancias
estranhas ao meio da reacao (PANDEY, 1991). No caso dos biorreatores de Coluna,
estes podem consistir em um tubo de vidro ou de plastico, colocado na vertical e com
um leito fixo de substrato, podendo possuir encamisamento externo para controle de
temperatura, utilizando circulacdo de &gua. Alternativamente, o controle de
temperatura pode ser feito pela manutencado de todo o conjunto em uma atmosfera
controlada (COSTA, 1996).

Devido aos baixos niveis de agua no sistema, os fungos filamentosos, tém
recebido a maioria das atengbes nas pesquisas, pois apresentam capacidade de
crescimento nessas condigoes. Como exemplos, podem ser citados, dentre muitos
outros, 0 uso de culturas de Rhizopus, Trichoderma, Penicilium ou Aspergillus para
obtencao de enriquecimento protéico e producao de enzimas, Mucor ou Rhizopus na
producéo de renina microbiana, Penicililum para produgéo de penicilina e Fusarium ou
Gibereila para obtengao de acido giberético (BORZANI et al., 2001).

A selecdo adequada do substrato é de fundamental importancia para o
sucesso de qualquer tipo de fermentacdo. Para o caso do processo em estado sélido,
os substratos sélidos sdo constituidos basicamente de polimeros organicos, que se
caracterizam pela insolubilidade em agua e pela capacidade de promover o
crescimento microbiano, mesmo sem a adicdo de nutrientes suplementares. Os
residuos de origem agroindustrial sdo os substratos mais utilizados neste processo,
tais como: polpa de café, farelo de cereais, palhas, bagago de cana, cascas de frutas
processadas, batata, farinha de cereais, mandioca, entre outros (MAKKAR &
CAMEQOTRA, 2002; GUTIERREZ et al., 1992). Diversos sao os substratos sélidos que
podem ser utilizados na SSF (DURAND et al., 1993). O uso de metodologias para
desenvolver processos de produgdo mais limpos além de reconhecido como processo
que reflete em uma perspectiva ambientalmente integrada, envolve preocupacdes de
sua condugao para melhoria ambiental. Além de focalizar o desempenho econémico
do processo, ha a incorporagao da preocupagao com o meio ambiente, minimizando o

impacto causado (JIA et al., 2006).
10. MODELAGEM E SIMULACAO

A modelagem de sistemas tem desenvolvimento paralelo ao avang¢o do
conhecimento, chegando alguns autores a afirmar que o progresso da ciéncia esta

associado ao avango das técnicas de confeccdo de modelos. Uma alternativa que

21



permite prever antecipadamente resultados referentes a processos de producao, € a
utilizacao de modelos matematicos capazes de gerar resultados que possam prever as
influéncias das variaveis mais significativas. Estes resultados permitem minimizar
tempo e numero de experimentos, possibilitando um melhor planejamento dos
processos em estudo (STRACK, 1984).

A maxima capacidade de producdo € uma das metas em qualquer processo
biotecnolégico. Varios sdo os esforgcos para otimizagdo destes processos utilizando
diferentes meios de cultivo e o desenvolvimento de modelos matematicos que possam
ser amplamente usados (DAKHMOUCHE et al., 2006). Segundo MATURA et al.
(2004) citado por IGNACIO & FILHO (2004), os modelos matematicos de otimizacdo
tém duas formas gerais de uso. A primeira, o0 modelo é usado como nivel estratégico,
implicando em wuma resolugdo de problemas com intervalos de tempo
consideravelmente longos, o que é intrinseco em uma decisao estratégica. A segunda,
o modelo atende a uma necessidade ao nivel tatico-operacional.

STRACK (1984) menciona que a simulacdo € uma técnica que pode ser
amplamente utilizada nas mais diversas areas. O método de simulagao é empregado
com grande eficiéncia como elemento auxiliar na tomada de decisdes, principalmente
em planejamentos a médio e longo prazo e em situagdes que envolvem custo e riscos
elevados. Os modelos de simulagdo sdo muito eficazes e versateis no estudo dos
mais diferente problemas, permitindo o exame especifico com grande precisdo. O uso
da simulagdo pode ser considerado quando uma ou mais das seguintes condicoes
existem:

e Na&o ha uma formulagdo matematica completa para o problema;

e Nao ha método analitico para a resolugao do modelo matematico;

e A obtencdo de resultados com o modelo é mais facil de ser realizada por
simulagao que por método analitico;

e Nao existe habilidade pessoal para a resolugdo do modelo matematico por
técnicas analiticas ou numéricas;

e E necessario observar o desenvolvimento do processo desde o inicio até os
resultados finais, e sdo necessarios detalhes especificos;

e Na&o é possivel ou é muito dificil e de custo elevado a experimentagdo no
sistema real;

e E desejado estudar longos periodos de tempo ou sdo necessarias alternativas
que os modelos fisicos dificilmente fornecem.

Técnicas de inteligéncia artificial foram usadas durante varios anos na

modelagem de bioprocessos. Muitos trabalhos centralizaram estudos nos modelos
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para monitoramento e controle de produgdo em processos industriais onde sao
necessarios modelos robustos, precisos para um intervalo de condigbes operacionais
(HODGSON et al., 2004).

O estudo de sistemas ou fenbmenos, muitas vezes depara-se com
dificuldades em analisa-los na sua forma natural de existéncia, por dificuldade de
acesso, medicao ou mesmo altos riscos e custos envolvidos. Por isso sao utilizadas
formas de representagdo que permitam manipular e compreender processos
estudados, quer em seus aspectos qualitativos, quer nos quantitativos (STRACK,
1984).

ROHNER & MEYER (1995) desenvolveram um modelo que descreve um
bioprocesso que resulta em passos industriais completamente automatizados,
mostrando que a modelagem provou ser uma ferramenta para melhor observacéo dos
fundamentos bioquimicos nos processos. Combinando modelagem com simulagéo, o

tempo e custo de desenvolvimento podem ser reduzidos drasticamente.

11. MODELAGEM EM PROCESSOS DE FERMENTACAO

A fermentacdo é um processo normalmente complexo devido a sintese de
produtos pelo microrganismo, influéncia de fatores externos e internos (concentragbes
de substrato, produto, pH, etc), entre outros. Estes processos sao descritos por
equagbes nao lineares, tendo o tempo como o paradmetro variado. Geralmente o
resultado 6timo e o perfil de controle sdo calculados para os parametros que sao
assumidos serem constantes (ndo podem ser percebidas as 6timas solugdes na
pratica) ou quando os parametros sao fungdes das condic¢des fisicas ou quimicas do
processo, como pH, temperatura, concentragao de oxigénio dissolvido, entre outros.
Esta ultima pode ser expressa analiticamente como uma fungéo linear com condi¢des
de processo variavel, escolhida para introdugao de controle (TSONEVA et al., 1998).

CORSANQO et al. (2004) direcionaram estudos para otimizagao dos processos
de fermentac&o, descrevendo, de modo geral, o comportamento no fermentador como
um conjunto de equagdes diferenciais e algébricas descritas como diferengas finitas
em um ambiente de equagbes orientadas. Alguns trabalhos mencionam modelos
cinéticos detalhados e custos operacionais correspondendo ao tipo de inéculo, sendo
incluidos diferentes tipos de substratos. O nimero 6timo de unidades a serem usadas
no processo, bem como as melhores condi¢cdes de operacdo para cada unidade, é
simultaneamente determinado. O modelo € formulado como uma sucessdo de

programagao de problemas nao lineares.
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ZHANG el al. (1997) formularam um modelo matematico para simular o
crescimento de células, perda de plasmidio e producdo de proteina recombinante
durante o cultivo aerdbico da levedura recombinante S. cerevisiae. O modelo
desenvolvido foi baseado em trés simplificacbes que envolvem o metabolismo da
levedura: fermentacdo de glicose, oxidacdo de glicose e oxidacdo de etanol. O
crescimento da célula foi expresso como uma combinagdo destes eventos
metabdlicos. Através da simulacdo entre os valores gerados pelo modelo e os obtidos
experimentalmente foi possivel observar excelentes resultados.

HODGSON et al. (2004) desenvolveram um trabalho para responder algumas
perguntas gerais sobre os modos mais efetivos e Uteis em modelagem de
bioprocessos. Os pesquisadores investigaram caracteristicas de modelos que
apresentam uma boa extrapolacdo. Foram testados trés modelos completamente
preditivos com diferentes estruturas de representagdo (equagdes diferenciais,
equacoes diferenciais provindas de taxas e conjuntos de reagdes). Foi utilizado dados
de programacdo genética da fermentagdo de Saccharopolyspora erythraea. Os
modelos com formas matematicas analogas para balan¢o de massa interno e relagdées
estequiométricas apresentaram resultados superiores, embora nenhum conhecimento

prévio desta fermentagao tenha sido utilizado.

12. MODELAGEM NA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A pesquisa operacional, nos ultimos tempos, tem desenvolvido uma grande
variedade de modelos e algoritmos de otimizacao para a resolucdo de problemas em
diversas areas como logistica, telecomunicagdes, producéo, entre outras (IGNACIO &
FILHO, 2004).

Durante a ultima década, houve um crescimento da aplicacdo de métodos
fisicos computacionais para SSF. Isto envolve a modelagem e simulagdo no
crescimento microbiano, bem como transferéncias de calor e massa que variam de
microescala a escala industrial. Este impacto teve um resultado positivo por estar
baseado em principios basicos de uma tecnologia antiga e em recentes progressos na
bioengenharia industrial. Modelos de desempenho de biorreatores, novas técnicas
para cartografia e biomonitoramento, sdo parametros de otimizacdo usados em
métodos estatisticos e heuristicos para controle de processos (LENZ et al., 2004).

A modelagem matematica representou um papel importante no que se refere
a projetos de biorreatores de SSF (MITCHELL et al., 2003). Porém, LENZ et al. (2004)

mencionam que, ao combinar e concentrar técnicas fisicas modernas e
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computacionais, € necessario grande atencao, de maneira a permitir a validacao de
modelos confiaveis e assim ter um progresso adicional nos processos de SSF.

SMITS et al. (1999) descrevem em seu estudo modelos matematicos para
avaliar os efeitos da cinética de inativacdo da biomassa fungica por SSF utilizando
bandejas. Os pesquisadores ainda afirmam que os modelos, nos quais a inativacao
ocorre para baixas taxas especificas de crescimento, podem predizer a inativacao da
biomassa em combinagdo com um aumento rapido e uma posterior diminuicdo da
temperatura. Tal inativagdo também pode acontecer quando o substrato esta limitado
ou produtos em concentragdes téxicas sao formados.
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho foi desenvolvimento em quatro etapas, onde foram
elaborados 4 artigos:

 ARTIGO | - Modelagem, otimizagdo numérica e validagdo experimental da
producdo de biossurfactante por Aspergillus fumigatus utilizando fermentacao
em estado sélido;

* ARTIGO Il - Modelagem e otimizacdo numérica da producédo de lipase por
fermentagdo em estado sélido utilizando o fungo filamentoso Aspergillus

fumigatus;

* ARTIGO Ill - Producdo e otimizacdo de biossurfactante por fermentacdo em
estado sélido utilizando residuos agroindustriais como substrato;

* ARTIGO IV - Producao de lipase por fermentacdo em estado soélido utilizando

residuos da industria arrozeira como substrato.
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ARTIGO I:

MODELAGEM, OTIMIZACAO NUMERICA E VALIDAGCAO
EXPERIMENTAL DA PRODUCAO DE
BIOSSURFACTANTE POR Aspergillus fumigatus
UTILIZANDO FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO
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MODELAGEM, OTIMIZAGAO NUMERICA E VALIDACAO EXPERIMENTAL DA
PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR Aspergillus fumigatus UTILIZANDO
FERMENTAGCAO EM ESTADO SOLIDO

Short title: Modelagem da Producéao de Biossurfactante

Laboratério de Engenharia bioquimica, Departamento de Quimica, Fundacgéo
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Caixa postal 474, CEP 96201-900, Rio
Grande, RS, Brasil, Telefone: +55(53)3233-8653, e-mail: dgmjorge@furg.br

Resumo: A utilizagdo de modelos matematicos em processos biotecnolégicos pode
ser uma alternativa no que se refere a estimativa prévia de resultados, podendo desta
forma prever a influéncia das varidveis mais significativas, dentro das faixas
estudadas. O presente trabalho teve por objetivo modelar, otimizar e validar
experimentalmente a produgao por fermentacdo em estado sélido de biossurfactante
com o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus utilizando diferentes condi¢coes
nutricionais. O modelo matematico foi obtido usando o tempo e a aeragado do meio de
fermentagdo como variaveis de controle, cujos resultados experimentais de Atividade
Emulsificante foram ajustados a funcdo quadratica pelo Método dos Minimos
Quadrados. Os experimentos sem fonte adicional de carbono e com éleo diesel
apresentaram os melhores coeficientes de determinagao para os ajustes polinomiais
(0,912 e 0,858, respectivamente). Os resultados estimados comparados com 0s
experimentais mostraram faixas estatisticamente iguais (p < 0,05) e as Atividades
Emulsificante encontradas na otimizacao dos modelos sem fonte adicional de carbono
e 6leo diesel foram, respectivamente, 8,03 UE.g" em 104h e 7,85 UE.g" em 111h.

Palavras chave: Aspergillus fumigatus, biossurfactante, fermentagdo em estado
solido, modelagem.

Abstract: The utilization of mathematical models in biotechnological processes can be
an alternative when it is referred to the previous estimation of results, and in this way, it
can predict the influence of the most significant variants within the studied tracks. This
work has as purpose to model, to optimize and to experimentally validate the
biosurfactant solid-state fermentation production with the fungal Aspergillus fumigatus
using different nutritional conditions. The mathematical model was obtained using the
time and the aeration of the environment of fermentation as variants of control, of which
experimental results of Emulsificant Activity were adjusted to the quadratic function by
the Method of the Square Minima. The experiments without the carbon extra source
and with diesel oil presented the best coeficients of determination to the polynomial
adjusts (0,912 e 0,858, respectively). The predicted results compared to the
experimental ones showed statistically equal tracks (p < 0,05) and the Emulsificant
Activities found in the optimization of the models without carbon and diesel oil extra
sources were, respectively, 8,03 UE.g™' in 104h and 7,85 UE.g" in 111h.

Keywords: Aspergillus fumigatus, biosurfactant, solid-state fermentation, modelling.
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1. Introducao

Biossurfactantes sdo compostos anfipaticos capazes de diminuir a tensao
superficial e interfacial entre dois liquidos (VAN DYKE et al, 1991). Séao
macromoléculas, total ou parcialmente extracelulares (BICCA et al., 1999), produzidos
por microrganismos capazes de crescerem em substratos insoluveis em agua (INOH
et al., 2003). Sua maior produg¢do depende do substrato utilizado para produgéo, do
crescimento microbiano e da linhagem (KARANTH et al., 1999). Os biossurfactantes
possuem caracteristicas importantes frente aos surfactantes sintéticos, tais como a
alta biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior taxa de reducdo de tens&o superficial,
solubilidade em &agua alcalina, estabilidade térmica, resisténcia a altas concentragdes
salinas e estabilidade quanto a variagbes de pH (KIM et al, 1997). Estas
caracteristicas permitem a sua utilizacdo em diversos setores industriais (BANAT et
al., 2000).

A utilizacdo de biossurfactante tem sido cada vez mais aceita ho mercado
devido a sua vasta aplicacao, podendo ser utilizado em diversas areas, como é 0 caso
das industrias de alimentos, farmacéutica, ceramica, papel, metal, tratamento de
efluentes, dentre outras (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004). As aplicacbes mais
promissoras sao as de limpeza de 6leo em tanques de navios e biorremediacdo em
derramamento de éleos e petrdleo (FROST & SULLIVAN, 2002).

A modelagem de sistemas tem desenvolvimento paralelo ao avango do
conhecimento, chegando alguns autores a afirmar que o progresso da ciéncia esta
associado ao avanco das técnicas de elaboracdo de modelos e equagbes que
descrevam o fendmeno ou processo (STRACK, 1984).

Segundo MATURA et al., (2004), os modelos matematicos de otimizagdo tém
duas formas gerais de uso. Na primeira, 0 modelo é usado ao nivel estratégico,
implicando em uma resolu¢do do problema a intervalos de tempo consideravelmente
longos, o que é intrinseco em uma decisao estratégica. Na segunda, o modelo atende
a uma necessidade ao nivel tactico-operacional e os modelos de solugdo sao usados
periodicamente.

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvida uma grande variedade de modelos
de otimizacdo em diversas areas (IGNACIO & FILHO, 2004). Esta técnica é usada ha
varios anos em bioprocessos, envolvendo o uso de modelos para monitoramento e
controle da producéao industrial (HODGSON et al., 2004).

A modelagem matematica representou um papel importante no que se refere
a projetos de biorreatores de fermentacdo em estado sélido (SSF) (MITCHELL et al.,
2003). Isto se verifica pelo crescimento da aplicacdo de métodos computacionais em

SSF, envolvendo modelagem e simulacdo no crescimento microbiano, bem como
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transferéncias de calor e massa que variam de microescala a escala industrial. Este
impacto teve um resultado positivo por estar baseado em principios basicos de uma
tecnologia antiga e em recentes progressos na bioengenharia industrial. A combinagao
de técnicas fisicas modernas e computacionais requer cuidados, de maneira a permitir
a validacdo de modelos confidveis e assim ter um progresso adicional na
bioengenharia (LENZ et al., 2004). Apesar da grande importancia da modelagem nos
sistemas de SSF, precisa ser estudado em detalhes, principalmente por causa das
dificuldades envolvidas na medida dos parametros de crescimento, andlise de
crescimento celular e determinacdo de consumo de substrato, entre outros, causado
pela complexidade da natureza estrutural e nutricional do substrato (PANDEY, 2003).
O presente trabalho teve por objetivo modelar, otimizar e validar
experimentalmente a producdo de biossurfactante por fermentacdo em estado sélido
com Aspergillus fumigatus utilizando diferentes condi¢des nutricionais em biorreatores

de coluna com leito fixo.

2. Material e Métodos

2.1. Microrganismo

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a cepa do fungo filamentoso
Aspergillus fumigatus, cedido pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (FEA/UNICAMP). O microrganismo foi mantido a
4°C em tubos de ensaio, com agar batata-dextrose (PDA) adicionados de 1% de

glicerina.

2.2. Descrigao do sistema

Os cultivos foram conduzidos no sistema descrito por HASAN et al., 1998. As
fermentagbes realizadas em biorreatores de coluna encamisada, com dimensdes
internas de 50 mm de didmetro e 250 mm de altura, com leito fixo, mantidas a 30°C
durante 144h. O ar fornecido por bombas de diafragma foi filtrado, umidificado e
transferido para o eliminador de gotas, com o objetivo de manter a umidade do ar
constante. A injecao de ar de cada experimento foi controlada através de rotametros
instalados na base de cada biorreator. O esquema do experimento esta representado
na Figura 1.
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1 — Banho termostatizado

1 2 — Bomba de diafragma
3 — Filtros revestidos com la de vidro
2 4 — Rotametro

3 5 — Umidificador
e >—.—° 6 — Eliminador de gotas
7 — Fermentador de coluna

Figura 1. Esquema de fermentacdo em estado solido com biorreatores de coluna.

O meio de cultivo foi composto por casca e farelo de arroz. O farelo foi moido
em moinho de facas, utilizando malha de 1mm. Apds a moagem, o farelo foi peneirado
e as particulas retidas entre as peneiras 35 e 32 da série Tyler (0,42 e 0,50 mm,
respectivamente) foram coletadas. Além da casca e do farelo de arroz, também fez
parte do meio fermentativo uma solucdo de nutrientes composta por (g.L"):
MgS04.7H.0O (0,5), NaNO; (3,0), KH.PO, (1,0), extrato de levedura (1,0) e peptona
(0,3).

Oleo diesel foi adicionado na proporcdo de 1% (w/w) como fonte adicional de
carbono, para posterior comparagdo com experimentos sem a sua adi¢cdo. Além de
cultivos sem alimentacdo de ar, foram avaliadas cinco aeragdes: 40, 60, 100, 120 e
200 MLar-Qmeio -h™".

2.3. Analises envolvidas

2.3.1. Extracao do Biossurfactante

A extracdo do biossurfactante foi realizada utilizando agua destilada na
proporcao 1:5 (uma parte de soluto para cinco partes de solvente). Apds a adicdo do
solvente, as amostras foram submetidas a agitacdo em Shaker a 160 rpm e 50°C por
30 min. A seguir, as amostras foram filtradas a vacuo, obtendo o extrato para a
avaliagdo da atividade emulsificante.
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2.3.2. Medida da Atividade Emulsificante

A medida de Atividade Emulsificante foi realizada segundo a metodologia
descrita por JOHNSON et al, 1992. O filtrado proveniente da extracdo do
biossurfactante juntamente com agua destilada e 6leo de soja foram agitados durante
1 min, deixando em repouso por 60 min e posteriormente submetidos a leitura em
espectrofotbmetro a 610 nm. A atividade emulsificante foi expressa em Unidades
Emulsificantes (UE.g™") definida como a massa de biossurfactante necessaria para
aumentar a absorbancia em 1,0 unidade a 610nm, quando comparado com o branco.

A umidade de cada amostras foi determinada segundo a metodologia da
AOAC (1995), para posterior conversao dos resultados para base seca.

2.4. Desenvolvimento dos modelos

Testes preliminares foram realizados utilizando diferentes funcgdes
matematicas, visando obter o modelo que melhor se ajustasse aos valores
experimentais, medidos pelos coeficientes de determinagao.

Os coeficientes das equacgbes foram reparametrizadas em fungéo de
diferentes equacgdes e calculados numericamente pelo método de minimos quadrados,
sendo os resultados experimentais e preditos avaliados estatisticamente por analise

de variancia univariada, para verificar diferengas significativas.

2.5. Otimizacao

Para cada condicdo de aeragdo estudada foram coletados os resultados
6timos de Atividade Emulsificante, obtidos através dos experimentos e dos modelos.
Os resultados foram maximizados em relacdo a aeracdo para determinacdo das
condigcdes que apresentam as melhores respostas de producdo de biossurfactante.
Para isso foram gerados 2 Planejamentos Compostos Centrais (PCC), um para cada
condigao nutricional utilizada (sem fonte adicional de carbono e éleo diesel).

Os melhores resultados de aeragdo (estimados), bem como seus
correspondentes tempos de fermentagdo foram usados como pontos centrais. Os
niveis inferior (-1) e superior (+1) utilizados foram 20 ML, gmeio'-h” € 24h @ menos e a
mais que os respectivos pontos centrais.

2.6. Validacao dos modelos

A validacdo dos modelos foi feita experimentalmente usando Planejamento
Fatorial 22, com duplicata no ponto central. Os melhores resultados preditos bem como
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seus correspondentes tempos de fermentacao foram usados como pontos centrais. Os
niveis (-1) e (+1) utilizados foram os mesmos do item 2.5.

3. Resultados e Discussao

Na Figura 2, sdo apresentados os resultados de Atividade Emulsificante para
os experimentos utilizando diferentes aerag¢des e condigdes nutricionais. Com excecao
do experimento utilizando 40 ML, gme'-h™", 0s melhores resultados foram encontrados
na auséncia de fonte adicional de carbono, mostrando a possibilidade de minimizar
custos de produgédo, bem como o aumento da eficiéncia do processo fermentativo
estudado. COOPER (1986) descreve que, além do grande nimero de microrganismos
produtores de biossurfactantes, diversos sdo os substratos alternativos com potencial
para este fim. LEVISAUSKAS et al., (2004) assumem que a concentracao de carbono,
nitrogénio e fontes de nutrientes especificos para taxa de crescimento celular sédo os
mais importantes fatores que influenciam a biossintese de biossurfactante.

SULLIVAN (1998) explica que a regulagdo da producdo do biossurfactante
apresenta um complicado mecanismo, porém, a presencga de hidrocarboneto no meio,
onde a densidade da célula do microrganismo é presumivelmente mais baixa, induz
sua producdo. E possivel que outros fatores reguladores, ativados por condicdes
ambientais diferentes, tal como disponibilidade de nitrogénio e nivel de AMP ciclico,
anule parte do mecanismo de producgéo, podendo, um destes motivos, ter ocasionado
a inibicdo da producao de biossurfactante na condigdo em que foi utilizado 6leo diesel

como fonte adicional de carbono.

12 12
10 10
— 8 —~ 8
o o
5 6 5 6
w w
< 4 < 4
2 2
0 0
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
t(h) t(h)
(a) (b)

Figura 2. Perfil de Atividade Emulsificante (AE) em funcdo do tempo de fermentacao
(t) para os experimentos utilizando 0 (®), 40 (0), 60 (m), 100 (O), 120 («) e 200

MLaGmeio -h" (), (@) sem fonte adicional de carbono e (b) adicionados de 6leo diesel.
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A andlise estatistica dos resultados de Atividade Emulsificante mostrou que a
aeragao influenciou significamente (p<0,05) na producdo de biossurfactante no
decorrer do tempo de fermentacdo, sendo desta forma as duas variaveis utilizadas
para a elaboracdao dos modelos matematicos.

3.1. Modelagem Numérica

O ajuste polinomial foi aquele que mais se aproximou dos valores
experimentais. Polinbmios de grau mais elevados também foram testados, mas apesar
de terem apresentado altos coeficientes de determinacdo, foi observado que os
modelos apresentavam oscilagdo nos resultados gerados, impossibilitando a
confiabilidade dos resultados e, consequientemente, a otimizagdo do processo de
producdo do biossurfactante. Optou-se, entdo, por utilizar ajustes polinomiais de
segunda ordem, de forma que os resultados acompanhassem a tendéncia dos valores
experimentais, conforme descrito na Equacao 1. No ajuste polinomial foram calculados
os coeficientes C1, C2 e C3, bem como os valores de R? para cada curva. Os valores
de R? encontrados permaneceram entre 0,782 e 0,912. Os resultados dos coeficientes
do polinbmio bem como seus coeficientes de determinagdo sdo mostrados na Tabela
1.

AE = C1 + C2.t + C3.t2 Equacéo 1

Onde

AE: Atividade Emulsificante durante a producéo de biossurfactante (UE.g™);
C1, C2 e C3: coeficientes da Equagéo 1.
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Tabela 1. Coeficientes C1, C2 e C3, referentes a Equagao 1, obtidos através do ajuste
polinomial dos resultados experimentais da producao de biossurfactante por SSF sem
fonte adicional de carbono e 6leo diesel.

FAC Vazao de ar Coeficientes do polinbmio R?
(MLar-Gmeio ') Ci Cc2 C3
0 2,387 1,620 E-2 -1,428 E-4 0,876
40 3,895 1,646 E-2 -1,170 E-4 0,810
Sem FAC 60 4,044 6,838 E-2 -3,540 E-4 0,811
100 3,823 6,489 E-2 -3,639 E-4 0,890
120 2,833 8,839 E-2 -2,753 E-4 0,912
200 2,374 1,113 E-2 0,153 E-4 0,782
0 1,410 3,708 E-2 -1,785 E-4 0,652
40 2,969 2,507 E-2 -0,870 E-4 0,858
Oleo 60 4,279 3,045 E-2 -1,190 E-4 0,809
Diesel 100 4,956 5,454 E-2 -2,982 E-4 0,692
120 2,065 9,649 E-2 -3,836 E-4 0,755
200 1,412 2,662 E-2 -0,444 E-4 0,731

R?: Coeficiente de determinacéo; FAC: Fonte adicional de carbono.

Na Figura 3 sdo comparados dois exemplos de resultados experimentais e
ajustados, para as condigées sem fonte adicional de carbono na auséncia de aeragéao
e com 6leo diesel utilizando 100 MLa.Gmeio -h™".

12
10
—~ 8 o [ S
= emmm T o T~ ..
L -7 °
= P
w F
< 4
————— A’—ﬂ——‘“_--‘-\_—""-——‘_
2 -,
0
0 24 48 72 9% 120 144

Figura 3. Comparacao entre os resultados (—) experimentais e () ajustados para
os experimentos (&) sem a utilizagdo de fonte adicional de carbono e sem aeragéo e

(*) utilizando 6leo diesel com aeracdo de 100 mLa.Gmeio ' -h™".
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Para obtencado do modelo, o conjunto de valores de cada coeficiente (C1, C2

e C3), apresentado na Tabela 1, foi ajustado a uma reta (Equacéo 2, 3 e 4), sendo

esta dependente de uma outra fun¢do, denominada funcao Z (Equagéo 5).

C1=B1+B2Z

C2=B3+B4.Z

C3=B5+B6.Z
Onde

B1, B3 e B5: B;
B2, B4 e B6: B;

Z = sen (al.log(a2.V))

Equacao 2

Equacao 3

Equacao 4

Equacao 5

Para a obtengdo da fungdo Z, parametrizada em relacdo a aeragao (V,

MLar.Omeio -h"'), 0s parametros al e a2 foram variadas entre os valores 0,01 e 5.

Assim, o par (a1, a2) que apresentou o maior valor para o coeficiente de determinagéo

foi escolhido. Na Tabela 2 sdo mostrados os coeficientes B; e B;, referente a Equagéo

2, juntamente com os parametros al e a2 da fungao parametrizada Z (Equacao 3).

Tabela 2. Coeficiente (B; e B;) e parametros (a1 e a2) usados nas Equagdes 2 e 3.

FAC Coeficientes B, B; al a2 R
Sem FAC C1 3,219 -0,932 2,25 2,32 0,934
Cc2 -0,024 0,107 1,50 2,14 0,900
C3 -0,174E-3 -0,238E-3 2,66 2,57 0,999
Oleo diesel C1 3,228 -1,875 3,37 2,37 0,820
C2 0,047 0,031 3,75 2 0,784
C3 -0,198 -0,155 3,99 1,57 0,928

FAC: Fonte adicional de carbono; R®: Coeficiente de determinac&o.

Os valores dos coeficientes de determinagdao para

fungéo linear

parametrizada (entre 0,900 e 0,999), mostrados na Tabela 2, indicam um bom ajuste a

fungéo trigonometria utilizada. Na Figura 4, sdo mostradas as curvas do modelo,

simulando vazées de 50, 80 110 mL,.gmeo ' -h” sem fonte adicional de carbono.
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0 24 48 72 96 120 144
t{h)
Figura 4. Atividade Emulsificante, obtidas a partir do modelo desenvolvido, em fungéo

do tempo de fermentagao utilizando vazées de ar de (—) 50, (----) 80 e () 110
MLa-Omeio -h”' sem a utilizagcéo de fonte adicional de carbono.

Através da Figura 4 verifica-se a influéncia da aeragdo nos resultados de
Atividade Emulsificante gerados a partir do modelo elaborado. Com estes resultados €
possivel calcular o tempo ideal para o término da fermentagéo, de modo a obter a
maior Atividade Emulsificante. Para as aeragbes exemplificadas na Figura 4 tem-se
que os tempos 6timos foram 92, 100 e 118h para os ensaios com 50, 80 e 110
MLa-Omeio -h”', respectivamente. Estudos realizados por VEENANADIG et al., (2000),
utilizando biorreatores de coluna com Bacillus subtilis FE-2 em leito fixo, mostram o
efeito da aeragdo na produgédo de biossurfactante em SSF, encontrando melhores
resultados com maiores aeragcbes. Os autores explicam que o aumento da
transferéncia de oxigénio, resultou em uma fermentagdo mais eficiente, aumentando
consequentemente a producdo de biossurfactante. HONGZHANG et al, (2002)
mencionam que o fornecimento de ar também estd relacionado com a atividade
metabdlica do microrganismo. Porém, se a taxa for muito elevada, a umidade do meio
de cultivo é reduzida.

Os resultados preditos de Atividade Emulsificante, referentes as suas
respectivas aeragdes, foram submetidos a andlise de variancia. Assim como o0s
resultados experimentais, estes apresentaram diferencas significativas (p<0.05). Além
desta diferenca foi possivel observar a existéncia de um valor maximo para Atividade
Emulsificante em cada condicdo de aeragéo, surgindo a possibilidade de otimizar o

processo.

37



3.2. Otimizacao Numérica

Para otimizacao do processo de producao de lipase foi usado PCC com os
niveis de variacado mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Niveis dos Planejamentos Compostos Centrais (PCC) utilizados na
otimizacdo numérica da producao de lipase para cada condi¢do de fonte adicional de
carbono (6leo diesel e sem fonte).

Experimentos  Variavel - -1 0 +1 +0
Sem FAC Xi 61,72 70 90 110 118,28
Xz 70,06 90 104 118 137,80
Oleo diesel Xi 71,72 80 100 120 128,28
Xz 77,06 87 111 135 144,94

Xi: Aeracdo (Mba.gmeo -h"'); Xo: Tempo de fermentacéo (h); FAC: Fonte adicional
de carbono.

Na Figura 5 sdo mostrados as curvas de contorno dos resultados preditos
proveniente do Planejamento Composto Central. Os valores demonstram a
possibilidade da minimizagdo dos custos de producao do biossurfactante, uma vez que
os melhores resultados foram encontrados nos experimentos sem fonte adicional de

carbono, com vazao de ar inferior aos adicionados de 6leo diesel.

(a) (b)

Figura 5. Curvas de contorno obtidas do Planejamento Composto Central para a

otimizacdo dos resultados preditos (a) sem fonte adicional de carbono e (b) dleo
diesel.

38



Poucos sao os estudos voltados para otimizagdo de condigdes especificas
gue envolvem comportamento experimental e métodos matematicos para resolugéao de
problemas. Alguns estudos envolvem a utilizacdo de metodologias complexas para a
otimizacdo de processos de produgédo, como € o caso de modelos elaborados por JIA
et al., (2006) e LEVISAUSKAS et al., (2004).

3.3. Validacao dos modelos

Os resultados preditos foram maximizados em fungdo da aeragdo e
comparados com o0s valores experimentais, apresentando resultados bastante
proximos. Na Figura 6 estdo mostrados os resultados da otimizagdo, numérica e
experimental, da Atividade Emulsificante em seus respectivos tempos de fermentagéo.

12 144 12 3144
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10 A 4120 10 A 120
. 12 X A ) [
— 8 o ° 5 96 — 8 A ° 96
> 8 . > o
Llj — L [ 4 E
=) 6h A A 72 § =) 6h o 72 =
L L 8 q
< 4 8 A 848 < 4p A 48
*}
2 24 2 24
0 0 0 0
0 40 80 120 160 200 0 40 80 120 160 200
Vaz&o de ar (MLy.gmeis -h™") Vaz&o de ar (MLy.gmeis -h™")

(a) (b)
Figura 6. Atividades Emulsificante (®) experimentais e (o) estimados para seus
respectivos (« e o) tempo de fermentagdo, utilizando substratos (a) sem fonte

adicional de carbono e (b) 6leo diesel.

Na Figura 6 observa-se os maximos encontrados para a produgao de
biossurfactante referente aos experimentos sem fonte adicional de carbono forneceu
resultado de 8,03 UE.g™" nas condicdes de 90 mLa.gmeo .h™ € 104h de fermentacéo.
J& para o modelo utilizando 6leo diesel, foi encontrado 7,85 UE.g™ em 100 mLar.Gmeio
'h™ e 111h de fermentacao.

Conforme a Figura 7 pode-se verificar que os resultados de Atividade
Emulsificante referentes a otimizagdo numérica e ao Planejamento Fatorial dos
experimentos, foram, respectivamente, 8,52 e 8,67 UE.g"' (sem fonte adicional de
carbono) e 9,72 e 6,85 UE.g™" (utilizando 6leo diesel).
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Figura 7. Resultados do Planejamento Fatorial 22 utilizando os niveis de aeragdo e
tempo de fermentacao (0) -1 e -1, (O0) +1 e -1, (®) pontos centrais, (o) -1 e +1, (0) +1 €
+1, respectivamente, para os experimentos (a) sem fonte adicional de carbono com e

(b) 6leo diesel.

Assim como os resultados preditos o experimento sem fonte adicional de
carbono apresentou as maiores Atividades Emulsificante, mostrando que o modelo
desenvolvido responde corretamente ao processo em estudo mesmo quando variando

as condi¢des experimentais.

4. Conclusoes

Os melhores resultados experimentais de Atividade Emulsificante foram
encontrados na auséncia de fonte adicional de carbono, exceto para o experimento
utilizando 40 MLa.Omeio'-h". A otimizacdo numérica da producdo de biossurfactante
referente aos experimentos sem fonte adicional de carbono apresentou Atividade
Emulsificante 8,03 UE.g™" nas condicdes de 90 mLa.gmeio .h™' € 104h de fermentacéo.
Ja para o modelo utilizando 6leo diesel, foi encontrado 7,85 UE.g™ em 100 mLar.Qmeio
'h™ e 111h de fermentacdo. Os resultados foram validados experimentalmente,
apresentaram, respectivamente, 8,52 e 8,67 UE.g" (sem fonte adicional de carbono) e
9,72 ¢ 6,85 UE.g" (utilizando 6leo diesel).

O modelo confeccionado se mostrou eficiente para representar o processo de
producdo de biossurfactante, mostrando que a utilizagdo de modelos polinomiais
parametrizados € uma ferramenta importante para prever antecipadamente a
producédo de biossurfactante por fermentagdo em estado sélido utilizando Aspergillus
fumigatus.
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MODELAGEM E OTIMIZAGAO NUMERICA DA PRODUGAO DE LIPASE POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO O FUNGO FILAMENTOSO
Aspergillus fumigatus

Short title: Modelagem da produgao de lipase

Laboratério de Engenharia bioquimica, Departamento de Quimica, Fundacgao
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Caixa postal 474, CEP 96201-900, Rio
Grande, RS, Brasil, Telefone: +55(53)3233-8653, e-mail: dgmjorge@furg.br

Resumo: Este trabalho teve por objetivo modelar e otimizar a produgéo de lipase por
fermentagdo em estado sélido com Aspergillus fumigatus, utilizando como substrato
pricipal, subprodutos agroindustriais e diferentes fontes adicionais de carbono. Os
modelos matemaéticos foram obtidos usando a aeracdo do meio (0 a 200 MLa.Gmeio ' -h°
') e o tempo de fermentacéo (0 a 144h), como variaveis de controle. A fungdo objetivo
que representa o acréscimo da concentracdo de enzima produzida pelo fungo foi
otimizada fixando a aeracao e calculando o tempo 6timo no qual a concentracédo de
enzima maxima foi obtida em funcdo do tempo. As Atividades Lipolitica obtidas na
otimizagdo numérica da producéo de lipase foram 100,31 U.g" em 103h, 117,02 U.g
em 90h e 124,12 U.g" em 119h, respectivamente, para os experimentos sem fonte
adicional de carbono, éleo de soja e dleo diesel.

Palavras chave: Aspergillus fumigatus, fermentacdo em estado sélido, lipase,
modelagem.

Abstract: This work had as purpose to model and to optimize the lipase production by
solid-state fermentation with Aspergillus fumigatus, using as substracts main, agro-
industrial waste and different carbon extra sources. The mathematical models were
obtained using the environment aeration (0 to 200 MLay.Qswsrae ') and the
fermentation time (0 to 144h), as variants of control. The objective function that
represents the increase of enzyme concentration produced by the fungal was
optimized fixing the aeration and calculating the time in which the maxim enzyme
concentration was obtained considering the time. The Lipase Activities obtained in the
numerical optimization of the lipase production were 100,31 U.g™" in 103h, 117,02 U.g™
in 90h and 124,12 U.g" in 119h, respectively, for the experiments without carbon,
soybean oil and diesel oil extra source.

Keywords: Aspergillus fumigatus, solid-state fermentation, lipase, modeling.
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1. Introducao

Mudangas significativas nos Uultimos anos foram feitas nos processos
fermentativos em estado sélido (SSF). Estudos comparativos com 0s processos
submersos mostram que os rendimentos e o potencial de recuperacao de produtos
sa0 mais vantajosos nos processos de fermentagdo em estado solido (PANDEY et al.,
1999).

Devido a capacidade de crescimento em baixos niveis de agua no sistema de
SSF, os fungos filamentosos tém recebido a maior parte das atengbes nas pesquisas
(HESSELTINE, 1972). Rhizhopus sp., Aspergillus sp. Trichoderma sp. e Penicillium sp.
sao alguns exemplos de fungos utilizados para obtencédo de enriquecimento protéico e
producao de lipase neste tipo de fermentacao (BORZANI et al., 2001, GOMBERT et
al., 1999, KAMINI et al., 1998).

As lipases apresentam grande importancia industrial em relacdo as demais
enzimas, atuando na interface éleo-agua como catalisadores, hidrolisando trigliceridios
a glicerol e acidos graxos livres (HATZINIKOLAOU et al., 1996; CHRISTAKOPOULOS
et al., 1992). Apesar das lipases serem produzidas por um grande numero de
microrganismos, a utilizacdo de fungos se destaca por apresentar producao
normalmente extracelular, o que facilita sua extracdo (LONG et al., 1996). As lipases
também sdo capazes de catalisar reacdes de esterificacdo, trasesterificacdao e
lactonizagao (esterificacao intramolecular), proporcionando diferentes especificidades
em varios substratos existentes (GANDHI, 1997).

As lipases apresentam aplicagcbes promissoras no setor alimenticio,
agroquimico, 6leoquimico, farmacéutico, entre outras, proporcionando o crescimento
de tecnologias para a sintese de novos compostos baseadas na sua utilizagéo (LIESE
et al., 2000).

Uma das limitagdes do uso industrial das lipases € o seu custo (KANWAR et
al., 2002). Isto faz com que os estudos das técnicas de otimizagao contribuam para o
aumento da produtividade dos processos de fermentacao, bem como para diminuigao
do custo total de produgdo (CASTILHO et al., 2000). Trabalhos de otimizacdo da
producéo de lipase como os de PUTHLI et al., (2006) e BURKERT et al., (2004) sao
alguns exemplos de metodologias utilizadas para este fim.

Diversas fontes de carbono tém sido estudadas para a producédo de lipase,
pois existe um grande interesse em encontrar alternativas economicamente atrativas
para a diminuicdo dos custos elevados (YOU LI et al, 2004). A utilizacdo de
subprodutos da agroindustria como substrato em fermentacdo em estado sélido tem
apresentado varias vantagens nos processos de producao (PANDEY et al., 2000).
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As lipases sao sintetizadas na presenca de indutores, dentre eles o farelo de
trigo, farelo de arroz, dextrinas, bagaco de cana-de-acucar, residuos oleosos
(RIVERAMUNOZ et al.,, 1991). BHUSHAN et al., (1994) estudaram a producao de
lipases por fermentacdo em estado solido usando farelo de arroz e farelo de trigo
como substratos alternativos, mostrando a possibilidade de minimizar custos na sua
producao.

O método classico de otimizagdo de processos envolve a mudanga de uma
variavel de cada vez, mantendo as demais com seus niveis fixos, gerando,
consequentemente, grande nimero de experimentos (SEN, 1997). A modificagao das
condicoes fisioldgicas e composigao do meio de cultivo sédo algumas alternativas que
vém sendo estudadas para o aumento de produtividade. Recentes avangos na area de
otimizacdo destas condigbes estdo resultando no aumento significativo na sua
producgéo, o que é comercialmente atrativo (RODRIGUES et al., 2006).

O presente trabalho teve por objetivo modelar e otimizar numericamente a
producao de lipase a partir de fermentagcao em estado sélido com o fungo filamentoso
Aspergillus fumigatus utilizando residuos da industria arrozeira como substrato em

diferentes condicdes de aeracao e fontes adicionais de carbono.

2. Material e Métodos

2.1. Microrganismo

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a cepa do fungo filamentoso
Aspergillus fumigatus, cedido pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (FEA/UNICAMP). O microrganismo foi mantido a
4°C em tubos de ensaio, com agar batata-dextrose (PDA) adicionados de 1% de

glicerina.

2.2. Descricao do sistema

Os cultivos foram conduzidos no sistema descrito por HASAN et al., 1998. As
fermentagbes realizadas em biorreatores de coluna encamisada, com dimensdes
internas de 50 mm de didmetro e 250 mm de altura, foram mantidas a 30°C durante
144h. O ar fornecido por bombas de diafragma foi filtrado, umidificado e transferido
para o eliminador de gotas, com o objetivo de manter a umidade do ar constante. A
injecao de ar de cada experimento foi controlada através de rotametros instalados na
base de cada biorreator. O esquema do experimento esta representado na Figura 1.
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1 — Banho termostatizado

1 2 — Bomba de diafragma
3 — Filtros revestidos com 1a de vidro
2 4 — Rotametro

3 5 — Umidificador
— >—.—° 6 — Eliminador de gotas
7 — Fermentador de coluna

Figura 1. Esquema de fermentagado em estado sélido com biorreatores de coluna.

O meio de cultivo foi composto por casca e farelo de arroz. O farelo foi moido
em moinho de facas, utilizando malha de 1 mm. Ap6s a moagem, o farelo foi
peneirado e as particulas retidas entre as peneiras 35 e 32 da série Tyler (0,42 e 0,50
mm, respectivamente) foram coletadas. Além da casca e do farelo de arroz, também
fez parte do meio fermentativo uma solugdo de nutrientes composta por (g.L™):
MgS04.7H.0O (0,5), NaNO; (3,0), KH.PO, (1,0), extrato de levedura (1,0) e peptona
(0,3).

Oleo de soja e 6leo diesel foram adicionados em experimentos separados, na
proporcao de 1% (p/p), como fonte adicional de carbono, para posterior comparagéo
com experimentos sem a sua adi¢cdo. Além de cultivos sem alimentagéao de ar, foram
avaliadas aeracdes de 40, 50, 60, 70, 90, 110, 120 e 200mMLa.Qmeio -h"".

2.3. Atividade Enzimatica
2.3.1. Extracao da enzima

Para extrair a enzima foi utilizada solu¢cao tampéao fosfato 50mM (pH 7,0),
adicionada na propor¢ao de 1g de meio fermentados para 10mL de solu¢do tampéao,
mantidos sob agitacdo a 160 rpm e 37°C durante 30min e filtrada a vacuo em funil de
Buchner, obtendo o extrato para a avaliagdo da Atividade Lipolitica.
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2.3.2. Determinacao da Atividade Lipolitica

A Atividade Lipolitica foi determinada segundo a metodologia descrita por
MACEDO et al., (1997). O método utiliza uma emulséo de éleo de oliva goma arabica.
Os acidos graxos liberados durante a reacao da emulsao e o extrato enzimatico foram
titulados com NaOH 0,05N. Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1umol de acido graxo por minuto.

A umidade de cada amostra foi determinada segundo a metodologia da
AOAC (1995), para posterior conversao dos resultados para base seca.

2.4. Desenvolvimento dos modelos

Testes preliminares foram realizados utilizando diferentes fungdes
matematicas, sendo estas reparametrizadas em funcao de diferentes equagdes, para
obtencao dos melhores ajustes, medidos pelos coeficientes de determinagao.

Os coeficientes das equagdes foram calculados numericamente pelo método
de minimos quadrados, sendo os resultados experimentais e preditos avaliados
estatisticamente por analise de varidncia univariada, para verificar diferengas

significativas.

2.5. Otimizacao

Para cada condicao de aeragao estudada foram coletados os resultados 6timos
de Atividade Lipolitica, obtidos através dos modelos. Os resultados foram
maximizados em relacdo a aeracao para determinacéo das condi¢cdes que apresentam
as melhores respostas de producéo de lipase. Para isso utilizou-se 3 Planejamentos
Compostos Centrais (PCC), um para cada condigdo nutricional utilizada (sem fonte
adicional de carbono, 6leo de soja e 6leo diesel).

Os melhores resultados de aeragdo (estimados), bem como seus
correspondentes tempos de fermentacao foram usados como pontos centrais. Os
niveis (-1) e (+1) utilizados foram 20mLa Qmeio -h™' € 24h inferiores e superiores em
relag@o aos respectivos pontos centrais.

3. Resultados e Discussao

3.1. Atividade Lipolitica

Na Figura 2 sdo mostrados os perfis de Atividade Enzimatica para as
aeracbes 80 e 120 mL..Omeio .h', para cada condicdo nutricional utilizada. O
fornecimento de 80 mL..gmeo .h"' apresentou pequena variacdo entre as atividades

49



enzimaticas, sendo o maior valor encontrado para o experimento com 6leo diesel
(84,05 U.g™' em 24h). Para a aeracéo 120 mLa.Omeio -h™" 0s experimentos adicionados
de 6leo de soja e 6leo diesel apresentaram melhores resultados (107,16 em 120h e
108,30 U.g" em 144h, respectivamente). Este comportamento foi verificado nos
demais experimentos, mostrando que a fonte adicional de carbono apresentou um
efeito sinérgico na produgéo da lipase, sendo os melhores resultados encontrados
entre 70 € 120 MLa.Gmeio -h™".

140 140
120 120
0
100 100 R
= — TN 7 L
o > 80 L
2 2 ' \
> 60 e \
<C <C / \
40 A Y
1/
20 //4:./.
o
0 0
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
t (h) t (h)
(@) (b)

Figura 2. Resultados de Atividade Lipolitica (AL) em funcdo do tempo de fermentagao
(t) para os experimentos utilizando (a) 80 e (b) 120 MLa.gmeio .h™' com (----) bleo de
soja, (~) Oleo diesel e (—) na auséncia de fonte adicional de carbono.

KAMINI et al., (1998) também constataram que a adigdo de hidrocarbonetos
no meio de cultivo favorece a produgéao da enzima.

Além das diferencas significativas (p<0,05) encontradas para os valores de
Atividades Lipolitica, nas aeragdes estudadas, o aumento da taxa de aeracao
favoreceu a esporulagdo do microrganismo, ocorrendo provavelmente o aumento da
biomassa presente. Estudos realizados por HONGZHANG et al., (2002) mostraram
que o aumento do fornecimento de ar favorece a atividade metabdlica do
microrganismo. Porém, para aeracgdes elevadas, a umidade do meio de cultivo pode
ser reduzida. PUTHLI et al., (2006) e ELIBOL & OZER, (2000) observaram que altas
concentracdes de oxigénio podem diminuir a producdo de lipase e afetar o

crescimento celular.
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3.2. Modelagem Matematica
Os dados experimentais foram ajustados a polinémios de 2° grau em funcao
do tempo de fermentacdo (i), com coeficientes variaveis, conforme descrito na

Equacéo 1.

AL = Ca + Cb.t + Cc.t? Equacéo 1
Onde

AL: Atividade Lipolitica durante a producéo de lipase (U.g™");
Ca, Cb e Cc: coeficientes da Equacgéao 1.

O conjunto de resultados experimentais, ajustados aos polinémios (Equacao 1),
apresentaram coeficientes de determinacdo (R® entre 0,716 e 0,891, para os
experimentos sem fonte adicional de carbono, como é mostrado na Tabela 1. Testes
preliminares foram realizados utilizando polinomiais de grau mais elevados, porém os
modelos apresentavam oscilagdo nos resultados gerados, impossibilitando a
confiabilidade dos resultados e conseqientemente a otimizagdo do processo de
producdo da lipase. Com isso se optou por utilizar ajustes polinomiais de segunda
ordem, de forma que os valores preditos acompanhassem a tendéncia dos valores

experimentais.

Tabela 1. Coeficientes do polinbmio de segunda ordem e seus coeficientes de
determinacao gerados a partir do ajuste para os experimentos sem fonte adicional de

carbono.
Vazao de ar Coeficientes do polinbmio R?
(MLar,Gmeio ™) Ca Cb Cc
0 36,302 1,395 -0,007 0,717
40 21,546 1,483 -0,008 0,825
60 0,529 1,859 -0,009 0,802
70 3,927 1,989 -0,010 0,734
90 10,742 1,724 -0,009 0,835
110 9,787 2,050 -0,010 0,891
120 -2,633 1,785 -0,009 0,763
200 43,506 0,801 -0,003 0,716

R?: Coeficiente de determinacéo
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Na Figura 3 é mostrada a comparacao dos resultados provenientes do ajuste

polinomial e os valores experimentais para as condi¢cdes 40 e 110 MLa..gmeio .h™", sEM

fonte adicional de carbono e éleo diesel, respectivamente.
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Figura 3. Resultados de Atividade Lipolitica (AL) no decorrer do tempo de

fermentagao (t) experimentais (®) e ajustados (O) utilizando polinémios de segunda

para as condi¢des de (a) 40 e (b) 110 mL...gmeio -h"™', sem fonte adicional de carbono e

com Oleo diesel, respectivamente.

Para obtencado do modelo, o conjunto de valores de cada coeficiente (Ca, Cb

e Cc), foi ajustado a uma reta (Equacgéo 2, 3 e 4), sendo esta dependente de uma

outra fung&o, denominada fungéo Z (Equacéao 5).

Onde

Ca=Ba+Bb.Z

Cb =Bc +Bd.Z

Cc=Be + Bf.Z

Ba, Bc e Be: B;
Bb, Bd e Bf: B

Z =sen (al.log(a2.V))

Equacao 2

Equacao 3

Equacao 4

Equacao 5
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Para a obtencdo da fungdo Z, parametrizada em relacdo a aeragédo (V
MLar.Omeio -h'), 0s parametros al e a2 foram variadas entre os valores 0,01 e 5.
Assim, o par (a1, a2) que apresentou o maior valor para o coeficiente de determinacao
foi escolhido.

Assim como o ajuste polinomial (Equacédo 1), o ajuste linear parametrizado
em funcdo da aeragdo através da equacgao trigonométrica (Equagéo 2), apresentou
bons resultados. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Coeficientes (B; e B;) e pardmetros (a1 e a2) usados nas Equagdes 2 e 3

para os diferentes modelos matematicos.

FAC Coeficientes B, B, al a2 R®
do polinémio

Sem FAC Ca 47,379 -46,595 1,50 2,42 0,857
Cb 0,732 1,268 1,52 2,28 0,888

Cc -0,003 -0,007 1,53 2,38 0,885

Oleo de soja Ca 39,549 -40,944 1,5 2,63 0,746
Cb 0,922 1,707 1,65 1,46 0,833

Cc -0,004 -0,010 1,65 1,43 0,782

Oleo diesel Ca 4,703 -31,073 4,48 4,25 0,975
Cb 0,187 1,701 1,59 2,01 0,905

Cc -0,004 0,006 1,26 1,35 0,881

R?: Coeficiente de determinacéo; FAC: Fonte adicional de carbono.

Observa-se que o valor de coeficiente de determinagéo (Tabela 2) mais baixo
foi 0,857, mostrando que a fungao utilizada estd adequada para descrever 0 processo
em questdo. No decorrer do tempo de fermentacdo foi encontrada uma Atividade
Lipolitica maxima, a Equacgéao 1 foi adequada para ser empregada como uma fungao
objetivo. Este mesmo critério foi adotado por ELIBOL & OZER (2000), quando
estudaram a influéncia da transferéncia de oxigénio na produgédo de lipase por
Rhizopus arrhizus.

Os melhores resultados encontrados foram para o modelo com 6leo diesel,
apresentando como Atividade Lipolitica maxima 124,12 U.g™". J&4 os modelos utilizando
6leo de soja e sem fonte adicional de carbono apresentaram 117,02 e 100,31 U.g™,
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respectivamente. SILVA et al, (2005) e DOMINGUEZ et al, (2003) também
mostraram que a fonte de carbono pode atuar como indutor da produgéao de lipase.
SHARMA et al., (2001) afirmaram que o mecanismo de biossintese de lipase esta
ligado amplamente ao tipo de microrganismo em que se fornecem as fontes de
carbono, sendo que sua producao pode ser influenciada nao so pelo tipo da fonte, mas
também pela concentracdo da mesma.

Para otimizagdo do processo de produgéo de lipase foi usado Planejamento
Composto Central com os niveis de variagdo mostrados na Tabela 3. Os pontos
centrais 100,31 U.g" e 103h, 117,02 U.g" e 90h, 124,12 U.g" e 119h, utilizados no
PCC, para os experimentos sem fonte adicional de carbono, 6leo de soja e 6leo diesel,
respectivamente, foram os melhores resultados fornecidos pelos modelos, tornando

possivel a sua otimizagdo, como mostra a Figura 5.

Tabela 3. Niveis dos Planejamentos Compostos Centrais (PCC) utilizados na
otimizacdo da producédo de lipase para cada condigdo de fonte adicional de carbono
(6leo de soja, 6leo diesel e sem fonte).

Experimentos  Variavel - o -1 0 +1 + 0
Sem FAC X 81,72 90 110 130 138,28
X2 69,06 79 103 127 136,94
Oleo de soja Xi 51,72 60 80 100 108,28
X2 56,06 66 90 114 123,94
Oleo diesel X 31,72 40 60 80 88,28
X2 85,06 95 119 143 152,94

Xi: Aeragao (MLa.gmeio'-h™"); Xo: Tempo de fermentacéo (h); FAC: Fonte adicional de

carbono.
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(c)
Figura 5. Curvas de Contorno da otimizacdo da producao de lipase por Aspergillus

fumigatus em funcao do (X;) tempo de fermentacao e (X,) aeragéo, (a) sem utilizar
fonte adicional de carbono, (b) utilizando 6leo de soja e (c) 6leo diesel.

Na auséncia de fonte adicional de carbono foi observada a menor variagdo nos
resultados de Atividade Lipolitica, mostrando que a aeracao teve pequena influéncia
na producdo da enzima. Este comportamento ndo foi observado nos experimentos
com Oleo de soja e 6leo diesel (Figuras 5b e 5c, respectivamente).

Para verificar a confiabilidade dos resultados provenientes dos experimentos
sem a adicéo de fonte adicional de carbono foi realizado um Planejamento Fatorial 2
com duplicata no ponto central, utilizando os mesmos niveis de variagdo do PCC da
otimizacao.

Através dos resultados obtidos pelo Planejamento Fatorial, realizado para os
experimentos sem fonte adicional de carbono, foi observada diferenca de 0,46% a
mais que o encontrado pelo modelo. Isto mostra que apesar da pequena variacao nas
respostas de Atividades Lipolitica modeladas, o valores da otimizacao da producao de
lipase sdo praticamente iguais, mostrando que o modelo responde ao processo
estudado.

Sabe-se que na otimizagao de processos de produgédo, o tempo é um dos
fatores mais importantes, uma vez que afeta diretamente a produtividade. Apesar dos
melhores resultados de Atividade Lipolitica terem sido encontrados quando foi utilizado
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6leo diesel, a condicdo em que se utilizou 6leo de soja pode ser mais vantajosa, pois
apresentou 94,27% da Atividade Lipolitica maxima encontrada nos experimentos com
6leo diesel, em um tempo 29h menor.

O uso de modelos matematicos como os desenvolvidos neste trabalho ainda
sdo pouco utilizados nas pesquisas de fermentacdo em estado sélido e o
reaproveitamento de subprodutos da industria arrozeira pode ser usado para minimizar
a quantidade de residuos liberados, bem como minimizar os custos experimentais de

producgao de lipase por fermentagdo em estado sélido utilizando Aspergillus fumigatus.

4. Conclusoes

Os resultados dos modelos desenvolvidos seguem as tendéncias dos
resultados experimentais, apresentando faixas de Atividades Lipolitica bastantes
semelhantes. Os resultados da otimizacdo da producéo de lipase foram, 100,31 U.g™
em 103h, 117,02 U.g" em 90h e 124,12 U.g" em 119h, respectivamente, para os
experimentos sem fonte adicional de carbono, 6leo de soja e 6leo diesel. A utilizacdo
de 6leo de soja torna uma alternativa promissora na producéo de lipase, visto que
alcangou 94,27% da Atividade Lipolitica maxima encontrada em 29h antes que os

experimentos com éleo diesel.
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PRODUCAO E OTIMIZACAO DE BIOSSURFACTANTE POR FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO
SUBSTRATO

Short title: Otimizacao da Producao de Biossurfactante

Laboratério de Engenharia bioquimica, Departamento de Quimica, Fundacgao
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Caixa postal 474, CEP 96201-900, Rio
Grande, RS, Brasil, Telefone: +55(53)3233-8653, e-mail: dgmjorge@furg.br

Resumo: O interesse pelos biossurfactantes de origem microbiolégica vem
aumentando durante a ultima década pelas vantagens a eles atribuidas, tais como
potencial de aplicacdes em areas de processamento de alimentos, capacidade de
emulsificagado, biodegradabilidade, baixa toxidade, entre outros. O presente trabalho
teve por objetivo otimizar a producdo de biossurfactante por fermentacdo em estado
sblido em biorreatores de coluna e leito fixo com o fungo Aspergillus fumigatus
utilizando residuos agroindustriais como substrato. A otimizacdo dos experimentos
conduzidos durante 144h, com aeracéo variando de 0 a 200 mLa.gmeio .h"', mantidos a
30°C em diferentes fontes adicionais de carbono apresentaram Atividades
Emulsificante 11,17 UE.g" fornecendo 148 ml.gmeo -h" na auséncia de fonte
adicional de carbono, 8,47 UE.g" com 119 mL, gmeio .h™" adicionado de 6leo de soja e
9,99 EU.g" utilizando 140 mLa Qmeio .h™' com diesel. Estes resultados mostram que a
diferenca encontrada para as diferentes condi¢cdes nutricionais e fornecimento de ar
influenciaram significamente (p<0,05) na producao do biossurfactante.

Palavras chave: Aspergillus fumigatus, biossurfactante, fermentagdo em estado
solido, otimizagao.

Abstract: The interest for the microbiological biosurfactants have been increasing
during the last decade because of the advantages assigned to them, such as the
potential of applications in food processing areas, emulsification capacity,
biodegradability, low toxicity, among others. This work had as purpose to optimize the
biosurfactants production by solid-state fermentation in bioreactors of column and fixed
berth with the Aspergillus fumigatus, using agro-industrial waste with substract. The
optimization of the conducted experiments during 114h, with aeration varying from 0 to
200 MLar-Gsuwstaie -h', maintained in 30°C in different carbon extra sources, presented
Emulsificant Activities 11,17 UE.g" providing 148 mLai.Qsuwstate - in the absence of a
carbon extra source, 8,47 UE.g™ with 119 mLa.Qswstae -N" added to soybean oil and
9,99 EU.g" using mLar.Qswsrae -h"' with diesel oil. Those results show that the
difference found for the different nutritional conditions and air supply influenced
significantly (p<0,05) in the biosurfactant production.

Keywords: Aspergillus fumigatus, biosurfactant, solid-state fermentation, optimization.
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1. Introducao
Mudangas significativas nos Uultimos anos foram feitas nos processos

fermentativos em estado sélido (SSF) e estudos comparativos com 0s processos
submersos mostram que os rendimentos e o potencial de recuperacao de produtos
sao mais vantajosos nos processos de fermentagao em estado solido (PANDEY et al.,
1999). Devido a capacidade de crescimento em baixos niveis de agua nos sistemas de
SSF, os fungos filamentosos tém recebido a maior parte das atengbes nas pesquisas
(HESSELTINE, 1972). Culturas de Rhizopus, Trichoderma, Penicilium e Aspergillus
sdo utilizados para obtengao de varios bioprodutos em SSF (BORZANI et al., 2001).

A maioria dos surfactantes produzidos sdo quimicamente derivados do
petréleo e, segundo BOGNOLO (1999), 70 a 75% destes sdo consumidos por paises
industrializados. Entretanto, o interesse por biossurfactantes tem aumentado devido a
sua diversidade estrutural, permitindo ser aplicado em diversas areas (LANG, 2002). A
sintese microbiana de biossurfactante se da especialmente durante o crescimento em
substratos imisciveis em agua, tornando uma alternativa de substituicdo dos
surfactantes quimicos. Devido a baixa toxidade e alta biodegradabilidade, estas
moléculas podem ser usadas amplamente no processamento de alimentos
(emulsificantes e umectantes), na industria de cosméticos, farmacos, detergentes,
entre outros. Além disso, sdo ecologicamente seguros e podem ser aplicados nos
processos de biorremediacdo e tratamento de efluentes (MAKKAR & CAMEOTRA,
2002).

Os biossurfactantes sdo biomoléculas contendo uma parte lipofilica e outra
hidrofilica. A parte lipofilica pode ser composta de uma cadeia de acido graxo, proteina
ou um peptideo, com uma alta proporgéao de cadeias hidrofobicas. Ja a parte hidrofilica
pode ser um grupo carboxil de acidos graxos ou aminodacidos, grupo fosforil de
fosfolipidios, grupo hidroxil de sacarideos, e peptideos (MORIKAWA et al., 2000). O
potencial de aplicagdo de compostos de superficie ativa, como €& caso dos
biossurfactantes, é baseado nas propriedades de emulsificagdo, umedecimento,
solubilizagdo, de-mulsificacdo, separacdo, inibigdo de corrosdo, redugdo de
viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial (MULLIGAN et al., 2001;
FIECHTER, 1992).

Os biossurfactantes sado capazes de atuar na interface das células
apresentando diferentes polaridades, em especial 6leo/agua, ar/agua e agindo como
agentes umectantes em superficies solidas (agua/sélido). Esse processo dindmico é
baseado na habilidade dos biossurfactantes reduzir a tensdo superficial pelo
remanejamento molecular, através do acumulo na superficie de compostos insoluveis,

influenciando as ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas-hidrofilicas. Isto faz
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com que a area superficial aumente, proporcionando uma maior biodisponibilidade e
consequente biodegradabilidade (SHAFI & KHANNA, 1995).

A modificacdo das condicoes fisioloégicas e composicdo do meio de cultivo
sao algumas alternativas que vém sendo estudadas para o aumento da produtividade
dos biossurfactantes. Recentes avancos na area de otimizacdo destas condicdes
estdo resultando no aumento significativo na sua produgéo, o que € comercialmente
atrativo (RODRIGUES et al., 2006).

A producdo de biossurfactante dispensa o uso de substratos de alto custo,
podendo ser utilizados residuos agroindustriais, viabilizando economicamente o
processo, uma vez que o meio de cultivo representa aproximadamente 50% do custo
final do produto (MAKKAR & CAMEOTRA, 1999).

O objetivo do presente trabalho foi otimizar a producao de biossurfactante por
fermentagéo em estado sélido com Aspergillus fumigatus, variando a vazao de ar e a
fonte adicional de carbono.

2. Material e Métodos

2.1. Microrganismo

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a cepa do fungo filamentoso
Aspergillus fumigatus, cedido pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (FEA/UNICAMP). O microrganismo foi mantido
em tubos de ensaio, com agar batata-dextrose (PDA) adicionados de 1% de glicerina a
4°C.

2.2. Descricao do sistema

Os cultivos foram conduzidos no sistema descrito por HASAN et al., 1998. As
fermentagbes realizadas em biorreatores de coluna encamisada, com dimensdes
internas de 50 mm de didmetro e 250 mm de altura, foram mantidas a 30°C durante
144h. O ar fornecido por bombas de diafragma foi filtrado, umidificado e transferido
para o eliminador de gotas, com o objetivo de manter a umidade do ar constante. A
injecao de ar de cada experimento foi controlada através de rotdmetros instalados na
base de cada biorreator. O esquema do experimento esta representado na Figura 1.
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4 1 — Banho termostatizado
[ 3 2 — Bomba de diafragma

U 3 — Filtros revestidos com |1a de vidro
: 4 — Rotametro
1 5 — Umidificador
6 — Eliminador de gotas
2 7 — Fermentador de coluna

Figura 1. Esquema de fermentagédo em estado sélido com biorreatores de coluna.

O meio de cultivo foi composto por casca e farelo de arroz. O farelo foi moido
em moinho de facas, utilizando malha de 1 mm. Ap6s a moagem, o farelo foi
peneirado e as particulas retidas entre as peneiras 35 e 32 da série Tyler (0,42 e 0,50
mm, respectivamente) foram coletadas. Além da casca e do farelo de arroz, também
fez parte do meio fermentativo 90mL de solugdo nutriente composta por (g.L™):
MgS04.7H,0 (0,5), NaNO; (3,0), KH,PO, (1,0), extrato de levedura (1,0) e peptona
(0,3).

Oleo de soja e diesel foram adicionados em experimentos separados, na
proporcao de 1% (w/w), como fonte adicional de carbono, para posterior comparagao
com experimentos sem a sua adi¢cdo. Além de cultivos sem alimentagéao de ar, foram
avaliadas as aeracdes 40, 60, 100, 120 e 200 ML,..gmeio"-h™". A concentragao inicial de
esporos adicionados aos meios de cultivo foi 4.10° esporos.gmeio -

2.3. Andlises envolvidas
2.3.1. Extracao do biossurfactante

A extragdo do biossurfactante do meio fermentado foi realizada com agua
destilada na proporcao 1:5 (uma parte de soluto para cinco partes de solvente). Apos a
adicao do solvente, a amostra foi submetida a agitacdo em shaker Certomat, BS-1 a
160 rpm e 50°C por 30 min. A seguir, a amostra foi filtrada a vacuo em funil de
Blchner, obtendo o extrato para a avaliacao da atividade emulsificante.
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2.3.2. Medida de Atividade Emulsificante

Para determinagéo da Atividade Emulsificante utilizou a metodologia descrita
por JOHNSON et al, 1992. O filtrado proveniente da extracdo do biossurfactante
juntamente com agua destilada e éleo de soja, foram agitados durante 1 min, deixando
em repouso por 60 min e posteriormente submetidos a leitura em espectrofotometro a
610nm. A Atividade Emulsificante foi expressa em Unidades Emulsificantes (EU.g™),
definida como a massa de biossurfactante necessaria para aumentar a absorbancia
em 1,0 unidade a 610nm, quando comparado com o branco.

A umidade das amostras foi determinada segundo a metodologia da AOAC
(1995), para posterior converséo dos resultados para base seca.

2.4. Tratamento dos resultados

Os resultados foram avaliados primeiramente através de analise estatistica
qualitativa utilizando o software R, versao 2.0.0 (Core Team), seguida das andlises de
variancia uni e multivariada. Nesta Ultima, foi realizada Analise de Cluster utilizando o
meétodo de Manhattan, considerando a distancia entre os resultados de Atividade

Emulsificante mais proximos como a distancia entre os agrupamentos.

2.5. Otimizacao

Em cada condicdo de aeracdo foram coletados resultados 6étimos de
Atividade Emulsificante, obtidos através dos experimentos, onde posteriormente foram
maximizados em funcao da aeracao.

As curvas de Atividades Emulsificante 6timas referentes a cada aeracao
utilizada foram ajustadas polinomialmente, sendo possivel estabelecer a tendéncia do
comportamento do processo de producao do biossurfactante e determinar a condicao
6tima de operagéo.

3. Resultados e Discussao

Na Figura 2 sdo mostrados os perfis de Atividade Emulsificante encontrados
para as diferentes condi¢coes de aeragéo e fonte adicional de carbono estudadas.
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Figura 2. Perfil de Atividade Emulsificante (AE) em funcdo do tempo de fermentacao
(t) para os experimentos utilizando (0) 0, (o) 40, (¢) 60, () 100, (¢) 120 e (m) 200

MLaGmeio -h™". (@) sem fonte adicional de carbono, (b) 6leo de soja e (¢) leo diesel.

No decorrer da fermentagao é possivel observar que os valores de Atividade
Emulsificante se mostraram diferentes para as condi¢gdes de aeragdo estudadas,
independente da fonte adicional de carbono utilizada, mostrando que a producéo de
biossurfactante foi influenciada pela taxa de ar fornecida ao meio de fermentagé@o nas
diferentes condi¢des nutricionais.

VEENANADIG et al., (2000) estudaram o efeito do fornecimento de ar ao
meio de fermentagdo em estado solido utilizando biorreatores de coluna, com Bacillus
subtilis FE-2 em leito fixo, onde encontrou melhores resultados nos experimentos com
maiores taxas de ar. A transferéncia de oxigénio pode ser aumentada através do maior
fluxo de ar, resultando em uma fermentacao mais eficiente, ocasionando o aumentado
da quantidade de biossurfactante produzido. Os pesquisadores comentam que
estudos realizados com taxas de ar muito elevadas podem ocasionar a diminuicao da
umidade do meio de fermentagdo em biorreatores de coluna. Este comportamento
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também foi verificado no presente trabalho, sendo que 200 mL..gmeio .h™ resultou na
reducdo da umidade em até 16,02%, influenciando na reducdo da quantidade de
biossurfactante produzida nesta condicao.

A maioria dos experimentos apresentaram as melhores Atividade
Emulsificantes em 120h de fermentacdo. Aqueles que foram submetidos a auséncia
de aeragdo, bem como os experimentos com vazao de ar superior (200 MLy Gmeio '-h™")
se observa uma menor Atividade Emulsificante, influenciada, respectivamente, pela
falta de oxigenagéao e redugéo da umidade do meio.

De acordo com os resultados encontrados, os experimentos utilizando
somente casca e farelo de arroz foram os que apresentaram os melhores resultados
(9,13 e 10,83 UE.g™"), cuja condicéo de aeracéo utilizada foi 120 ML Gmeio -h™".

Varios sdo os estudos envolvendo a utilizacdo de diferentes substratos na
producdo de biossurfactantes, mostrando que podem atuar como indutores,
influenciando no tipo e rendimento do biossurfactante (MAKKAR e CAMEOTRA, 1998,
1997; KOSARIC et al., 1987; COOPER, 1986). LEVISAUSKAS et al., (2004) assumem
gue a concentragcao de carbono, nitrogénio e fontes de nutrientes especificos para taxa
de crescimento celular sdo os mais importantes fatores que influenciam a biossintese

de biossurfactante.

(c)
Figura 3. Grafico de Andrews para os experimentos para as diferentes vazdes de ar:

(a) sem fonte adicional de carbono, (b) com éleo de soja e (c) dleo diesel.
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O grafico de Andrews, apresentado na Figura 3, mostra que os experimentos
com diferentes aeragdes apresentam diferencgas significativas qualitativa, uma vez que
as linhas (representam cada condicdo experimental) ndo estdo proximas de se
sobreporem.

A diferenga significativa (p<0,01) entre os experimentos pode ser verificada
através da andlise de variancia univariada dos resultados. Esta observacao foi
constatada para todos os experimentos com as distintas fontes adicionais de carbono
utilizadas. Porém, alguns experimentos apresentaram comportamentos semelhantes.
Isto sugere a existéncia de grupos distintos que apresentam comportamentos
similares. Para verificar esta afirmacao foi aplicada a Analise de Cluster, mostrada na
Figura 4.

2000
SemD

40D
_|: 408
L— ansF
BOD
{ 1008
’—— 100SF
BOS
L{ BOSF

—— 100D

Figura 4. Diagrama de Cluster para os resultados de Atividade Emulsificante, onde as
letras referem-se aos experimentos sem fonte adicional de carbono (SF), éleo de soja
(S) e 6leo diesel (D) e os nimeros & vazao de ar (MLa Gmeio -h™).

Através do digrama de Cluster, mostrado na Figura 4, se verifica a existéncia
de 4 grupos de experimentos com diferentes similaridades em relagdo a taxa de ar
fornecida ao meio de fermentagéo: Grupo 1, experimentos sem aeragcao e com 200
MLarGmeio -h"; Grupo 2, 60 e 100 MLa Gmeio -h"; Grupo 3, 40 mMLa Gmeio -h"; € Grupo 4,
120 MLaGmeio -h™". A similaridade verificada em cada Grupo foi observada tanto para
as diferentes fontes adicionais de carbono quanto para as aeragdes utilizadas. No
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Grupo 1, o comportamento observado se deve aos extremos de aeracdo utilizados,
compreendendo o grupo que apresenta os valores de Atividade Emulsificante mais
baixos, seguido em ordem crescente dos Grupos 3, 2 e 4, respectivamente.

O Grupo 4 apresentou distintos comportamentos, mostrando que, além de
apresentar as maiores Atividades Emulsificante, a influéncia da fonte adicional de
carbono pode ser observada nos melhores resultados encontrados.

A otimizagéo dos resultados de Atividade Emulsificante, feita separadamente
para cada fonte adicional de carbono, € mostrada na Figura 5.

12

0 40 80 120 160 200
Aeracio (ML ,.-Omeig -h™")
Figura 5. Maximas Atividades Emulsificantes (AE) encontradas para as diferentes
vazdes de ar estudadas para os meios (0) sem fonte adicional de carbono, (0O) 6leo de

soja e (o) o6leo diesel, para seus respectivos resultados ajustados (—), (----) e (-).

As curvas de Atividades Emulsificante maximas, ajustadas em funcédo das
vazbes de ar fornecidas aos experimentos, teve por objetivo estabelecer uma
tendéncia em relacdo aos resultados experimentais. Através do ajuste matematico
foram gerados 350 pontos referentes a cada curva, sendo possivel verificar a melhor
Atividade Emulsificante de 11,17 UE.g" fornecendo 148 mL, gmeio '-h"' na auséncia de
fonte adicional de carbono. Para os experimentos com 6éleo diesel foi observado 9,99
UE.g" utilizando 140 mLa Qmeio -h™' € com 6leo de soja 8,47 UE.g" com 119 mLa Gmeio’
'h'. Esta diferenca nos resultados da otimizagdo mostra a influéncia da fonte
adicional de carbono sobre a produgédo de biossurfactante, tornando vantajosa sua
auséncia em relagéao as demais fontes utilizadas neste processo.

Tendo em vista a busca por tecnologias simples, bem como a minimizacao
dos custos de producgéo, os resultados encontrados na otimizagdo da producédo de
biossurfactante com Aspergillus fumigatus por fermentacdo em estado sélido utilizando

substratos de baixo custo apresentaram-se promissores.
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4. Conclusoes

Os experimentos mostraram diferencas significativas nos resultados de
Atividade Emulsificante tanto para as diferentes vazdes de ar fornecidas como para os
diferentes meios utilizados. Os maiores valores de Atividade Emulsificante foram
encontradas em 120h apés o seu inicio do processo. Foi verificada a existéncia de 4
grupos de experimentos com comportamentos diferentes de producdo de
biossurfactante. Grupo 1, experimentos sem aeragéo e com 200 MLy Omeio -h"'; Grupo
2,60 € 100 MLa Gmeio -h"; Grupo 3, 40 MLa Omeio -h™"; @ Grupo 4, 120 MLy Gmeio -h". A
Atividade Emulsificante encontrada na otimizagao foi 11,17 UE.g" para o meio sem
fonte adicional de carbono e aeracéo 148 MLy Gmeio ' -h™".

Agradecimento: CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico).
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ARTIGO IV:

PRODUCAO DE LIPASE POR FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO UTILIZANDO RESIDUOS DA
INDUSTRIA ARROZEIRA COMO SUBSTRATO
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PRODUGCAO DE LIPASE POR FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO
RESIDUOS DA INDUSTRIA ARROZEIRA COMO SUBSTRATO

Short title: Producéo de Lipase por fermentagao em estado sélido

Laboratério de Engenharia bioquimica, Departamento de Quimica, Fundacgao
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Caixa postal 474, CEP 96201-900, Rio
Grande, RS, Brasil, Telefone: +55(53)3233-8653, e-mail: dgmjorge@furg.br

Resumo: Os avangos biotecnolégicos na produgédo industrial de lipase vém
proporcionando a aplicagdo desta enzima nos diferentes setores, tornando-a
economicamente viavel. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a producéao de
lipase por fermentacdo em estado sélido utilizando Aspergillus fumigatus utilizando
diferentes fontes adicionais de carbono e condicbes de aeracdo. Os experimentos
foram realizados em biorreatores de coluna com aeragdes 0, 60 e 120 MLy Gmeio N7,
utilizando 6leo de soja e éleo diesel como fonte adicional de carbono. Foi verificada
diferenca significativa (p<0,05) nos resultados de Atividade Lipolitica para o tempo de
fermentagéo e para as diferentes vazdes de ar fornecidas ao meio de fermentagcao nos
experimentos sem fonte adicional de carbono e dleo diesel, respectivamente. As
Atividades Lipolitica foram 105,34, 119,46 e 127,22 U.g™" para os experimentos sem
fonte adicional de carbono, 6leo de soja e 6leo diesel, respectivamente.

Palavras chave: Aspergillus fumigatus, fermentagdao em estado sélido, lipase.

Abstract: The progresses biotechnological in the industrial production of lipase are
providing the application of this enzyme in the different sections, turning her
economically viable. This work had as purpose to evaluate the production of lipase by
Aspergillus fumigatus using different carbon extra sources and aeration conditions by
solid-state fermentation. The experiments were made in bioreactors of column with
aerations 0, 60 and 120 mLa.gswsraie -h"', Using soybean oil and diesel oil as carbon
extra source. Significant differences were seen (p<0,05) in the results Lipase Activity
for the different times fermentation and air sewages provided to the fermentation
environment. The Lipase Activity was 105,34, 119,46 e 127,22 U.g'1 for the
experiments in the absence of a carbon extra source, using soybean oil and diesel all,
respectively.

Keywords: Aspergillus fumigatus, solid-state fermentation, lipase.
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1. Introducao

As lipases (triacilglicerol hidrolases EC 3.1.1.3) sdo responsaveis pela catalise
de reagdes que envolvem hidrolise e sintese de éster a partir de glicerol e acidos
graxos de cadeias longas. Seu potencial biotecnolégico é devido a alta estabilidade
em solventes organicos, nao requerer a presenca de cofatores, possuirem uma ampla
especificidade pelo substrato e apresentarem alta enantiosseletividade (CASTRO &
ANDERSON, 1995).

As lipases apresentam uma grande importancia industrial em relagcdo as
demais enzimas (HATZINIKOLAOU et al, 1996; CHRISTAKOPOULOS et al, 1992).
Além da grande importancia industrial, as lipases podem ser usadas na biodegradagéao
de efluentes das industrias de laticinios, carnes, 6leos vegetais, entre outras (HIOL et
al, 2000). Além disso, sdo utilizadas também na produgcdo de farmacos e no
desenvolvimento de tecnologias baseadas na sintese de novos compostos (LIESE et
al., 2000).

Entre os processos quimicos de maior interesse pelas industrias estdo as
reacOes catalisadas por lipases, as quais representam aproximadamente 20% das
biotransformacdes realizadas atualmente (FABER, 1997, citado por OLIVEIRA et al.,
2000).

As lipases sdo produzidas por um grande numero de microrganismos,
incluindo bactérias, bolores e leveduras. A preferéncia pela utilizacao industrial de
fungos é atribuida a producao de lipase normalmente extracelular, o que facilita a
extracao do meio fermentado. Na producgéo de lipases a partir de fungos, os substratos
lipidicos atuam como indutores (LONG et al. 1996; POKORNY et al, 1994).

A fermentagdo em estado sélido tem sido empregada em processos de
bioconversao e possui um grande potencial para produ¢do de enzimas (PANDEY,
2000). CASTILHO et al., (2000) mencionam resultados com respeito a investimentos
feitos para a produgéao de lipases, mostrando que a grande vantagem da SSF é devido
seu baixo custo envolvido, quando comparada ao processo de fermentagdo submerso.
Estudos mostram que os processos de fermentagdo em estado solido apresentam
rendimentos e potencial de recuperagcdo de produtos mais vantajosos que 0s
processos submersos (PANDEY et al., 1999).

A busca de diferentes fontes de carbono para a producgao de lipase, torna-se
importante estudo para a minimizagéo do seu custo de producéo (CIAFARDINI, 2006;
BURKERT et al., 2004; YOU LI et al, 2004; MURALIDHAR et al, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producao de lipase por Aspergillus
fumigatus em processo de fermentacdo em estado solido utilizando diferentes
condi¢cdes de aeracao e fontes adicionais de carbono.
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2. Material e Métodos

2.1. Microrganismo

Foi utilizado o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus, cedido pelo
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas
(FEA/UNICAMP). O microrganismo foi mantido a 4°C em tubos de ensaio, com agar

batata-dextrose (PDA) adicionados de 1% de glicerina.

2.2. Descrigao do sistema

Os cultivos foram conduzidos no sistema descrito por HASAN et al., 1998. As
fermentagbes realizadas em biorreatores de coluna encamisada, com dimensdes
internas de 50 mm de didmetro e 250 mm de altura, foram mantidas a 30°C durante
144h. O ar fornecido por bombas de diafragma foi filtrado, umidificado e transferido
para o eliminador de gotas, com o objetivo de manter a umidade do ar constante. A
injecao de ar de cada experimento foi controlada através de rotdmetros instalados na
base de cada biorreator. O esquema do experimento esta representado na Figura 1.

1 — Banho termostatizado

2 — Bomba de diafragma

3 — Filtros revestidos com |a de vidro
4 — Rotametro

5 — Umidificador

6 — Eliminador de gotas

7 — Fermentador de coluna

Figura 1. Esquema de fermentagédo em estado sélido com biorreatores de coluna.

O meio de cultivo foi composto por casca e farelo de arroz. O farelo foi moido
em moinho de facas, utilizando malha de 1 mm. Ap6s a moagem, o farelo foi
peneirado e as particulas retidas entre as peneiras 35 e 32 da série Tyler (0,42 e 0,50

mm, respectivamente) foram coletadas. Além da casca e do farelo de arroz, também
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fez parte do meio fermentativo 90mL de solugdo nutrientes composta por (g.L™):
MgS04.7H.0O (0,5), NaNO; (3,0), KH.PO, (1,0), extrato de levedura (1,0) e peptona
(0,3).

Oleo de soja ou 6leo diesel foram adicionados em experimentos separados,
na propor¢cdo de 1% (p/p), como fonte adicional de carbono, para posterior
comparag¢do com experimentos sem a sua adi¢gdo. Além de cultivos sem alimentagéo

de ar, foram avaliadas aeracdes de 60 e 120 mLa.gmeio ' -h™".

2.3. Analises envolvidas

2.3.1. Extracao da enzima

Para extracdo da enzima utilizou-se tampéao fosfato 50 mM (pH 7,0) na
proporcao 1:10 (p/v). Apos a adigdo do tampao, a amostra foi agitada em Shaker a
160 rpm e 30°C por 30 min e filtrada a vacuo em funil de Blchner, obtendo o extrato
para a avaliagao da Atividade Lipolitica.

2.3.2. Medida de Atividade Lipolitica

A Atividade Lipolitica foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por MACEDO et al. (1997). O método utiliza uma emulsédo de dleo de oliva e goma
ardbica. Os acidos graxos liberados durante a reacdo da emulsdo e o extrato
enzimatico foram titulados com NaOH 0,05N. Uma unidade de atividade de lipase foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de acido graxo por minuto.

A umidade das amostras foi determinada segundo a metodologia da AOAC
(1995), para posterior conversao dos resultados para base seca.

2.3.3. Andlise dos resultados

Para o processo de producao de lipase foi usado trés Planejamentos Fatorial
Completo 3% um para cada condi¢éo nutricional (sem fonte adicional de carbono, éleo
de soja e dleo diesel), totalizando 27 ensaios. As variaveis estudadas foram o tempo
de fermentagdo e aeragdo do meio. Os niveis de variagdo do Planejamento séo
mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Niveis de variagdo do Planejamento Fatorial Completo 3 utilizado para
producéo de lipase.

Variaveis -1 0 + 1
TF 72 96 120
Y 0 60 120

TF: Tempo de fermentacéo (h); V: Aeracdo (MLa Gmeio -h™).

3. Resultados e Discussao

A analise apresentada na Tabela 2 mostra que as variaveis que apresentaram
efeito significativo (p<0,05) no processo de producédo de lipase foram o tempo de
fermentacéo e a aeragéo do meio nos experimentos sem fonte adicional de carbono e

6leo diesel, respectivamente.

Tabela 2. Efeitos das variaveis sobre o processo de produgao de lipase para os
experimentos sem fonte adicional de carbono, 6leo de soja e 6leo diesel.

FAC Variaveis Efeito P
TF (L) -24,46  0,014*
TF (Q) 25,34 0,055
Sem FAC V(L) -8,50 0,175
V (Q) -3,93 0,669
TF(L) x V(L) -2,78 0,668
TF (L) 25,93 0,101
TF (Q) -12,51 0,561
Oleo de soja V (L) -9,83 0,441
V(Q) -6,05 0,774
TF(L) x V(L) 10,07 0,512
TF (L) 11,72 0,062
TF (Q) -10,66 0,225
Oleo diesel V(L) -32,79  0,004*
V(Q) 40,89 0,010*

TF(L) x V(L)  -3,48 0,533

FAC: Fonte adicional de carbono; V: Aeracao; TF: Tempo de fermentagéo; (L): Linear;

(Q): quadratico; (*) Valores significativos, p<0,05.
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Na avaliacdo da producéo de lipase a utilizacdo da metodologia de superficie
de resposta permitiu verificar a influéncia das variaveis mais significativas no seu
processo de producdo. A Figura 2 mostra o perfil de Atividade Lipolitica encontrado
para diferentes condi¢coes utilizadas. Observa-se que 0 aumento do tempo de
fermentagé@o nos experimentos sem fonte adicional de carbono diminui a eficiéncia do

processo de producado da lipase, pois o efeito apresentado por esta variavel foi

negativo. Este comportamento pode ser verificado na Figura 2a.
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Figura 2. Perfil de Atividade Lipolitica (AL) para os experimentos (a) sem fonte

adicional de carbono, (b) éleo de soja e (c¢) 6leo diesel em fungdo das variaveis
codificadas para aeragéo (V) e tempo de fermentacéo (TF).

Os niveis de oxigénio disponiveis no meio de fermentagdo sdo um dos
fatores responsaveis pela atividade metabdlica do microrganismo, afirmam
HONGZHANG et al., (2002), além disso os autores explicam que o uso de altas taxas

de ar pode diminuir a umidade do meio de fermentacdo, comprometendo o processo
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de producéao. Esta observacado também foi verificada no presente trabalho, alcangando
redugées de umidade em até 25,9% quando se utilizou 120 mLa.gmeio .h™" € 6leo de
soja. A aeracdo nos experimentos adicionados de Oleo diesel foram os que
apresentaram efeito significativo, onde os melhores resultados foram encontrados sem
aeracdo (124,22 U.g" em 96h), mostrando o potencial de produgdo da enzima com
menor custo.

Durante as fermentagdes foi observado que os experimentos com 120
MLaOmeio -h"  apresentaram maior velocidade de esporulagdo, indicando
possivelmente o maior crescimento celular, porém este comportamento nao
proporcionou maior produgédo de lipase. Isto mostra que a producdo da enzima nao
apresenta uma relacdo direta com o crescimento microbiolégico nas condigées
estudadas. ELIBOL & OZER (2000) quando estudaram a influencia da aeragédo na
producdo de lipase por Rhizopus arrhizus verificaram que a produgdo desta
apresentou uma relagéo intrinseca com a taxa de aeragao e nao com o crescimento
celular.

Apesar do efeito do tempo de fermentacdo e da aeracdo para oS
experimentos com 6leo de soja ndo serem significativos (p<0,05), a producdo de
lipase pode ser influenciada quando néao se fornece aeragao no decorrer do tempo de
fermentacao. Este comportamento esta mostrado na Figura 2b.

As maiores Atividades Lipolitica encontradas foram 105,34 U.g" em 72h e 60
MLarGmeio -h", 119,46 U.g™" em 120h com 60 mLaGmeo -h" € 127,22 U.g" em 96h sem
aeracao para os experimentos sem fonte adicional de carbono, éleo de soja e dleo
diesel, respectivamente. Avaliado os resultados encontrados pode-se verificar que as
melhores atividades Lipolitica foram encontradas nos experimentos com fonte
adicional de carbono, mostrando com isso seu efeito sinérgico sobre a produgéao de
lipase. No caso dos experimentos com 6leo de soja, MAREK & BEDNARSKI (1996)
afirmam que a presenga de ftrigliceridios e acidos graxos sdo responsaveis pelo
aumento da producao de enzimas lipoliticas pelo microrganismo.

Com relacao as altas atividades enzimaticas para os experimentos com 6leo
diesel, KAMINI et al., (1998) e CORDOVA et al., (1998) estudaram a producao de
lipase e verificaram que a presenga de hidrocarbonetos no meio de cultivo favoreceu a
producdo da enzima. Segundo DOMINGUEZ et al., (2003) e SHARMA et al., (2001), a
producdo de lipase pode ser influenciada ndo s6 pela presenga, mas o tipo de
hidrocarboneto, pois 0 mecanismo de biossintese esté ligado ao tipo de microrganismo

em que se fornecem estas fontes.
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Apesar do tempo de fermentacdo nao ter influenciado significativamente ao
nivel de confianca de 95% no processo de producédo de lipase com éleo diesel (efeito
linear, p=0,062), os melhores resultados foram encontrados nos menores tempos de
fermentagdo, mostrando que nao ha necessidade de tempos muito longos para
producéo da lipase em fermentacdo em estado soélido.

4. Conclusoes

A aeracdo e o tempo de fermentacdo apresentaram efeitos significativos
(p<0,05) nos resultados de Atividade Lipolitica para os experimentos com 6leo diesel e
sem fonte adicional de carbono, respectivamente. A utilizacdo de 120 mLa Qmeio '-h™
favoreceu o crescimento do microrganismo, mostrando que este apresenta relagéo
com o fornecimento de ar no meio de fermentacao.

As fontes adicionais de carbono utilizadas nos experimentos atuaram como
indutor da produgéao de lipase, onde os resultados encontrados foram 105,34; 119,46 e
127,22 U.g" para os experimentos sem fonte adicional de carbono éleo de soja e 6leo
diesel, respectivamente. A utilizagéo de 6leo diesel, sem o fornecimento de ar durante
96h de fermentacdo foram as melhores condicées encontradas para produgdo de
lipase utilizando substratos de baixo custo, com Aspergillus fumigatus.

Tendo em vista a busca por tecnologias simples, bem como a minimizacao
dos custos de producgdo, os resultados encontrados mostram que o0 processo de
producdo da lipase a partir do uso de residuos das industrias de arroz € uma
alternativa promissora, pois tais residuos podem ser facilmente adquiridos.
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CONCLUSOES

Os modelos matematicos de producdo de biossurfactante referente aos
experimentos sem fonte adicional de carbono apresentou Atividade Emulsificante 8,03
UE.g"' nas condigbes de 90 mlL..Omeic -h' e 104h de fermentacdo, e o modelo
utilizando 6leo diesel, 7,85 UE.g" em 100 mLa.gmeio'-h”" € 111h de fermentacéo. Estes
resultados foram validados experimentalmente, onde apresentaram, respectivamente,
8,59 e 8,03 UE.g" (sem fonte adicional de carbono) e 8,28 e 7,85 UE.g" (utilizando
6leo diesel).

Os modelos desenvolvidos para producao de lipase seguem as tendéncias
dos resultados experimentais. Os resultados da otimizagdo numérica foram, 100,31
U.g" em 103h, 117,02 U.g" em 90h e 124,12 U.g™ em 119h, respectivamente, para os
experimentos sem fonte adicional de carbono, 6leo de soja e 6leo diesel. A utilizacdo
de 6leo de soja torna uma alternativa promissora na producéo de lipase, visto que
alcangou 94,27% da Atividade Lipolitica maxima encontrada nos experimentos com
6leo diesel em 29h antes.

Na produgcdo de biossurfactante os resultados de Atividade Emulsificante
apresentaram diferencas significativas tanto para as vazées de ar como para as
diferentes fontes adicionais de carbono utilizadas. A condugao dos experimentos até
120h foi a condicdo que proporcionou o0s melhores resultados de Atividade
Emulsificante, onde se verificou a existéncia de 4 grupos de experimentos com
comportamentos de producdo diferentes. Grupo 1, experimentos sem aeragao e com
200 MLaGmeio -h™'; Grupo 2, 60 e 100 MLa Qmeio -h™"; Grupo 3, 40 MLa Qmeio .h"; €
Grupo 4, 120 mLa.gmeo -h". A Atividade Emulsificante encontrada na otimizacéo foi
11,17 UE.g™" para o meio sem fonte adicional de carbono e aeragdo 148 mLa Gmeio -h™".

Na producado de lipase, as vazdes de ar fornecidas, bem como as fontes
adicionais de carbono influenciaram significativas (p<0,05) nos resultados de Atividade
Lipolitica. Os melhores valores de producao foram encontrados nos experimentos sem
o fornecimento de ar, sendo que a utilizagdo de 120 mLa.Qgmeo .h™' favoreceu o
crescimento do microrganismo, mostrando que este apresenta relacdo com o
fornecimento de ar no meio de fermentacéo. As fontes adicionais de carbono utilizadas
nos experimentos atuaram como indutor da producéo de lipase, onde os resultados
encontrados foram 93,59, 102,0 e 110,95 U.g™" para os experimentos sem fonte, com

6leo de soja e 6leo diesel, respectivamente.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuidade dos estudos de modelagem e produgéo de biossurfactante
s&o sugeridos 0s seguintes temas:

e Desenvolver e/ou padronizar métodos para o célculo da velocidade especifica
de crescimento em fermentagcdo em estado sélido;

e Desenvolver modelos matematicos parametrisados em funcdo de outras
variaveis, tais como, consumo de substrato, velocidade especifica de
crescimento e concentragao carbono;

e Quantificar o biossurfactante produzido por medida de tensdo superficial
(tensiébmetro);

e Estudo comparativo da producao de biossurfactante em fermentacao submersa
e estado solido;

e |dentificacdo do biossurfactante produzido para cultivos submerso e estado
solido;

e Produgdo de biossurfactantes, utilizando efluentes industriais como fonte de
carbono (industrias processadoras de arroz e pescado);

e Aplicagcdo do biossurfactante, produzido a partir dos efluentes, na
biorremediacao dos efluentes utilizados como fonte de carbono.

99



ANEXOS
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Tabela 1. Resultados de Atividade Emulsificante (em UE.g") para os experimentos

sem fonte adicional de carbono nas diferentes condi¢ées de aeracao.

t (h)

Ae ragéo (m I-ar-gmeio-1 .7 )

0 40 60 100 120 200

0 2,48 3,98 4,21 3,63 3,37 2,68

24 2,50 4,10 4,78 5,18 4,49 2,39
48 2,86 4,30 7,09 6,80 5,64 2,62
72 2,90 4,69 7,75 6,21 7,59 3,14
96 2,76 4,40 6,52 6,49 9,13 3,88
120 2,06 4,10 7,13 6,29 10,83 4,44
144 1,83 3,86 6,73 5,79 8,90 3,88

Tabela 2. Resultados de Atividade Emulsificante (em UE.g") para os experimentos

com 6leo de soja nas diferentes condi¢ces de aeracao.

t (h)

Ae ragéo (m I-ar-gmeio-1 .7 )

0 40 50 60 70 90 100 110 120 200

0 0,18 4,23 267 448 3,31 1,74 4,03 2,22 1,46 0,12

24 1,13 3,31 532 4,83 3,71 1,71 4,65 556 5,04 1,87
48 1,30 3,65 7,27 6,29 391 3,39 5,64 7,84 7,43 2,04
72 280 537 735 7,03 6,31 8,22 5,31 8,89 7,88 1,81
96 2,16 556 8,04 757 1025 721 6,81 1332 7,84 223
120 200 463 743 7,11 9,49 6,65 6,99 9,85 8,51 3,31
144 4,44 4,72 4,72 6,94 6,41 3,67 5,01 504 481 292

Tabela 3. Resultados de Atividade Emulsificante (em UE.g") para os experimentos

com 6leo diesel nas diferentes condi¢goes de aeracao.

t (h)

Aeragéo (m I-ar-gmeio-1 -h-1)

0 40 60 100 120 200

0 1,35 3,14 4,59 4,82 3,03 1,66

24 1,94 3,19 4,66 5,76 3,33 1,72
48 3,12 4,12 5,14 7,73 5,10 1,97
72 3,88 4,13 5,82 7,58 5,92 3,97
96 2,57 5,01 6,32 7,04 9,21 3,97
120 2,90 4,47 6,74 6,40 9,81 3,03
144 3,44 4,80 5,79 7,22 6,58 4,65
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Tabela 4. Resultados de Atividade Lipolitica (em U.g") para os experimentos sem

fonte adicional de carbono nas diferentes condicées de aeracgao.

t

Aeragéo (m I-ar-gmeio-1 -h-1)

(h) 0 40 60 70 80 90 110 120 200
0 29,16 13,41 1,32 19,57 17,89 22,65 25,10 2,53 30,47
24 63,35 62,77 23,75 27,36 82,09 3526 29,88 10,85 73,28
48 107,94 83,24 88,62 49,34 88,58 53,20 78,55 84,53 91,20
72 101,06 74,95 105,34 126,82 74,83 106,01 117,61 98,35 84,43
9% 86,19 73,67 72,18 98,01 66,72 106,77/ 125,66 71,68 77,52
120 78,93 89,95 81,80 89,08 54,11 88,41 109,80 70,65 89,76
144 95,13 59,24 91,54 68,57 58,80 73,55 95,56 85,51 110,31

Tabela 5. Resultados de Atividade Lipolitica (em U.g™") para os experimentos com 6leo

de soja nas diferentes condi¢des de aeracao.

t

Aeragéo (m I-ar-gmeio-1 -h-1)

(h) 0 40 50 60 70 80 90 110 120 200
0 27,62 14,82 7,92 0,00 7,77 17,10 8,30 19,60 8,65 30,02
24 78,06 5089 2998 2143 34,13 7543 74,73 36,66 24,15 68,32
48 106,90 73,58 125,08 72,87 99,44 87,30 116,94 127,27 80,36 93,34
72 93,40 98,74 11753 72,48 112,63 79,26 101,76 136,70 81,68 78,20
9% 112,29 77,65 111,60 106,82 121,30 58,27 123,99 116,69 86,11 81,30
120 98,74 82,66 108,26 119,46 108,06 58,02 95,80 100,32 107,16 98,19
144 9256 6725 110,47 56,74 80,85 5943 93,38 70,46 36,40 98,45

Tabela 6. Resultados de Atividade Lipolitica (em U.g™") para os experimentos com 6leo

diesel nas diferentes condigdes de aeragao.

T (h) Aeracao (MLar.gmeio -h™)
0 40 60 80 120 200
0 29,83 16,78 8,90 18,24 2,81 28,10
24 72,47 78,98 29,41 92,44 7,90 49,30
48 113,48 73,57 103,65 78,79 58,48 39,09
72 119,59 84,05 84,54 56,76 94,88 32,64
96 127,22 82,29 84,98 54,36 85,22 29,07
120 109,58 76,80 76,35 25,72 77,91 37,58
144 107,74 59,74 112,47 30,85 108,30 49,34

102



Tabela 7. Matriz do Planejamento Composto Central utilizado na otimizagdo numérica

da producéo de biossurfactante sem fonte adicional de carbono.

\'} TF AE
-1 -1 7,65
1 -1 7,38
-1 1 7,36
1 1 7,82
0 0 8,03
0 0 8,02
-1,4142 0 7,33
0 1,4142 7,58
1,4142 0 7,58
0 -1,4142 7,56

V: Aeracdo (MLa.gmeio .h"); TF: Tempo de fermentacéo; AE: Atividade Emulsificante

(UE.g™).

Tabela 8. Matriz do Planejamento Composto Central utilizado na otimizagdo numérica

da produgéo de biossurfactante com 6leo diesel.

v TF AE
. - 7,52
1 - 7,09
. 1 7,23
1 1 7,24
0 0 7,84
0 0 7,85
1,4142 0 207
0 14142 73
14142 0 70
0 11,4142 -

V: Aeracdo (MLa.gmeio .h"); TF: Tempo de fermentacéo; AE: Atividade Emulsificante

(UE.g™).
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Tabela 9. Matriz do Planejamento Composto Central utilizado na otimizagdo numérica

da producéo de lipase sem fonte adicional de carbono.

v TF AL
- - 95,60
1 - 94,20
. 1 92,49
1 1 96,42
0 0 100,31
0 0 100,32

1,4142 0 06.93
0 14142 oo

14142 0 09,23
0 A4142 g

V: Aeracdo (MLa.gmeio -h"); TF: Tempo de fermentacdo; AL: Atividade Lipolitica (U.g™)

Tabela 10. Matriz do Planejamento Composto Central utilizado na otimizacao

numeérica da producéo de lipase com 6leo de soja.

\'} TF AL
-1 -1 102,98
1 -1 108,27
-1 1 104,88
1 1 107,25
0 0 117,02
0 0 117,03
-1,4142 0 106,12
0 1,4142 99,78
1,4142 0 114,35
0 -1,4142 100,48

V: Aeracdo (MmLa.gmeio .h"); TF: Tempo de fermentacdo; AL: Atividade Lipolitica (U.g™)
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Tabela 11. Matriz do Planejamento Composto Central utilizado na otimizacao
numeérica da producao de lipase com 6leo diesel.

\'} TF AL
-1 -1 68,66
1 -1 100,07
-1 1 24,23
1 1 120,11
0 0 124,12
0 0 124,13
-1,4142 0 44,07
0 1,4142 115,49
1,4142 0 108,57
0 -1,4142 115,00

V: Aeracdo (MLa.gmeio .h"); TF: Tempo de fermentacdo; AL: Atividade Lipolitica (U.g™)

Tabela 12. Matriz do Planejamento Fatorial 2° com duplicata no ponto central utilizado
na validagdo experimental do modelo de producdo de biossurfactante sem fonte
adicional de carbono.

\'} TF AE
-1 -1 8,16
+1 -1 6,76
-1 +1 5,60
+1 +1 4,20
0 8,52
0 8,67
V: Aeracdo (MLa.Qmeio .h"); TF: Temp(()UdEe f(ir)mentagéo; AE: Atividade Emulsificante
9
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Tabela 13. Matriz do Planejamento Fatorial 2° com duplicata no ponto central utilizado
na validagao experimental do modelo de produgéo de biossurfactante com éleo diesel.

Vv TF AE
A 1 3,42
1 1 6,13
-1 +1 4,93
+1 +1 2,92
0 9,72
0 6,85
V: Aeracdo (MLa.gmeio .h"); TF: Temp(()Udéa f(ir)mentagéo; AE: Atividade Emulsificante
-9

Tabela 14. Matriz do Planejamento Fatorial 2° com duplicata no ponto central utilizado
na validagdo experimental do modelo de producédo de lipase sem fonte adicional de

carbono.

\'} TF AL

-1 -1 131,98

+1 -1 140,33

-1 +1 116,14

+1 +1 120,46
140,62
140,93

V: Aeracdo (MLa.Qmeio -h'); TF: Tempo de fermentacéo; AL: Atividade Lipolitica (U.g™)
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Tabela 15. Matriz do Planejamento Fatorial 3° utilizado na producéo de lipase sem

fonte adicional de carbono.

\'

AL

86,19
71,68
98,35
81,8
105,34
70,65
72,18
101,06
78,93

V: Aeracdo (MLa.Gmeio -h7);

TF: Tempo de fermentagéo; AL: Atividade Lipolitica (U.g™)

Tabela 16. Matriz do Planejamento Fatorial 3% utilizado na producéo de lipase com

6leo se soja.

AL

112,29
86,11
81,68
119,46
72,48
107,16
106,82
93,4
98,74

V: Aeracdo (MLa.Qmeio -h'); TF: Tempo de fermentacéo; AL: Atividade Lipolitica (U.g™)
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Tabela 17. Matriz do Planejamento Fatorial 3% utilizado na producéo de lipase com

6leo diesel.
\'} TF AL
-1 127,22
1 85,22
-1 1 94,88
1 0 76,35
-1 0 84,54
1 1 77,91
0 0 84,98
-1 -1 119,59
1 -1 109,58

V: Aeracdo (MmLa.gmeio .h"); TF: Tempo de fermentacéo; AL: Atividade Lipolitica (U.g™)

PROGRAMAS

PROGRAMA 1: Ajuste polinomial dos resultados de Atividade Emulsificante e
Lipolitica.
EXEMPLO: Ajuste polinomial para Atividade Emulsificante utilizando dleo diesel e

aeragdo de 100 MLa.Gmeio -
clear

% entrada dos dados; (Tempo de fermentacéo)

X(1)=0;
X(2) = 24;
X(3) = 48;
X(4) = 72;
X(5) = 96;
X(6) = 120;
X(7) = 144;

108



%entrada com os valores de AE (Atividade Emulsificante)

y(1) = 4.82;
y(2) = 5.76;
y(3) = 7.73;
y(4) = 7.58;
y(5) = 7.04;
y(6) = 6.40;
y(7) = 7.22;
%y = log(y)

% m é 0 numero de pontos
m =7,

% inicializando os valores dos somatorios que serao os elementos da matriz A
SX1 =0;

SX2 =0;

SX3 = 0;

SX4 = 0;

Sy =0;

Sy2 = 0;

SXy = 0;

SX2y = 0;

% somatérios dos Elementos da matriz A
fori=1:m
SX1 = SX1 + X(i);
SX2 = SX2 + X(i)*X(i);
SX38 = SX3 + X(i)"3;
SX4 = SX4 + X(i)"4;
Sy = Sy +y(i);
Sy2 = Sy2 + y(i)*y(i);
SXy = SXy + X(i) * y(i);
SX2y = SX2y + X(i)* X(i) * y(i);
end
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Y%Matriz A
A =[m SX1 SX2
SX1 SX2 SX3
SX2 SX3 SX4];
% Matriz B transposta para poder obter a solugéo do sistema
B =[Sy, SXy, SX2y]’;
% Resolucao do Sistema
C=AB
%Calculo de R®
Sn1=C(1) *(Sy-m * Sy / m);
Sn2 = C(2) * (SXy - SX1 * Sy / m);
Sn3 = C(3) * (SX2y - SX2 * Sy / m);
R2 = (Sn1 + Sn2 + Sn3) / (Sy2 - Sy * Sy / m)
y1=C(1) + C(2) .* X + C(3) .* X ."2
y=y;
plot(X,y, X,y1)
PROGRAMA 2: Programa para o calculo dos parametros al e a2, referentes a
funcdo trigonométrica a serem utilizadas nos Modelos de Atividade
Emulsificante e Lipolitica.
EXEMPLO: Utilizando resultados de Atividade Emulsificante utilizando dleo diesel.
clear

% x1 representa a aeracao
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x1(1) = 0.00001;
x1(2) = 40.0;
x1(3) = 60.0;
x1(4) = 100.0;
x1(5) = 120.0;
x1(6) = 200.0;
aznew = 0.0;
alnew = 0.0;
renew = 0.0;

for a2=1.0:0.01:5.0
foral =1.0:0.01:5.0

X = sin(al.*(log(a2."x1)));

Y%coeficientes C(1)

y(1) = 1.40999999999 ;
y(2) = 2.96904761904 ;
y(3) = 4.27928571428
y(4) = 4.95642857142 ;
y(5) = 2.06523809523 ;
y(6) = 1.41166666666 ;

% m eh o numero de pontos
m = 6;

% inicializando os valores dos somatdérios que serdo os elementos da matriz A
SX1=0;

SX2 =0;

SX3 =0;

SX4 =0;

Sy =0;

Sy2 = 0;

SXy = 0;

SX2y = 0;



% somatérios dos Elementos da matriz A
fori=1:m
SX1 = SX1 + X(i);
SX2 = SX2 + X(i)*X(i);
SX8 = SX3 + X(i)"3;
SX4 = SX4 + X(i)"4;
Sy = Sy +y(i);
Sy2 = Sy2 + y(i)*y(i);
SXy = SXy + X(i) " y(i);
SX2y = SX2y + X(i)* X(i) * y(i);
end

Y%Matriz A

A =[m SX1 SX2
SX1 SX2 SX3
SX2 SX3 SX4];

% Matriz B transposta para poder obter a solugcao do sistema
B =[Sy, SXy, SX2y]';

% Resolugao do Sistema
C =A\B;

%Calculo de R®

Sn1=C(1) * (Sy-m* Sy /m);

Sn2 = C(2) * (SXy - SX1 * Sy / m);
Sn3 = C(3) * (SX2y - SX2 * Sy / m);

R2 = (Sn1 + Sn2 + Sn3) / (Sy2 - Sy * Sy / m);

if r2new < R2
r2new = R2
a2new = a2
alnew = ai
end

end

end
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% matriz calculada da AE
y1 =C(1) + C(2) .* X + C(3) .* X .72;

% matriz de entrada da AE para comparagcao com o AE calculado
y=y;
plot(X,y1,X,y);

PROGRAMA 3: Modelo final para Atividade Emulsificante e Lipolitica.
EXEMPLO: Modelo para Atividade Emulsificante utilizando dleo diesel e aeragdo de
200 mLar.gmej0-1.h-1.

clear
AER = 200

% funcao obtida no ajuste dos coefientes
Z1 = sin(3.37.%*(log(2.37.*AER)))

Z2 = sin(3.75.%(log(2.*AER)))

Z3 =sin(3.99.%(log(1.57.*AER)))

%Atividade Emulsificante (Valores originais)

% coeficientes ajustados através do poliménio do 2° grau
cla = 3.228255604

c1b =-1.875064048

c2a = 0.0467246827

c2b = 0.0312151061

c3a =-0.19779707E-3

c3b = -0.15503640E-3

% vetor tempo
t=[0:1:144]
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% matriz
y1 =cla+c1b.*Z1 + (c2a+c2b.*Z2).*t + (c3a+c3b.*Z3).*1.72

% matriz de entrada de AE para comparacao com a AE calculada
plot(t,y1)
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