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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para obtencdo do grau de Engenheira Quimica.

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE YARROWIA LIPOLITICA PARA A
PRODUCAO DE LIPASE EM FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO
UTILIZANDO FRUTOS NATIVOS DA AMAZONIA

Raissa de Carvalho Pinto € Rocha

Janeiro, 2020
Orientadores: Prof. DSc Maria Alice Zarur Coelho.

DSc Carlos Eduardo Concei¢do de Souza.

Lipases sdo biocatalisadores que possuem elevado valor agregado e por serem produtos de
interesse industrial, sendo que cada vez mais tem-se estudado a producdo dessas
biomoléculas no Brasil. Essas enzimas sdo capazes de catalisar reagdes como a hidrélise de
triacilglicerdis, esterificagdo, transesterificacdo, amindlise, alcoolise, aciddlise e
lactonizacdo, e por tal versatilidade possuem ampla aplicagdo nas industrias alimenticia,
farmacéutica, quimica e de combustiveis. Sua producdo ocorre majoritariamente por meio
do uso de microrganismos como leveduras e bactérias, que produzem a enzima
intracelularmente ou as liberam para o meio extracelular, podendo utilizar uma ampla gama
de substratos (proteinas, lipideos e carboidratos) e também diferentes tipos de fermentagao
(submersa ou no estado s6lido). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgéo
de lipases por Yarrowia lipolytica utilizando como matéria-prima as tortas de andiroba e
cupuagu e o farelo de soja, considerados co-produtos na agroindustria. Inicialmente, essas
matérias-primas foram usadas separadamente para a comparagdo da atividade enzimadtica e
produtividade. Nesse cendrio, a torta de cupuagu adicionada de farelo de soja se mostrou
mais vantajosa e, por isso, foi adotada numa etapa posterior, em que pretendeu-se avaliar a
alteragdo de parametros como a umidade e a suplementagdo externa para a melhoria da
atividade enzimdtica. O meio de cultivo contendo 2% de peptona, 60% de umidade e 3 mL
de indculo apresentou maior atividade lipolitica (103,8 U/g) e concluiu-se que os
suplementos peptona e ureia foram significantes para a producio de lipases por Yarrowia
lipolytica. Além disso, o modelo estatistico utilizado calculou como concentragdes ideais
para obten¢@o de maior atividade enzimadtica 1,6% de peptona, 1,9% de ureia e 2,3% de 6leo

de soja.
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1. INTRODUCAO

Devido as significativas alteracdes climdticas que o planeta vem sofrendo, cada vez
mais as empresas vém estudando e desenvolvendo processos de reutilizacdo dos residuos
gerados em seus processos, com o intuito de reduzir a emissdo de poluentes ao meio
ambiente. Nesse contexto, a agroindustria, responsavel por aproximadamente 6% do PIB
brasileiro, apresenta grande potencialidade de otimizag@o dos processos produtivos para

gerar produtos com maior valor e reduzir os maleficios que causa ao ambiente.

A andiroba e o cupuagu, frutos amazdnicos de aplicacdo industrial, t&€m apresentado
aumento de producdo nos tltimos anos devido as possibilidades de aproveitamento de suas
polpas e da extracdo do 6leo de suas sementes, que tem aplicagcdes nas industrias alimenticia,
farmacéutica e de cosméticos. Além delas, a soja é um grdo produzido e exportado em larga
escala pelo Brasil por apresentar elevado valor nutricional e devido ao aproveitamento do
seu Oleo e outros derivados em setores como o cosmético, farmacéutico, veterinario € na

produgdo de plasticos e combustiveis, como o biodiesel (SEDIYAMA, 2013).

O processamento desses frutos e grdos gera co-produtos, formados pela casca, bagaco
e 6leo residual, chamados de torta, que apresentam grande valor nutricional por serem ricas
em fibras, proteinas e lipidios. A fim de reaproveitar esse material para a obtengdo de um
produto de maior valor agregado, o presente trabalho visou avaliar o potencial de sua

utilizacdo como matéria-prima para a producio de lipases por fermentagio no estado sélido.

Lipases sdo esterases que catalisam a hidrdlise de ligacdes éster de triacilglicerdis,
formando 4cidos graxos livres, glicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. Essas enzimas
podem ainda realizar a reacdo reversa, catalisando a sintese de vdrios ésteres e a
transesterificagdo, além das reacdes de amindlise, alcéolise, aciddlise e lactonizagdo. A
utilizacdo de lipases vem se intensificando nos ultimos anos, devido a versatilidade dessas
enzimas, como na inddstria de alimentos, em que a lipase € utilizada para a hidrélise e
modificagdo de gorduras, por transesterificacdo, e para producdo de dcidos graxos,
responsaveis pelo aroma e sabor em diversos alimentos, como queijos e iogurtes (PINHO et
al., 2013). As lipases também t&€m aplicagdes promissoras na industria de detergentes, na
sintese de biosurfactantes, no setor farmac€utico e na producio de biodiesel (GORDILLO et

al, 1998).

As lipases sdo enzimas produzidas por diferentes seres: animais, vegetais, bactérias e
fungos. Dentre essas fontes produtoras de lipases, as microbianas sdo as de maior interesse

industrial devido a grande variedade de microrganismos produtores. Adicionalmente, os
1



microrganismos destacam-se por ndo serem sujeitos a efeitos sazonais, por serem de facil
manipulagdo genética e por possuirem pequeno tempo de geracdo. (PINHO et al., 2013).
Dentre os microrganismos capazes de produzir lipases, destaca-se a levedura Yarrowia
lipolytica, um microrganismo eucaridtico e estritamente aerdbio, que, por possuir o status
GRAS (Generally Recognized as Safe) pela agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA), tem sido empregado em diversas aplicacdes industriais. Além disso,
secreta outras enzimas, como proteases, esterases e fosfatases, todas de grande interesse

biotecnoldgico (AMARAL, 2007).

Assim, buscou-se avaliar a viabilidade de utilizagc@o das tortas de andiroba e cupuacu,
adicionadas do farelo de soja como matéria prima para a producdo de lipases por Yarrowia
lipolytica, em fermentacdo no estado s6lido, um processo vantajoso, pois esses materiais sao
mais baratos do que as fontes de carbono e nitrogénio usadas tradicionalmente. Além disso,
em fun¢do da forma como o preprado enzimatico for ser utilizado, pode reduzir posteriores
etapas de purificagdo do produto e de tratamento de residuos, de modo a rentabilizar o

Pprocesso como um todo.



2. OBJETIVOS

2.1

Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar a producdo de lipase pela levedura

Yarrowia lipolytica por meio de fermentagdo em estado sélido, utilizando os co-produtos da

agroindustria, farelo de soja e tortas de andiroba e de cupuacu, como fonte de nutrientes e

suporte para o cresciemento microbiano.

2.2,

Objetivos especificos

Avaliar a utilizagdo das tortas de andiroba e cupuagu, adicionadas de farelo
de soja como fonte tnica de nutrientes na produgao de lipases por Yarrowia

lipolytica;

Avaliar a influéncia da umidade e do volume de in6culo, bem como o uso

de suplementacdo externa na eficiéncia da fermentacio;
Avaliar o perfil de umidade ao longo de horas de fermentagéo;
Avaliar o perfil de pH do processo fermentativo;

Estabelecer os parimetros mais relevantes e a composicao ideal do meio de

cultivo para atingir melhor produtividade.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Amazonia

A Amazdnia compreende um conjunto de ecossistemas que envolve a bacia
hidrogrifica do Rio Amazonas, bem como a Floresta Amazonica. E considerada a regido de
maior biodiversidade do planeta e o maior bioma do Brasil.

O bioma Amazo6nia ndo € exclusivo do territério brasileiro, abrangendo 4reas de
outros oito paises: Bolivia, Colédmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e
Venezuela. Considerando a sua abrangéncia nos nove paises, a Amazonia ocupa uma area
de aproximadamente 6,9 milhdes de quilometros quadrados. A parcela situada no Brasil tem
drea de aproximadamente 4,2 milhdes de quilometros quadrados, o que corresponde a cerca

de 49% do territorio nacional. (CAMPOS, 2009).
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Figura 1: Mapa da distribuiciao da Floresta Amazonica na América do Sul

Fonte: World Atlas. Dorling Kindersley, 2003

O clima predominante na Amazonia € o equatorial imido. Trata-se de uma regido
caracterizada por longos periodos de chuvas, com indices pluviométricos que variam
entre 1.500 mm e 3.600 mm por ano. A umidade do ar é elevada, chegando a 80%, e as

temperaturas variam entre 22°C e 28°C (CAMPOS, 2009).



A Amazonia abriga a Floresta Amazonica, considerada a maior floresta tropical do
mundo, que abrange uma drea de mais de 5 milhdes de km?. A floresta conta com um elevado
nimero de espécies vegetais, com mais de 2.500 espécies de arvores e 30 mil espécies de
plantas, e, de maneira geral, é caracterizada por uma floresta densa e pela presenca de arvores
de grande porte.

As estimativas situam a regido como a maior reserva de madeira tropical do mundo.
Seus recursos naturais — que, além da madeira, incluem enormes estoques de borracha,
castanha, peixe e minérios, por exemplo — representam uma abundante fonte de riqueza
natural. Segundo um levantamento realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia
Estatistica (IBGE), a regido atingiu em 2017 a participacdo de 8% do total do PIB brasileiro,
um avanco em relacdo aos 5,8% registrados 20 anos antes.

Com a economia baseada principalmente no setor agroindustrial, a maioria dos
estados que compdem a AmazoOnia realizam atividades como a agricultura, pecudria,
extrativismo e processamento e beneficiamento da madeira e de produtos oriundos da
agricultura familiar, geralmente de culturas perenes como frutas, café, borracha, cacau e

outros.

3.2.  Frutos amazonicos

O Brasil apresenta um expressivo nimero de frutas nativas, que o colocam em
segundo lugar como grande centro de origem de espécies frutiferas tropicais, vindo logo
apds do sudeste asidtico, sendo que poucas delas, até entdo, atingiram participagdo
expressiva no agronegocio de frutas. Com exce¢do do abacaxizeiro (Ananas comosus L.), o
cajueiro (Anacardium occidentale L.), o cacaueiro (Theobroma cacao L.) e,
secundariamente, o maracujazeiro (Passiflora edulis Sims.), que ha bastante tempo sdo
cultivados em larga escala, em particular na América Tropical, Africa e Asia, as demais
ainda ndo se projetaram na “era das novas culturas’, tendo algumas delas importincia
somente em nivel regional (DUCKE, 1946).

A diversidade de frutas do Brasil estd representada por aproximadamente 500
espécies, sendo o principal centro de diversificacio a AmazOnia Brasileira, onde sao
encontradas cerca de 220 plantas produtoras de frutos comestiveis. (DUCKE, 1946).

Muito antes dos primeiros colonizadores adentrarem as terras brasileiras algumas
frutas amazOnicas eram mais importantes do que sdo atualmente. Nessa situacdo particular
encontram-se o abiu (Pouteria caimito), o biriba (Rollinia mucosa), o cubiu (Solano

sessiliflorum), a pupunha (Bactris gasipaes), o umari amarelo (Poraqueiba paraensis), € 0



umari preto (Poraqueiba sericea). Atesta-se a importincia dessas frutas em passado remoto
pelo fato de serem culturas pré-colombianas e de algumas populagdes se encontrarem
completamente domesticadas, quando os primeiros colonizadores europeus chegaram ao
Brasil, no século 16 (DUCKE, 1946).

A forte pressdo de mercado exercida pelas frutas exdticas, aquelas produzidas e
comercializadas regionalmente, que dispdem de excelentes sistemas de produgdo e de
tecnologias de pds-colheita avancadas, que garantem presenga didria nas gondolas dos
supermercados, em quitandas e feiras livres, constitui-se no primeiro fator favordvel para a
disseminagdo cada vez mais acentuada dessas frutas no mercado amazodnico. Além disso,
sdo comercializadas com precos bastante competitivos, sem oscilagdes acentuadas durante
0 ano, ao contrdrio de outras frutas, cujos pre¢os sdo normalmente mais elevados e com
variagdes de grande magnitude durante o ano (NEVES, 2004).

Das frutas amazonicas que ganharam espaco no mercado, destacam-se o acai,
maracuja, urucum, cupuagu, cacau e andiroba. Com o progresso da agronomia e da
engenharia genética, diferentes cultivares vem sendo obtidos de modo a apresentar maior
resisténcia a doencas, maior produtividade, melhor adaptacido ao ambiente e maior qualidade
final do produto (BARTH, 2005).

Além de serem comercializadas in natura, muitas dessas frutas sdo processadas e
beneficiadas, de modo a gerar produtos com maior valor agregado. Como exemplo, podemos
citar a producdo de corantes, 0leos e extratos da polpa, que sdo destinados majoritariamente
para as industrias alimenticia e de cosméticos (NEVES, 2004).

A extracdo desses componentes de interesse gera co-produtos formados pelo bagago,
casca e sementes dos frutos, que sdo, muitas vezes, descartados na natureza de forma
incorreta. Nesse contexto, surge a necessidade do reaproveitamento e tratamento desses
materiais, ainda muito ricos em nutrientes como proteinas, carboidratos, lipidios e fibras

(NEVES, 2004).

3.2.1. Cupuacu
O cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum, pertence a familia Sterculiaceae, género
Theobroma. Esta espécie € encontrada espontaneamente nas areas de mata do sul e nordeste
da Amazonia oriental brasileira e nordeste do Maranhio, e também na regido Amazdnica de
paises vizinhos. (SOCHA, 2015).
Quando cultivada, a planta atinge de 6 a 10 metros de altura, e 15 a 20 metros nos

individuos encontrados desenvolvendo-se espontaneamente na mata, principalmente em
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dreas de castanhais. E uma espécie que apresenta tricotomia, ou seja, cada ramo se divide
em trés partes e assim sucessivamente. Em muitos casos pode brotar de uma das
ramificagdes uma gema que ird originar uma haste semelhante a haste principal. As folhas
sdo inteiras, e quando jovens, a coloracdo é résea e abundantemente coberta de pelos, que
soltam-se facilmente ao contato da mao, quando atingem seu desenvolvimento completo.

(SOCHA, 2015).

Figura 2: Cupuacuzeiro e corte ortogonal do cupuacu

Fonte: Embrapa

Suas flores s@o as maiores do género e crescem nos ramos, sendo pediculares de 3 a
5 centimetros, de coloracdo vermelho-escuro. O fruto é uma baga drupdcea, elipsdide, com
as extremidades obtusas ou arredondadas, variando de 15 a 35 cm de comprimento por 10 a
15 cm de diametro e peso médio de 1.500 g. Possui o epicarpo (casca) duro, lenhoso, porém
facilmente quebrdvel, recoberto de pelos ferrugineos; raspando-se de leve, aparece uma
camada clorofilada verde, isto para o fruto maduro, o qual se desprende no ponto de unido
deste com o peddnculo. A polpa comestivel (endocarpo) de coloragdo amarela ou
brancacenta, abundante, de sabor dcido e cheiro forte, envolve as sementes cujo nimero é
bastante varidvel. (NAZARE, 1990).

A polpa do fruto do cupuacu possui uma acidez peculiar que a torna muito apreciada
e consumida sob forma de compotas, sucos, sorvetes e licores. Suas sementes possuem uma
gordura semelhante a manteiga do cacau: isenta de cheiro, cor e gosto que, quando extraida,
€ muito utilizada para a preparagdo de chocolate. A torta, mistura formada pela casca e pelo
bagaco, obtida apds a extragcdo da polpa e do éleo das sementes € comumente usada para a
producdo de racdo animal e adubos orgénicos, por ser rica em aminodcidos e 6leos.

(NAZARE, 1990).



Tabela 1: Analise bromatoldgica do fruto integro do cupuacu

Fonte: CALZAVARA, 1984

Acidez (%) 2,15

Brix 10,80

pH 3,30
Aminodcidos (mg % N) 21,90
Vitamina C (mg %) 23,12
Pectina 0,39

Polpa (%) 3.000 rpm/10 min 80,00
Residuo mineral fixo (%) 0,67
Fésforo (% P205) 0,31
Cilcio (% CaO) 0,04
Extrato etéreo (%) 0,53
Sélidos totais (%) 11,00
Volateis (%) 89,00
Acucares redutores (%) 9,09

NAZARE (1990) estima que a polpa corresponda a 35% da massa total da fruta. Os
65% restantes sdo compostos de 45% de casca e 20% de sementes. Da massa das sementes,
aproximadamente 48% ¢é formada pela gordura comestivel (CALZAVARA, 1984). Assim,
estima-se que a producdo de cupuagu dos trés principais estados produtores (Amazonas,
Rondoénia e Acre) seja de 15.500 toneladas por ano, o que, apds a extragdo da polpa e do
6leo das sementes, resulta numa geracao de 8.590 toneladas de torta por ano (CALZAVARA,

1948).

3.2.2. Andiroba

Apesar de serem encontradas também em terra firme, SAMPAIO (2000) ressalta que
as andirobeiras, drvores de onde se extrai a andiroba, ocorrem em toda bacia Amazdnica,
principalmente nas varzeas proximas ao leito de rios e faixas alagdveis ao longo dos cursos
de 4dgua. S@o arvores de grande porte, chegando a atingir 30 m de altura, com tronco
cilindrico, reto e sapopemas em sua base.

Sua madeira ¢ moderadamente pesada, de cor avermelhada e resistente ao ataque de
cupins. E empregada na fabricacio de méveis, construcio civil e na indistria naval (NEVES

et al., 2004). Sao encontrados nectarios extraflorais e suas flores perfumadas sdo visitadas
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por abelhas. Os frutos das arvores desse género sdo cdpsulas globosas, amarronzadas, com
quatro a seis valvas, que liberam as sementes ap6s a abertura do fruto durante seu impacto
no chio. Além da casca e da polpa, o fruto possui sementes, que sdo utilizadas para produzir
um 6leo utilizado como cosmético e fitoterapico. Tal 6leo, também conhecido como “azeite
de andiroba”, é extraido mecanicamente e usado principalmente como cicatrizante e anti-
inflamatério. Na industria farmacéutica homeopatica € comercializado na forma de capsulas
e indicado para o tratamento de diabetes e reumatismo. Pode ser usado também como

matéria-prima para fabricacdo de repelentes contra insetos (NEVES et al., 2004).

Figura 3: Adirobeira e fruto andiroba

Fonte: Armazém Amazdénico ABC

O periodo de safra principal ocorre nos meses de janeiro e fevereiro, que concentra
70% da producao de sementes, porém a producao de julho a agosto € considerada como a de
melhor qualidade e rendimento de 6leo (MENEZES, 2005). O isolamento geografico das
comunidades faz com que a divis@o técnica e social do trabalho seja, no geral, reduzida a
uma familia que domina todo o processo até o produto final. Devido a isso, existem poucos
registros da quantidade de dleo de andiroba produzido no Brasil, mas sabe-se que 40% da
massa de cada fruto corresponde as sementes que, por sua vez, contém 43% de gordura e
para obter um litro de dleo de forma artesanal serdo necessdrios 12 quilogramas de
sementes in natura. Assim, estima-se que para cada litro de 6leo de andiroba produzido, sdo
gerados aproximadamente 30 quilogramas de torta, formada pelo bagaco, casca e polpa, que

habitualmente é considerada um residuo e é descartada na natureza (SAMPAIO, 2000).

3.3. Soja
A soja cultivada € uma planta herbicea incluida na classe Magnoliopsida

(Dicotileddnea), ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, género Glycine L.
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E uma planta com grande variabilidade genética, tanto no ciclo vegetativo (periodo
compreendido da emergéncia da plantula até a abertura das primeiras flores), como no
reprodutivo (periodo do inicio da floragdo até o fim do ciclo da cultura), sendo também
influenciada pelo meio ambiente. O caule é ramoso, hispido, com tamanho que varia entre
80 e 150 cm e suas folhas se classificam em quatro tipos: cotiledonares, folhas primérias ou
simples, folhas trifolioladas ou compostas e préfilos simples.

A soja € essencialmente uma espécie autdgama, ou seja, uma planta polinizada por
ela mesma e ndo por outras plantas. Insetos, principalmente abelhas, podem transportar o
polen e realizar a polinizacdo de flores de diferentes plantas, mas a taxa de fecundagao
cruzada, em geral, € menor que 1%. As sementes de soja sdo lisas, ovais, globosas ou
elipticas e se desenvolvem dentro de vagens. Podem também ser encontradas nas cores

amarela, preta ou verde. O hilo é geralmente marrom, preto ou cinza. (FARIAS, 2007).

Figura 4: Vagem de soja na fase madura

Fonte: Noticias Agricolas (acesso em 01/10/2019)

A soja se adapta melhor a regides onde as temperaturas oscilam entre 20 °C e 30°C,
sendo que a temperatura ideal para seu desenvolvimento estd em torno dos 30°C, pois a
germinagdo e emergéncia da planta sdo favorecidas. Regides com temperaturas inferiores a
10°C ndo sdo recomendadas para o cultivo pois o crescimento vegetativo da soja é pequeno
ou nulo. Por outro lado, em temperaturas acima de 40°C, a taxa de crescimento, a floracdo e
a retencdo de vagens ficam comprometidos. Além disso, o cultivo de soja é muito sensivel
a disponibilidade hidrica e fotoperiddica, pois o estresse hidrico e a incidéncia excessiva de
luz solar atrasam ou inviabilizam o periodo de florescimento da planta. Assim, no Brasil, os
estados que se destacam na producdo da soja sdo o Mato Grosso, o Parand e o Rio Grande

do Sul (FARIAS, 2007).
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A soja € uma importante fonte de divisas para o Brasil, contribuindo com uma parcela
significativa das exportacdes brasileiras, tanto que lidera o ranking de produtos mais
exportados ha mais de 22 anos e, na safra 2018/2019, a cultura totalizou uma produgido de
114,84 milhdes de toneladas, segunda a Embrapa. Além disso, inimeras familias das mais
diversas classes econdmicas dependem direta ou indiretamente dos empregos gerados pelo
complexo de produgdo, transporte e industrializacio da soja.

Além de serem vendidos in natura, os graos de soja podem seguir para a inddstria de
esmagamento, refino e producdo de derivados. Tal indudstria extrai, refina e processa
derivados do 6leo e seus principais produtos sdo o 6leo bruto e o dleo refinado. Este
segmento proporciona as maiores potencialidades de competitividade da cadeia produtiva,
pelas possibilidades de diferenciacdo e da consequente agregacdo de valor. (SEDIYAMA,
2013).

O dleo de soja tem diferentes aplicagdes nas industrias cosmética, farmacéutica,
alimenticia, veterindria (produc@o de ra¢do animal) e na produgdo de vernizes, tintas,

plasticos, lubrificantes e combustiveis, como o biodiesel (GERIS, 2007).

Tabela 2: Composicao do é6leo de soja

Fonte: SEDIYAMA, 2013

Acidos graxos livres (% em 4cido oléico) 0,09
Indice de peréxidos (meq/kg) 3,21
Indice de refragio (40 °C) 1,4671
Compostos polares totais (%) 5,09

Composi¢do em dcidos graxos (%)

Acido Palmitico (C16:0) 12,66
Acido Estedrico (C18:0) 3,96
Acido Oléico (C18:1n9) 23,61
Acido Linoléico (C18:2n6) 55,26
Acido Linolénico (C18:3n3) 4,52

No Brasil, cerca de 80 % da produgdo de biodiesel é feita com 6leo de soja. O
processo reacional € a transesterificagdo dos dcidos graxos presentes no dleo utilizando
dlcoois de baixa massa molecular (como, por exemplo, metanol, etanol, propanol), conforme
as reacdes da Figura 5. Devido a sua composi¢do, o biodiesel de soja brasileira apresenta

uma baixa estabilidade oxidativa, sendo relatado o seu escurecimento, acidificacdo e
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formacao de borras, que sdo geralmente mitigados pelo processo de oxidacdo parcial a baixas

temperaturas. (GERIS, 2007).

H.C—OCOR, R4COOR, H;C—OH
+
catalisador |
HC—DCOR; + 3 R4—0OH ~ R COORy + HC—0OH
+
HaC—OCOR; R.COOR, HC—0H
Triacilglicerideo Mistura de Glicerol

dsteres
Figura 5: Reacao genérica de transesterificacao
Fonte: GERIS, 2007

A extragdo do 6leo da soja gera como co-produto um farelo, assim como no caso do
cupuagu e da andiroba, formado pela casca e pelo bagago do griao. Por possuir elevado valor
nutricional, esse material vem sendo estudado e usado como complemento alimentar para
ruminantes e aves. A Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (Abiove)
estima que a produgdo de farelo de soja em 2019 tenha sido de 33 milhdes de toneladas, dos
quais 16 milhdes de toneladas foram exportados.

O presente trabalho teve como motivacdo, portanto, avaliar a viabilidade tecnoldgica
da utilizacdo das tortas de andiroba e cupuacu, bem como do farelo de soja, na producio de
lipases, enzimas de elevado valor agregado. Tais matérias-primas, apesar de serem
habitualmente consideradas co-produtos na agroindustria, apresentam elevados teores de
aminoéacidos, lipidios e carboidratos, podendo, assim, fornecer esses nutrientes e funcionar
também como matriz de suporte para Yarrowia lipolytica, microrganismo utilizado para

conduzir a fermentagdo no estado sélido desses materiais.

3.4. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é um microrganismo pertencente ao reino Fungi, classe dos
Ascomicetos e subclasse Hemiascomicetos, estritamente aerébio e eucaridtico. Em relagdo
a biologia molecular, fisiologia e genética, Yarrowia lipolytica é bastante diferente dos
modelos celulares mais estudados, como Saccharomyces cerevisiae (considerada levedura
“convencional”) e, portanto, pertence ao grupo das leveduras “ndo-convencionais”, sendo a
espécie mais estudada dentre elas (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

Como ndo € considerada patogénica, ja foi utilizada em aplicacdes industriais como
na producdo de proteinas heterdlogas, flavour de pé€ssego e 4cido citrico, em processos
considerados pela American Food and Drug Administration como GRAS (Generally
Regarded As Safe) (TSUGAWA et al., 1969). Além disso, secreta vdrias enzimas, como
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proteases, lipases, esterases e fosfatases, todas de interesse biotecnoldgico (NICAUD et al.,
2002).

Existe ainda um campo que vem sendo explorado com as leveduras ndo
convencionais para aplicacdes biomédicas, que € a produgdo de proteinas heterélogas.
Historicamente, Saccharomyces cerevisiae foi usada como hospedeiro para producdo de
proteinas heterélogas, mas apresentou baixa produtividade, pobre estabilidade de plasmideo
e baixa capacidade de secrecio (MADZAK et al., 2004). MULLER e colaboradores (1998)
testaram quatro leveduras ndo convencionais e S. cerevisiae na produgdo de seis enzimas
fiingicas e todas as ndo convencionais foram mais eficientes que a levedura convencional,
sendo Y. lipolytica o hospedeiro que apresentou melhor performance e reprodutibilidade.

Na maioria das leveduras “nao-convencionais”, como Y. lipolytica, a respiragdo em
presenca de oxigénio € essencial para o uso de agticares e, sendo um microrganismo aerébio
restrito, Y. lipolytica ndo tem sua taxa de respiragdo, seu conteido de citocromos ou
propriedades mitocondriais afetados por altas concentragdes de glicose (FLORES et al.,
2000). O conhecimento da regulagdo do metabolismo de glicogénio € de grande importancia
para monitorar e controlar as condi¢des de cultura de leveduras utilizadas em biotecnologia.
A gama de substratos utilizados por Yarrowia lipolytica inclui alcanos, acidos graxos, dcidos
organicos, proteinas e alguns agucares. O efeito da concentracio de oxigénio dissolvido no
crescimento de uma cepa de Yarrowia lipolytica, em meio de cultivo contendo glicose, foi
reportado por KAMZOLOVA et al. (2003), que ao aumentar a saturacdo de oxigénio
dissolvido por meio do aumento de pressdo do bioreator de 5% para 60%, observou o
aumento de 2,8 para 6,9 g.L'! na concentragdo celular. O aumento da concentragdo de
oxigénio ndo provocou esse efeito apenas no crescimento celular, mas também na produgdo
de um metabdlito, o 4cido citrico, que aumentou de 0 para 18,2 g/L. no mesmo experimento.

Yarrowia lipolytica € um fungo que apresenta dimorfismo naturalmente, formando
células de leveduras, pseudo-hifas e hifas septadas (BARTH e GAILLARDIN, 1997). Esse
fendmeno atrai muita atencdo devido a possibilidade de sua ligacdo a viruléncia de vérios
fungos patogé€nicos importantes, incluindo Candida albicans, Histoplasma capsulatum e
Crytococcus neoformans. A caracterizagdo das condi¢des que regulam a morfogénese e
diferenciacdo das células pode levar a importantes descobertas de novos remédios ou
tratamentos efetivos contra leveduras patogénicas. Em contraste com S. cerevisiae, SZABO
(1999) apresentou resultados mostrando que a formacgéo de hifas em culturas de Yarrowia
lipolytica foi inibida pela limitacdo de nitrogénio, enquanto que a fonte de carbono,
aparentemente nao foi importante para a formacdo de filamentos. Foi observado que o pH

do meio afeta fortemente a morfologia de células de Yarrowia lipolytica, mas apenas na
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presenca de uma fonte de nitrogénio complexa, sugerindo que as células respondem mais a
alteracdes nutritivas do meio com diferentes valores de pH do que ao préprio valor de pH.
Num estudo posterior, SZABO e STOFANIKOVA (2002) comprovaram a importancia da
presenca de fontes de nitrogénio organico no efeito do pH na morfologia celular de Y.
lipolytica. KAWASSE e colaboradores (2003) estudaram a aplicacdo de estresse térmico e
oxidativo em um cultivo de células de Yarrowia lipolytica. Através de processamento digital
de imagens foi comprovado que ambas condicdes de estresse fizeram com que as células de

leveduras apresentassem um maior crescimento na forma de hifas.

Figura 6: Microscopia ética de cepa de Yarrowia lipolytica

Fonte: DUTRA, 2010

3.5. Lipases

Lipases (triacilglicerol esteracilhidrolases E.C.3.1.1.3.) sdo esterases que catalisam a
hidrélise de ligacdes éster de triacilglicerdis de cadeias longas de dcidos graxos, formando
acidos graxos livres, glicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. Essas enzimas podem ainda
realizar a reacdo reversa, quando submetidas a meios reacionais ndo-aquosos ou micro-
aquosos, catalisando a sintese de varios ésteres. Essas enzimas atuam na interface dgua-dleo
catalisando, preferencialmente, a hidrélise de ésteres de 4cidos graxos insoliveis em dgua,
o que as diferencia de outras esterases que agem sobre ésteres soltiveis (WHITAKER, 1972).

Os acidos graxos que compdem os triacilglicerdis apresentam nimeros de dtomos de
carbono variando de 3 a 22 e, além disso, podem, em alguns casos, apresentar insaturagdes.
Existe, assim, uma outra caracteristica que é empregada para diferenciar as lipases das
demais esterases que € o fato de as lipases hidrolisarem triacilglicerdis com cadeia graxa
maior ou igual a 10 carbonos, enquanto que as esterases teriam como substrato apenas
triacilglicerdis contendo menos de 10 carbonos na cadeia graxa (JAEGER et al., 1999).

A diversidade de 4cidos graxos presentes na natureza ¢ muito grande, assim como a
proporcao desses diferentes dcidos nas gorduras, o que propiciou a existéncia de varios tipos
de lipases. Dependendo da origem ou da forma de obtencdo, é possivel obter lipases com

caracteristicas bastante distintas.
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GUERZONTI et al. (2001) investigaram a liberacdo de 4cidos graxos devido a atuacéo
das lipases de doze diferentes cepas de Y. lipolytica inoculadas em manteiga. O 4cido oléico
(C18:1) foi o principal acido graxo liberado no meio pela maioria das cepas. No entanto,
algumas cepas liberaram maior percentual de acido linolénico (C18:2), estedrico (C18:0),
margérico (C17:0) ou heptadecandico (C17:1). A variabilidade observada nesse grupo de
cepas em relag@o aos dcidos graxos liberados demonstra a diversidade do padréo lipolitico
das diferentes cepas de uma mesma espécie. Além disso, os autores também enfatizaram a
influéncia das condi¢cdes ambientais na expressdo das lipases de uma mesma cepa, ou seja,
combinagdes especificas de fatores geraram grandes diferencas nos dcidos graxos liberados
pela a¢do de uma mesma cepa.

As lipases microbianas sdo glicoproteinas de peso molecular variando entre 19 e 60
kDa (JAEGER e REETZ, 1998), apresentando em torno de 258 e 544 residuos de
aminoacidos, dos quais um grande nimero sdo hidrofébicos e responsaveis pela interagdo
entre a enzima e substratos insoldveis em dgua.

As lipases exibem um padrido de dobramento caracteristico, conhecido como dobra
hidrolase o/p. O centro da lipase € composto por uma folha B central com até oito laminas 3
(B1 - B8) conectadas por até seis a hélices (A — F) e o sitio ativo das lipases € composto por
uma triade catalitica. As estruturas tridimensionais (3D) das lipases do fungo Rhizomucor
miehei e do pancreas humano foram determinadas em 1990 (WINKLER et al., 1990), o que
levou a um melhor entendimento do mecanismo de catdlise na interface substrato-fase
aquosa. Descobriu-se que o sitio ativo de algumas lipases é protegido estericamente por uma
espécie de tampa, formada por residuos hidrofébicos, que sdo deslocados ao entrar em
contato com o substrato, expondo o sitio ativo. Quando essas lipases sdo submetidas a meios
aquosos, o deslocamento dessa estrutura torna-se termodinamicamente desfavoravel. O
movimento da estrutura que compde a tampa confere as lipases pelo menos duas
conformagdes distintas, sendo a primeira denominada “fechada” ou inativa pelo nao
deslocamento da tampa e a segunda denominada “aberta” ou ativa, pelo deslocamento da
tampa na presenca de substratos hidrofébicos. Existem lipases que ndo apresentam essa
tampa, como por exemplo, a lipase de Bacillus subtilis (POUDEROYEN et al., 2001). Os
autores determinaram a estrutura de raios-X dessa lipase e ndo foi encontrada nenhuma

tampa.
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3.5.1. Producio de lipases

As lipases podem ser encontradas em animais (pancreas, plasma de sangue, saliva,
suco pancredtico), no leite, em vegetais (soja, amendoim, etc.), bactérias e fungos
(WHITAKER, 1972). Nos eucariotas, as lipases estdo envolvidas em varios estagios do
metabolismo lipidico, incluindo a digestdo de gorduras, o metabolismo de lipoproteinas,
absorcao e reconstitui¢do. Nas plantas, as lipases s@o encontradas nos tecidos de reserva de
gordura (SHARMA et al., 2001). Entre as fontes produtoras de lipases, as microbianas sdao
as de maior interesse industrial por védrios motivos, entre eles, a grande variedade de
microrganismos produtores. Existem inclusive algumas lipases de origem microbiana que ja
sdo disponiveis comercialmente, como a lipase de Candida rugosa (JAEGER e REETZ,
1998).

Adicionalmente, os microrganismos destacam-se por ndo serem sujeitos a efeitos
sazonais, por possuirem pequeno tempo de geragao, por serem de facil manipulagdo genética
e ainda por produzirem, na maioria dos casos, lipases extracelulares, de fécil obtengdo
(PEREIRA-MEIRELLES, 1997). Os microrganismos produtores de lipases t€ém sido
encontrados em diversos habitats, como em residuos industriais em fabricas que processam
Oleos vegetais, em industrias de laticinios, em solos contaminados com 6leo, em sementes
que produzem 6leo, em pilhas de compostagem, em alimentos em deterioracao, entre outros
(SHARMA e colaboradores, 2001).

Entre os microrganismos produtores estdo as bactérias (JAEGER et al., 1999), os
fungos filamentosos (ELIBOL e OZER, 2002), as leveduras (MURALIDHAR e
colaboradores, 2001) e os actinomicetos (SZTAJER et al., 1988). As leveduras apresentam
uma série de vantagens frente as outras fontes microbianas, como, por exemplo, menor
tempo de geracdo do que os fungos filamentosos e melhor adaptacio a longos tempos de
processo. Além disso, sdo geneticamente mais estdveis do que as bactérias e, assim como
algumas bactérias e fungos, possuem status GRAS (Generally Regarded As Safe), o que
permite que os produtos obtidos por estes microrganismos sejam mais aceitos nos setores
alimenticio e farmacéutico (PEREIRA-MEIRELLES, 1997).

A utilizac@o de lipases vem se intensificando nos tltimos anos, devido a versatilidade
dessas enzimas. Esta caracteristica vem do fato de que as lipases sdo capazes de catalisar
inimeras reacdes, gerando assim uma ampla gama de aplicacdes em diversos setores
industriais. Na inddstria de alimentos, por exemplo, a lipase € utilizada principalmente para
a producdo de 4cidos graxos, responsiveis pelo desenvolvimento do aroma e sabor,
principalmente em queijos (AKIN et al., 2003), e na modificacdo de lipideos, aumentando

seu valor comercial e nutritivo (OS()RIO et al., 2001).
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As lipases também t€m aplicacdes promissoras na industria de detergentes,
removendo residuos gordurosos ou até mesmo na sintese de biosurfactantes, substituindo
parcial ou totalmente os surfactantes, que causam danos ao meio ambiente
(HEMACHANDER e PUVANAKRISHNAN, 2000). Uma das aplicagdes mais antigas das
lipases € na industria farmacéutica, que foi um dos setores que mais beneficiou o avango dos
estudos da utilizagdo de lipases. A capacidade dessa enzima de catalisar reagdes de sintese
ou hidrélise de ésteres, gerando produtos em excesso enanciomérico, pode ser ttil na sintese
de compostos opticamente ativos de interesse farmacéutico (OKAZAKI et al., 1997),
(MANOEL, 2012).

Uma promissora aplicacdo das lipases reside na producdo de biodiesel. O biodiesel
(ésteres metilicos de dcidos graxos) € um combustivel biodegraddvel, ndo-toxico, produzido
a partir de fontes renovéveis e, portanto, tem se tornado cada vez mais importante devido a
reducdo das reservas de petrdleo e a poluicdo causada por combustiveis fésseis
(MARCHETTT et al., 2007). A utilizacdo de lipase como catalisador para a produgdo de
biodiesel é vantajosa, principalmente, do ponto de vista ambiental e em relag@o as condi¢des
operacionais em comparag@o com os catalisadores quimicos (dcidos e basicos). No entanto,
o alto custo das lipases e os efeitos negativos para a enzima dos reagentes (metanol) e
produtos (glicerol) da reacdo de transesterificacio ainda mantém essa tecnologia
desvantajosa economicamente (MARCHETTI et al., 2007). Novas tecnologias vém sendo
desenvolvidas para contornar tais empecilhos (LI et al., 2006). Esta enzima também encontra
aplicacdes em varios outros setores industriais, como cosméticos e oleoquimica (SHARMA
et al., 2001). Até mesmo no tratamento de efluentes a atividade lipolitica tem sido aplicada

com sucesso (SCIOLI e VOLLARO, 1997).

3.5.1.1. Influéncia da temperatura

Tanto o crescimento microbiano quanto as rea¢des enzimadticas em si sdo fendmenos
dependentes da temperatura. Em geral, o crescimento de um microrganismo mesofilico se
d4 na faixa de 25 a 30° C e a producdo de lipases ocorre na faixa de 27 a 30°C (PEREIRA-
MEIRELLES, 1997). CORZO e REVAH (1999) detectaram que a temperatura foi o fator
que mais influenciou a produgdo de lipase de Yarrowia lipolytica entre os demais fatores
estudados (pH e tempo de incubacdo). Através de uma andlise estatistica, encontraram a
temperatura de 29,5°C como sendo a melhor temperatura para a producao de lipase desta

cepa.
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3.5.1.2. Influéncia do pH

A produgdo de lipases também ¢ bastante sensivel a mudangas no pH. Na maioria
dos casos, o pH adequado a producio de lipases por células de leveduras deve ser mantido
préximo a neutralidade ou ligeiramente acido (5,5 a 7,0) (PEREIRA-MEIRELLES, 1997).
Parece haver relagdo direta entre a temperatura e o pH 6timos para o crescimento microbiano
e a formagdo de produtos. CORZO e REVAH (1999) obtiveram resultados que evidenciam
este fato, pois a andlise estatistica mostrou que a interag@o entre os fatores pH e temperatura
foram mais importantes na produgdo de lipases do que o fator pH por si s6. Nesta mesma
andlise, os autores obtiveram o pH 6timo de producdo de lipase para Yarrowia lipolytica

igual a 4,7.

3.5.1.3. Influéncia da aeracao

Condicdes aerdbias sdo preferenciais para a producdo de lipases, principalmente se
o microrganismo produtor for estritamente aerébio, como a levedura Y. lipolytica, pois nesse
caso, o oxigénio € utilizado como aceptor final de elétrons, reoxidando moléculas na cadeia
respiratéria. A producdo de diversas substincias em escala laboratorial € realizada
tradicionalmente em erlenmeyers incubados em banhos agitados. Portanto, nesses casos,
para se estudar a influéncia da concentragdo de oxigénio na produgdo de lipases é comum
variar o volume de meio de cultura em frascos com volume constante. Desta forma, quanto
maior o volume de meio, menor € a disponibilidade de oxigénio, pois se reduz a superficie
de contato com o ar (KAMZOLOVA, 2003).

CORZO e REVAH (1999) realizaram experimentos em erlenmeyers de 250 mL com
volumes de meio de cultura de 30, 50 e 100 mL. A produgdo de lipases foi melhor em
maiores volumes de meio de cultura. PEREIRA-MEIRELLES (1997) demonstrou que a
razao Volume de meio/Volume do frasco (Vmeio/Vfrasco) altera sensivelmente o nivel de
atividade, o que mostra haver uma concentragéo de oxigé€nio dissolvido critica, abaixo/acima

da qual os niveis de atividade enzimdtica sdo muito inferiores.

3.6. Fermentacao no Estado Sélido
A literatura reporta dois tipos de sistemas de produgado de lipases: fermentacdo em
meio sdlido e fermentagdo submersa. A fermentagdo submersa € a mais utilizada para
producio de lipase e € realizada em frascos agitados (PEREIRA-MEIRELLES, 1997), em
fermentadores de bancada (AMARAL, 2007) ou em fermentadores em escala industrial. De

uma forma geral, a fermentacdo submersa é conduzida de forma descontinua, mas a
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produtividade pode ser aumentada, em alguns casos, pela conducio por batelada alimentada
ou de forma continua (GORDILLO et al., 1998).

A fermentag@o em estado sdlido (FES), ou fermentagdo semi-sdlida ou fermentacdo
em meio semi-sélido define-se como o processo fermentativo no qual o desenvolvimento de
microrganismos se d4 sobre ou dentro de particulas s6lidas, na ausé€ncia ou quase auséncia
de dgua livre. Nesse processo, a matriz sélida pode ser a fonte de nutrientes ou apenas um
suporte impregnado pelos nutrientes necessdrios para o desenvolvimento dos
microrganismos e a d4gua presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase sélida, formando
uma fina camada na superficie das particulas. Para obter fermentacdes com altos
rendimentos, deve-se levar em consideracdo a fisiologia dos microrganismos e fatores fisico-
quimicos do processo, como temperatura, pH, aeragdo, atividade de dgua, umidade e
natureza do substrato sélido.

Diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos
podem crescer em substratos s6lidos (AIDOO et al., 1982). Contudo, sdo os fungos
filamentosos os mais adaptaveis a esse tipo de processo, pois sdo capazes de crescerem com
pouca dgua e muitos sélidos presentes, além de sua forma de crescimento, por meio de hifas,
favorecer a colonizacdo do meio (DURAND, 2003). Esse fato se traduz na grande
quantidade de aplicacdes e produtos obtidos pelo emprego desses microrganismos, conforme

apresentado na tabela 3.
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Tabela 3: Produtos que podem ser obtidos por fermentacio no estado sélido a
partir de diferentes residuos e fungos filamentosos

Fonte: PINTO, 2005

Microrganismos Mais
Produto/Processo Matéria-prima
Utilizados
Lentinus edodes Residuos de frutas
Pectinases Aspergillus carbonarius Farelo de trigo
Aspergillus niger Polpa de café
Farelo de trigo
Trichoderma longibrachiatum
Hemicelulases Farelo de trigo, sabugo de
Aspergillus tamarii
milho, bagago de cana
Celulases Trichoderma reesei Palha de trigo
' Farelo de trigo
Amilases Aspergillus niger
Residuos de cha
Proteases Rhizopus oryzae Farelo de trigo
Lipases Penicillium restrictum Torta de babagu
Farelo de trigo, farinha de
Fitase Aspergillus niger )
soja
Tanase Aspergillus niger Farelo de trigo
. _ Residuos de maga, abacaxi,
Acido Citrico Aspergillus niger _
goiaba, bagaco de cana
Acido Giberélico Gibberella fujikoroi Farelo de trigo
Pigmentos Monascus purpureus Arroz
Carotendides Penicillium sp. Sabugo de milho
Enriquecimento Penicillium decumbens Palha de milho
Proteico Rhizopus oligosporus Farinha de colza
Biorremediagao Pleurotus ostreatus Materiais lignoceluldsicos
Biopolpacio Pleurotus sp. Farelo de trigo

Essa técnica tem se mostrado vantajosa pois apresenta maior produtividade dos

extratos enzimaticos, menor suscetibilidade a inibi¢cao e maior estabilidade das enzimas as

variagdes de temperatura e pH (SINGHANIA et al., 2010). Do ponto de vista econdmico, a

FES ¢ interessante na medida em que reduz posteriores etapas de concentracao dos produtos,
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geram menos residuos e tem a possibilidade de aproveitar materiais provenientes da
agroindustria, principalmente em paises com abundancia de biomassa. No entanto, apresenta
dificuldades como o dificil controle e monitoramento do processo e a baixa oxigenacgao.
Residuos da extracdo de dleo de oliva e bagaco de cana-de-actcar foram utilizados por
CORDOVA et al. (1998) no cultivo de Rhizomucor pusillus e Rhizopus rhizopodiformis e
obtiveram melhor atividade lipolitica com o bagago de cana-de-acticar e com a mistura dos
dois solidos. Penicillium restrictum foi utilizado para produgao de lipase em residuo sélido
da industria de 6leo de babagu, obtendo atividade médxima em 24 h de cultivo quando o
mesmo foi suplementado com 2% de 6leo de oliva (GOMBERT et al., 1999).

A aeracdo dos biorreatores da FES ¢é considerada um fator critico na produtividade
do processo, pois o ar, necessdrio ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar os
espacos vazios do meio a pressdes relativamente baixas. O substrato ndo deve apresentar
aglomeracdo das suas particulas individuais para que o ar, além de prover O aos
microrganismos, também retire o CO> e outros elementos volateis expelidos durante a
fermentagdo. A taxa de aeracdo também pode ser aplicada de maneira integrada ao controle
da umidade relativa e da temperatura do ar passante durante a fermentacdo (SAUCEDO-
CASTANEDA et al, 1992).

Um resumo dos principais trabalhos sobre produgédo de lipases utilizando a FES,
sendo a matriz sélida composta por diversos residuos agroindustriais, € apresentado na

Tabela 4.
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Tabela 4: Descriciao de substratos naturais e microrganismos envolvidos na

fermentacao no estado solido para a producao de lipases

Atividade .

.. . . o Método de . . N
Matéria-prima lipolitica Microrganismo Referéncia
dosagem

(U/g)
. Titulométrico N GRIEBELER
Farelo de soja 19,2 (6leo oliva) Penicillium sp et al. (2009)
. Titulométrico KEMPKA
Farelo de soja 40,0 (6leo oliva) P. verrucosum et al. (2008)
. Titulométrico P. VARGAS
Farelo de soja 30,0 (6leo oliva) simplicissimum et al. (2008)
Torta de 30.0 Titulométrico P. GUTARRA
babacu ’ (6leo oliva) simplicissimum et al. (2007)
Torta de soia 1.0 Titulométrico P. DI LUCCIO
d ’ (6leo oliva) simplicissimum et al. (2004)
. Espectrofométrico A. niger MAHADIK
Farelo de trigo 630,0 (pNPP) NCIMI207 | et al. (2002)
. Colorimétrico R. CORDOVA
Torta de oliva 9.6 (piridina) | rhizopodiformis | et al. (1998)
Torta . o . UL-HAQ
améndoas 48,0 Tilulométrico R. oligosporus et al. (2002)
Bagaco de 1500.0 Titulométrico R. DIAZ
cana ’ (trioleina) homothallicus et al. (2006)
. Titulométrico . . DOMINGUEZ
Farelo de trigo 69,0 (tributirina) Y. lipolytica et al. (2003)
Zl"r(t;;(f 102,0 Espectrofométrico | Y. lipolytica FARIAS
& . 139,0 (pNPL) IMUFRJ 50682 | etal. (2014)
Farelo de soja
Residuos da
inddstria de 486.0 Espectrofométrico Y. lipolytica LOPES
Oleo de oliva e ’ (pNPL) IMUFRIJ 50682 | etal. (2016)
farelo de trigo
Farelo de soja 93,9 Tilométrico | Y. lipolytica SOUZA
canola 72,6 (6leo oliva) IMUFRJ 50682 | etal. (2017)

3.7. Planejamento Experimental Fatorial Fracionado (PEFF)

O planejamento experimental fatorial ¢ um procedimento experimental e de andlise
de observacdes usado quando deseja-se avaliar a influéncia de dois ou mais fatores, que sao
as varidveis independentes passiveis de serem controladas em um mesmo experimento. Por
meio dele, € possivel estimar efeitos principais de cada um dos fatores e também das
interacdes de diferentes ordens entre eles. A dificuldade desse tipo de planejamento, no
entanto, deve-se ao elevado nimero de experimentos exigidas na sua execucao.

E possivel, no entanto, utilizar apenas uma parte do tratamento fatorial completo,
com o objetivo de reduzir o gasto de material e o tempo de pesquisa. A esse procedimento
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dd-se o nome de planejamento experimental fatorial fracionado. Apesar de reduzir
consideravelmente o nimero de experimentos realizados, esse método nio prejudica a
andlise das varidveis, pois sabe-se que na pratica, interacdes de ordem elevada podem ser
desconsideradas, j4 que normalmente ndo sdo de interesse pratico e possuem efeitos
despreziveis. Essa metodologia € usada em uma fase exploratéria, em que ha um grande
nimero de varidveis a serem estudadas, e leva em consideracdo que os efeitos mais
importantes sdo os principais e os de ordem baixa (duplas, triplas).

No presente trabalho, foi avaliada a influéncia dos pardmetros umidade (%) e volume
de in6culo (mL), e da suplementagdo com peptona (%), 6leo de soja (%), ureia (%) e glicose
(%) e suas interacdes na producdo de lipases por Yarrowia lipolytica em processo de
fermentagdo em estado sélido utilizando torta de cupuagu adicionada de farelo de soja como

matéria-prima.

3.8. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O delineamento composto central (DCC) € um dos mais populares para o ajuste de
modelos de até segunda ordem. Quando comparado ao planejamento experimental fatorial
completo, o DCC apresenta vantagens, pois possui um menor nimero de combinagdes entre
os niveis dos fatores, de modo a melhorar o dempenho do delineamento. Tal melhora deve-
se ao fato de ser demandado menos tempo de experimento, menores custos e melhor
qualidade no ajuste da superficie de resposta. O DCC ¢ vidvel em situagdes em que hd um
bom controle dos fatores que podem influenciar a resposta e quando o coeficiente de
variagdo (CV) experimental for menor do que 6% e, por isso, ele foi realizado apds o
tratamento exploratério dado pelo planejamento experimental fatorial fracionado.

O DCC ¢é constituido por trés partes: cubica (fatorial), axial (o) e central. De um
modo geral, o DCC para k fatores ¢ dado pelo conjunto constituido pelos seguintes
tratamentos.

e Parte cdbica: (1, 1, ..., 1); (-1, 1, ..., 1); ...; (-1, -1, ..., -1), totalizando 2¥
combinacdes;

e Parte axial: (-a, O, ..., 0); (o, O, ..., 0); (O, - a, ..., 0); (0, a, ..., 0); (0, 0, ..., - a);
(0, 0, ..., o), totalizando 2 * combinagdes; e

e Ponto central: (0, 0, ..., 0)

Dessa forma, sdo realizadas no total k>+2k+1 combinagdes entre os niveis dos k

fatores analisados.
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Os pontos axiais situam-se nos eixos do sistema de coordenadas com distincia o
da origem. Esses pontos ndo contribuem para a estimativa das intera¢des, mas colaboram
em grande parte para a estimativa dos termos quadraticos do modelo de segunda ordem. Os
pontos cibicos sdo os responsdveis por estimar os efeitos das interagdes e sdo usados em
ajustes de modelos de primeira ordem, com ou sem interagdes duplas entre os fatores. O
ponto central, quando repetido, é responsavel por estimar o erro puro e, além disso, pela
estimativa dos efeitos quadraticos.

E possivel observar a caracteristica sequencial desse modelo, pois os pontos fatoriais
auxiliam na estimativa das interacdes entre os fatores e dos termos lineares, ao passo que os
pontos centrais informam sobre a existéncia de curvaturas no sistema. Caso haja a presenca
de curvatura, o acréscimo dos termos axiais permite a estimativa dos termos quadraticos de
forma mais eficiente.

E possivel usar o DCC em diferentes regides de interesse experimental e da regido
de operacdo devido a sua flexibilidade e disponibilidade de diversas variagdes. Essas
variagdes se ddo em fungdo das diversas possibilidades de escolha do valor de o, que depende
em geral das regides de interesse e operacionalidade. Os valores de o mais comumente
escolhidos estdo entre 1 e \ o porque isso impede que, conforme o k aumente, os pontos
axiais fiquem muito distantes do ponto central, o que impediria que a regido intermedidria
fosse investigada.

Um fator importante € que o delineamento tenha relativa estabilidade em relagdo a
distribuicdo da variincia dos valores preditos da resposta. Com o objetivo de obter tal
distribuicdo, BOX e HUNTER (1957) propuseram o conceito de rotacionalidade como
critério para a escolha do a. O delineamento composto central é considerado rotacional
quando as variincias das predi¢cdes da resposta variam apenas com a distdncia do ponto
central.

Assim, o DCC pode ser considerado um delineamento composto central rotacional
(DCCR) quando:

+ 0 = +H2K

k = nimero de fatores

O valor de o € muito importante, pois € determinante para o DCC na medida em que
pode ser usado para tornar os coeficientes de regressdo ortogonais ou para dar ao DCC a
propriedade da rotacionalidade. Além disso, a escolha do a pode minimizar o desvio da
superficie de resposta ajustada a sua forma verdadeira nos casos em que a mesma nao é

quadrética.
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Qualquer valor pode ser escolhido para o e para o niimero de pontos centrais; porém,
essa escolha deve ser feita no sentido de facilitar o tratamento dos dados. No caso do DCC
com dois fatores, por exemplo, esse objetivo € alcancado ao escolher o igual a 1,4142 e cinco
pontos centrais, pois ele passa a ter a propriedade da rotacionalidade e da ortogonalidade.

Portanto, para um determinado nimero de fatores e, dependendo dos valores
escolhidos para o e para o nimero de repeti¢des do ponto central, o DCC possibilita a escolha
entre os tipos ortogonal e (ou) rotacional e a divisdo ortogonalmente em blocos, além de
permitir o uso de um menor nimero de combinagdes entre os niveis dos fatores estudados

quando comparado ao delineamento fatorial completo.

3.8.1. Coeficiente de variacao

A qualidade e confiabilidade dos experimentos realizados € uma constante
preocupacio em qualquer drea da ciéncia. Assim, para tirar conclusdes de forma mais segura
e correta possivel, é recomenddvel que todas as informagdes disponiveis sejam exploradas
na avaliacdo e interpretagc@o dos resultados estatisticos obtidos por meio da experimentagao.

Uma das maneiras de avaliar a qualidade de um experimento € por meio da
quantificag@o do erro experimental, que indica o controle da variabilidade casual e a precisdo
do experimento.

Para quantifica-lo, vamos utilizar o coeficiente de variacdo (CV) residual, definido

como o desvio-padrdo expresso em porcentagem da média, calculado da seguinte forma:

+JQ@MRes

CV (%) = 100 » =

onde: QMRes é o quadrado médio do residuo da andlise de varidncia
Y é a média geral da varidvel resposta Y obtida no experimento

GARCIA (1989) afirma que o CV permite comparacdes entre varidveis e naturezas
distintas no que diz respeito a precisdo dos dados. Assim, quanto menor o CV, menor € o
erro experimental e mais homogéneos sdo os dados obtidos sob as mesmas condigdes.
Entretanto, para avaliar a mesma caracteristica em experimentos distintos, € necessario
tomar alguns cuidados.

Segundo COUTO et al (2010), a faixa de classificacdo e a magnitude dos coeficientes
de variacao variam de acordo com a natureza das varidveis observadas. Portanto, a utilizagdo
do CV como critério de andlise e comparagdo da precisdo experimental deve ser feita com

atengdo, pois os resultados obtidos podem ser oriundos de condi¢des experimentais, detalhes
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do planejamento, delineamentos, tratamentos e tamanhos de parcela distintos, além de
caracteristicas proprias da varidvel de estudo, que também podem influenciar os resultados.

A alteracdo dos valores dos coeficientes de variagdo em fun¢ido do ramo da ciéncia
em estudo e do tipo de varidvel analisada evidencia a necessidade de haver referenciais
diferenciados em relagdo a andlise de precisdo dos experimentos.

Apesar de todas as consideracdes que devem ser feitas quanto a classificacdo e
avaliagdo dos coeficientes de variacdo, FERREIRA (1991) propos classifica-los da seguinte
forma em relag@o a precisdo experimental:

Otima: CV < 10%;

Boa: 10 < CV <15%;

Regular: 15 < CV <20%

Ruim: 20 < CV <30%

Péssima: CV > 30%

3.8.2. Intervalo de confianca

Além da estimativa do valor pontual de um parimetro, em diversas situacdes, €
importante dispor de um intervalo que indique a confianca que se pode depositar na
estimativa pontual (PIRES, 2000). Assim, o intervalo de confianca (IC) € uma estatistica
intervalar de um pardmetro. Em vez de estima-lo por um tnico valor, é dado um intervalo
de estimativas.

Intervalos de confianga podem ser usados para indicar a confiabilidade da estimativa.
Por exemplo, um IC pode ser usado para descrever quio confidveis sdo os resultados de uma
pesquisa ja que aquelas que apresentarem intervalos de confianca menores podem ser
consideradas mais confidveis do que as que resultam em um IC maior. Em suma, quanto
maior for o IC, maior é a probabilidade de encontrar valores discrepantes para um mesmo
parametro.

O intervalo de confianca é fortemente influenciado pelo desvio-padrdo residual. Em
um experimento onde hd muita ocorréncia de erro aleatério, é possivel que esse erro
provoque um afastamento da estimativa do parametro em relacdo ao seu verdadeiro valor.

Portanto, para experimentos com altos valores de coeficiente de variacdo devido a
uma forte presencga de erro experimental, ocorrerd um aumento do intervalo de confianca

para qualquer um dos parametros estudados.
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4. ANALISE MERCADOLOGICA

Segundo FREEDONIA (2018), o mercado global de enzimas movimentou 4,4 bilhdes
de ddlares em 2018 e tem projecdo de crescimento de 4,0% ao ano, de modo a atingir 5,0
bilhdes de ddlares em 2021. Esse aumento deve-se ao aumento da demanda por produtos
que utilizam enzimas em seus processos de producdo, como na industria alimenticia, de
bebidas, detergentes e biocombustiveis. Dentre os vdrios tipos de enzimas comercializadas,

as que se destacam sdo as carboidrases, proteases, polimerases, nucleases e lipases.

Impulsionadas por sua versatilidade, as lipases apresentam destaque no cendrio
mundial de enzimas pois permitem a catélise de reacdes de hidrdlise e de sintese, muitas
vezes de forma quimio e regioseletiva. Esta caracteristica faz com que as lipases apresentem
aplicacdo em vdrios setores, como por exemplo, na indistria alimenticia, farmacéutica, de
quimica fina, oleoquimica, dentre outros. Dessa forma, as lipases representam 5% do

mercado mundial de enzimas, com projecdo de crescimento da demanda em 7,9% ao ano.

As lipases obtidas de microrganismos s@o as mais utilizadas em nivel industrial, devido
a sua relativa facilidade de producio e abundéncia de microrganismos capazes de sintetiza-
las. Os fungos sdo especialmente valorizados porque as enzimas por eles produzidas

normalmente sdo extracelulares, o que facilita a sua recuperagdo do meio de fermentacéo.

Neste mercado, as empresas que comercializam lipases com maior destaque no cendrio
mundial sdo a lider mundial Novozymes A/S; seguida por DSM e DuPont, além da AB
Enzymes; Advanced Enzyme Technologies Limited; Biocatalysts LTD.; Buckman
Laboratories INC.; Enzyme Solutions PTY. LTD.; e Specialty Enzymes & Biotechnologies
CO (Bcc Research, 2014). A Novozymes é uma empresa de origem dinamarquesa, presente

em 130 paises e que detém aproximadamente 47% do mercado global de enzimas.

As empresas competem principalmente com base na qualidade do produto, seu
desempenho e capacidade de inovagdo. A América do Norte e Europa sdo os maiores
consumidores de lipases industriais, embora a Asia esteja passando por um crescimento
acentuado devido 4 demanda gerada pela China, Japio e India, refletindo a forca das

economias destes paises nos dias atuais (ADRIO e DEMAIN, 2014).

Com o intuito de analisar a incidéncia de artigos e patentes publicados sobre os temas
abordados no presente trabalho, realizou-se o mapeamento tecnoldgico na base Scopus

(Elsevier). A metodologia consistiu em buscar as palavras-chave deste trabalho nos campos
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Titulo, Resumo e Palavra-chave das bases de artigos e patentes. Tanto artigos quanto
patentes foram divididos de acordo com o ano de publicagdo. Além disso, analisou-se os
paises de publicacdo dos artigos e os escritorios responsaveis pelas patentes. Os resultados

encontram-se abaixo:

1. Lipase

Ao buscar apenas a palavra “lipase”, foram encontrados 77.009 artigos e 120.112

patentes, distribuidos ao longo dos anos conforme os gréficos abaixo:
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Figura 7: Numero de artigos publicados por ano com a palavra-chave “lipase”
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Figura 8: Niimero de patentes reconhecidas por ano com a palavra-chave

“lipase”
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E possivel observar que, a curva de artigos publicados tem a parte ascendente
iniciada na década de 60, tendéncia que se inicia apenas nos anos 80 na curva de patentes.
Ambas as curvas atingem seu ponto maximo nos anos 2000, sendo os maiores nimeros
registrados em 2018 para artigos (3.484) e em 2017 para patentes (6.506). Em 2019, os
valores registrados sido consideravelmente menores que os dos anos anteriores, indicando

o inicio de uma possivel fase de maturidade do tema.

Em termos de distribuicdo desses artigos e patentes ao redor do mundo, os Estados
Unidos lideram o tema, ficando muito a frente do segundo colocado em ambos os gréficos,
como pode ser observado abaixo. O Brasil figura entre os paises que mais estudaram o
tema “lipases”, ocupando a 12* posi¢do no ranking, com um total de 2.110 artigos

publicados.
Artigos "lipase"

Estados Unidos mammmmmmmmm 16663
China S 7325
Japio EEEEESESSSS—— 7060

Alemanha IEEEEEESSSS———— 4851

india T 4278

Franca IEEEsssm———— 4130
Reino Unido s 3539

Espanha s 3179

Itdlia D———— 2984
Canadd mmmmmmms 2938

Suécia m—— 2282

Brasil mmmm—— 2110

Figura 9: Numero de artigos publicados por pais com a palavra-chave

“lipase”
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Patentes "lipase"

United States Patent & Trademark Office _ 71822
Japan Patent Office _ 30832

European Patent Office - 12895
World Intellectual Property Organization - 9834

United Kingdom Intellectual Property Office I 1529

Figura 10: Ndimero de patentes reconhecidas por banco com a palavra-chave

“lipase”

2. Yarrowia lipolityca

Ao buscar apenas as palavras “yarrowia + lipolityca”, foram encontrados 3.108

artigos e 11.312 patentes, distribuidos ao longo dos anos conforme os graficos abaixo:
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Figura 11: Numero de artigos publicados por ano com as palavras-chave

“yarrowia + lipolityca”
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Patentes "yarrowia + lipolytica"
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Figura 12: Numero de patentes reconhecidas por ano com as palavras-chave

“yarrowia + lipolityca”

Ao buscar as palavras-chave “yarrowia + lipolytica”, observa-se que ascensdo do
tema se inicia nos anos 90, seguida pela curva de patentes, cujos valores comegam a
aumentar nos anos 2000. E interessante observar que tanto para lipase quanto para
Yarrowia lipolytica, o aumento do nimero de patentes se inicia dez anos apds o aumento
do ntimero de artigos, demonstrando que os estudos realizados foram de fato convertidos

em préaticas industriais e de pesquisa.

A Franga, os Estados Unidos e a China lideram o ranking de nimero de artigos,
enquanto o Brasil ocupa a décima posi¢do, com 119 publicagdes. Em relag@o as patentes,
os Estados Unidos (por meio do United States Patent & Trademark Office) apresentam
grande vantagem em relag@o aos demais, com nimero de patentes quase 5 vezes maior que

o segundo colocado Japan Patent Office.
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Figura 13: Nimero de artigos publicados por pais com as palavras-chave

“yarrowia + lipolityca”

Patentes "yarrowia + lipolytica"
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Figura 14: Nimero de patentes reconhecidas por banco com as palavras-chave

“yarrowia + lipolityca”

3. Solid state fermentation (fermentagéo no estado sélido)

Ao buscar as palavras “solid + state + fermentation”, foram encontrados 7.024 artigos

e 128.551 patentes, distribuidos ao longo dos anos conforme os gréaficos abaixo:
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Artigos "solid + state + fermentation”
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Figura 15: Ndmero de artigos publicados por ano com as palavras-chave

“solid + state + fermentation”
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Figura 16: Numero de patentes reconhecidas por ano com as palavras-chave

“solid + state + fermentation”

Ao procurar pelas palavras chave “solid + state + fermentation” (fermentacdo no
estado sélido), observa-se uma tendéncia muito semelhante a pesquisa por “yarrowia +
lipolytica”, com ascensdo do tema nos anos 90, seguida pela curva de patentes, cujos
valores comecam a aumentar nos anos 2000. A curva de patentes atinge seu pico no ano

de 2015, com 7.014 patentes reconhecidas.
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Geograficamente, India, China e Brasil lideram o ranking de paises em termos de
artigos publicados, demonstrando uma variacio ao que foi observados nas duas pesquisas
anteriores nas quais pafses da Europa e os Estados Unidos ocupavam essas posi¢des. E
interessante observar que, em termos de patentes, os Estados Unidos continuam como o
maior pais emissor, demonstrando uma alta capacidade de converter as pesquisas

realizadas em tecnologias de processo efetivas.

Artigos "solid + state + fermentation”

india T 1649
China I 1168
Brasil NI 809
Estados Unidos mmmmsssssssssss 462
México mmm———— 283
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Maldsia m———— 207
Egito mmmmm 189
Paquistdao mmmmm 160
Japdo mmmmm 155
Alemanha M 154

Figura 17: Numero de artigos publicados por pais com as palavras-chave

“solid + state + fermentation”

Patentes "solid + state + fermentation"

United States Patent & Trademark Office _5824
Japan Patent Office _ 38526
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United Kingdom Intellectual Property Office . 3939

Figura 18: Numero de patentes reconhecidas por banco com as palavras-chave

“solid + state + fermentation”
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4, Lipase + Yarrowia lipolityca
Ao buscar as palavras “lipase + yarrowia + lipolityca”, foram encontrados 362

artigos e 4.162 patentes, distribuidos ao longo dos anos conforme os graficos abaixo:

Artigos "lipase + yarrowia + lipolytica"
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Figura 19: Numero de artigos publicados por ano com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca”
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Figura 20: Nimero de patentes reconhecidas por ano com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca”

35



Nesse caso, observamos nimeros menores de artigos e patentes publicados em
relacdo as trés pesquisas anteriores, demonstrando que a utiliza¢do de Yarrowia lipolytica
para a producio de lipases € um tema recente e ainda pouco explorado. A maior incidéncia
de publicagdes se deu ao longo dos tltimos 10 anos, com valores maximos em 2012 para

artigos (36) e em 2014 para patentes (420).

A China e a Franca sdo os paises com mais artigos publicados: 86 e 62,
respectivamente. O Brasil se encontra na quarta posi¢ao, com 32 publica¢gdes. Assim como
na pesquisa que usou “solid + state + fermentation” como palavra-chave, em termos de
patentes, os Estados Unidos continuam como o maior pais emissor, mesmo tendo poucos

artigos sobre o tema.

Artigos " lipase + yarrowia + lipolytica"
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Figura 21: Numero de artigos publicados por pais com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca”
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Patentes " lipase + yarrowia + lipolytica"
United States Patent & Trademark Office _ 3188
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United Kingdom Intellectual Property Office 1

Figura 22: Nimero de patentes reconhecidas por banco com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca”

5. Lipase + Yarrowia lipolityca + solid state fermentation

Ao buscar as palavras “lipase + yarrowia + lipolityca + solid + state + fermentation”,
foram encontrados 15 artigos e 2.936 patentes, distribuidos ao longo dos anos conforme os

gréficos abaixo:

Artigos "lipase + yarrowia + lipolytica + solid + state +
fermentation"
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Figura 23: Numero de artigos publicados por ano com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca + solid + state + fermentation”
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Patentes “lipase + yarrowia + lipolityca + solid + state +
fermentation”
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Figura 24: Numero de patentes reconhecidas por ano com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca + solid + state + fermentation”

Nesse cendrio, observa-se uma tenéncia diferentes das demais pesquisas, pois o
nimero de artigos e patentes realizados € muito inferior, demonstrando que o uso de
fermentagdo no estado sdlido com Yarrowia lipolytica para a produgdo de lipases ainda é
uma tecnologia recente e embriondria, com muito potencial a ser explorado. Além disso,
o Brasil lidera o ranking em termos de artigos, seguido por India e China, ao passo que os

Estados Unidos seguem lideres em relacdo ao nimero de patentes reconhecidas.

Artigos "lipase + yarrowia + lipolytica + solid + state +
fermentation"
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Figura 25: Numero de artigos publicados por pais com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca + solid + state + fermentation”
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Patentes “lipase + yarrowia + lipolityca + solid + state +
fermentation”

United States Patent & Trademark Office _2347

Japan Patent Office - 266
European Patent Office - 263
World Intellectual Property Organization I 59

United Kingdom Intellectual Property Office 1

Figura 26: Nimero de patentes reconhecidas por banco com as palavras-chave

“lipase + yarrowia + lipolityca + solid + state + fermentation”
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1.  Microrganismo e meio de manutenciao

Para o presente trabalho foi utilizada a cepa de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 isolada
do estudrio da baia de Guanabara, Rio de Janeiro, Brasil por Haegler e Mendonga-Haegler
(1981). As células foram conservadas a 4°C em tubos de ensaio com meio YPD (“Yeast
Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v): extrato de 1&évedo 1%, peptona 2%, glicose

2% e agar-agar 2%.

Previamente a inocuc¢ao das células de Y. lipolytica ao meio de FES, um pré-inéculo
foi realizado em frascos erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio YPD (“Yeast
Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v): extrato de 1évedo 1%, peptona 2% e glicose

2%.

Foi adicionada uma al¢cada de células previamente cultivadas em meio YPD-agar
inclinado (meio de manutencdo) e a mistura foi agitada em placa a 160 rpm e 28 °C por 72

horas.

5.2. Preparo das matérias-primas

Anteriormente ao inicio das fermentagdes e inoculagdo das células de Y. lipolytica
ao meio fermentativo, as matérias-primas utilizadas (tortas de cupuacu, andiroba e farelo)

foram esterilizadas em autoclave a 1,0 atm por 20 minutos.

5.3. Inoculacio do meio fermentativo

Em todas as etapas, o meio fermentativo foi preparado em capela de fluxo laminar,
adicionando-se a matriz sélida (torta de andiroba ou cupuacgu e/ou farelo de soja), 4gua (pura
ou com suplementos) e indculo celular em biorreatores de prolipopileno de 250 mL.
Posteriormente, a mistura foi agitada manualmente, para homogeneizacido dos componentes
e melhor aeracdo da torta, e protegida com tecido hidrofébico. Tanto as tortas de andiroba e
cupuagu quanto o farelo de soja selecionados apresentavam granulometria menor ou igual a

1,18 mm.

Na fermentacdo ndo-suplementada, a matriz sélida era composta apenas pela torta de

andiroba ou cupuagu e a umidade foi ajustada pela adi¢do de dgua destilada.
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Na fermentag¢do suplementada com farelo de soja, a matriz s6lida era composta pela

torta de andiroba ou cupuacu adicionadas de farelo de soja e a umidade foi ajustada pela

adi¢do de dgua destilada.

Para a realizac@o do planejamento experimental fatorial fracionario (PEFF), a matriz

solida era composta pela torta de andiroba ou cupuagu adicionadas de farelo de soja e a

umidade foi ajustada pela adi¢do de emulsdes contendo dleo de soja, ureia, peptona e glicose.

Para a realizagdo do delineamento composto central rotacional (DCCR), a matriz

sOlida era composta pela torta de andiroba ou cupuagu adicionadas de farelo de soja e a

umidade foi ajustada pela adi¢do de emulsdes contendo 6leo de soja, ureia e peptona.

Abaixo, a Tabela 5 resume os parametros utilizados em cada umas das etapas

fermentativas.
Tabela 5: Parametros utilizados em cada etapa fermentativa
Fermentacdo | Planejamento | Delineamento
Fermentacao
suplementada | experimental composto
Componente nao
com farelo de fatorial central
suplementada
soja fracionario rotacional
Torta de andiroba ou
10,0 g 6,7¢g 6,7¢g 6,7¢g
cupuagu
Farelo de soja - 33¢g 33¢g 33¢g
Umidade 60 % 60 % 50a70 % 55 %
Concentragdo de células
(mg células / g 0,69 0,69 0,69 a 2,07 2,07

torta/farelo seco)

O ajuste de umidade foi realizado segundo a relagéo abaixo:

Umidade (%) = %X 100

1

m;i: massa da amostra apds a adi¢do de dgua

mp: massa inicial da amostra
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5.4. Fermentacio no estado sélido

A FES foi conduzida durante diferentes intervalos de tempo em estufa incubadora
BOD (Biochemical Oxygen Demand), com controle de temperatura a 28 °C e umidade a
99%, com o intuito de manter a umidade do meio constante. Apds cada um dos intervalos
de tempo indicados abaixo, biorreatores em duplicatas foram retirados, da cidmara de

fermentagdo para obtencdo do extrato enzimaético.

Na fermentacdo nao-suplementada, os extratos enzimédticos analisados foram obtidos
apos 10, 20, 24, 28, 32 e 48 horas do inicio da fermentag@o. Na fermentacdo suplementada
com farelo de soja, os extratos enzimdticos analisados foram obtidos apds 7, 10, 14, 24, 28,

32, 36, 40, 44 e 48 horas do inicio da fermentacao.

Para a realizacdo do planejamento experimental fatorial fraciondrio (PEFF), os
extratos enzimaticos analisados foram obtidos apds 14 horas do inicio da fermentacdo. Para
a realizacdo do delineamento composto central rotacional (DCCR), os extratos enzimaticos
analisados foram obtidos apds 24 horas do inicio da fermentagdo. Abaixo, a Tabela 6 resume

os interalos de tempo avaliados em cada umas das etapas fermentativas.

Tabela 6: Intervalos de tempo de fermentacao avaliados em cada etapa fermentativa

Fermentacdo | Planejamento | Delineamento
Tempo de Fermentagao i
suplementada | experimental composto
Fermentacao nao
com farelo de fatorial central
(horas) suplementada
soja fraciondrio rotacional

7 X
10 X X
14 X X
20 X
24 X X X
28 X X
32 X X
36 X
40 X
44 X
48 X X
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5.5. Obtencao do extrato enzimatico

O extrato enzimadtico foi produzido por meio da adi¢do de 50 mL de solugdo tampao
fosfato de sddio 100 mM pH 7,0 a cada um dos reatores. Em seguida, os mesmos foram
incubados a 35 °C em agitador orbital a 200 rpm durante 20 minutos. A extracdo da fracio
liquida foi realizada por prensagem manual em filtro que, posteriormente, foi agitada em
centrifuga a 3000 rpm por 5 minutos para que ocorresse a separacdo dos sélidos finos e
células em suspensdo. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi separado por pipetacio e

armazenado em frascos de polipropileno em refrigerador a 10°C.

5.6. Planejamento experimental fatorial fracionario (PEFF)

O PEFF 262 foi aplicado para avaliar a relevancia dos pardmetro indicados na

Tabela 7. O ponto central foi realizado em triplicata.

Tabela 7: Parametros variaveis no planejamento experimental fatorial fracionario

Parametros Varidveis Intervalo de Confianga
Umidade 50a70%
Concentragdo de células

(mg células/g torta/farelo seco) 0.6922.07

Ureia 0a3,0% p.p

Peptona 0a3,0% p.p

Glicose 0a3,0% p.p

Oleo de soja 0a3,0% p.p

5.7. Delineamento composto central rotacional (DCCR)

O DCCR 2 foi aplicado para avaliar a relevancia dos parAmetro indicados na Tabela

8. O ponto central foi repetido trés vezes.

A matriz experimental foi avaliada pela andlise da varidncia (ANOVA) em um
intervalo de confianca de 90 % (valor de p < 0,1) para a fermentacdo utilizando a torta de

cupuacu adicionada de farelo de soja por 24 horas.
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Tabela 8: Parametros variaveis no delineamento composto central rotacional

Parametros Varidveis Intervalo de Confianga
Ureia 0a3,0% p.p
Peptona 0a3,0% p.p
Oleo de soja 0a3,0% p.p

5.8. Determinaciao da umidade

Para cada um dos intervalos de tempo de fermentagdo, amostras em triplicata da torta
tiveram sua umidade medida em balanca de umidade modelo Bel 1631 a uma temperatura
de 110 °C. Esse equipamento promove o aquecimento da amostra por meio de uma lampada
de infravermelho para que a 4gua presente evapore e, quando o material analisado alcanga
peso constante, calcula o percentual de umidade, considerando que toda a massa perdida foi

a dgua que evaporou.

5.9. Determinaciao do pH

O pH foi quantificado em cada um dos intervalos de tempo da fermentacdo, em
duplicatas, por meio de pHmetro modelo Digimed DM-22, calibrado com tampdes padrio

4,1 e 6,8 a temperatura ambiente (25°C).

5.10. Quantificacdo da atividade lipolitica pelo método titulométrico

A determinacdo da atividade lipolitica foi realizada pelo método titulométrico,
utilizando como substrato 19 mL de emulsio de 6leo de oliva 5% (m/v) e goma arabica 5%
(m/v) em de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0. O preparo da emulsio ocorreu em

um Ultraturrax, a 10.000 rpm por 3 minutos.

O ensaio foi realizado sob agitacdo magnética (200 rpm), a 37°C, sendo iniciado pela
adi¢do de 1 mL da preparagdo enzimadtica, previamente aquecida a temperatura de ensaio.
Apé6s 20 minutos de incubagdo, a reagdo foi interrompidapela adicdo de 20 mL de uma

mistura etanol e acetona (1:1 v/v).

Os 4cidos graxos formados pela hidrélise dos triacilglicerdis presentes na emulsdao
foram quantificados pela titulagdo com solu¢do 0,04 mol/L de NaOH em titulador

automético Metrohm 916 Ti-touch até um valor de pH final de 11,0 (FREIRE et al., 1997).
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O branco da reacdo foi obtido pela inativacdo da enzima por adi¢@o prévia da mistura etanol-
acetona (1:1 v/v) ao meio reacional. Uma unidade de atividade enzimadtica (1U) corresponde
a quantidade de enzima que produz 1 pmol de 4cido graxo por minuto, nas condi¢cdes de
ensaio e o calculo da atividade enzimaética foi realizado de acordo com a equacéo abaixo.

(V—=Vb) *x M %1000
A=
t*xC

onde:

A € a atividade lipolitica (U/mL)

V € o volume de solugdo de NaOH gasto para a titulacdo da amostra (mL)
Vb ¢é a volume de solugdo de NaOH gasto para a titulacido do branco (mL)
M ¢ a molaridade da solu¢do de NaOH (mmol/mL.)

t € o tempo de reacdo (min)

C é o volume do extrato bruto de lipase (mL) utilizado na reacdo

A atividade lipolitica por grama (U/g) é calculada por meio da multiplicacdo da
atividade em U/mL pelo volume de tampao utilizado na extragdo dividido pelo peso seco da

amostra fermentada, se utilizado o extrato enzimético bruto de lipase.

5.11. Quantificacao da atividade proteolitica pelo método espectrofotométrico

A medida de atividade de protease foi realizada segundo PINTO (1998). O extrato
enzimaético foi adicionado a uma solucdo de azocaseina 0,5 % em tamp@o acetato 50 mM,
pH 5,0 em iguais proporcdes (1,0 mL) e a mistura incubada por 40 minutos a 32°C. Apds
esse tempo, adiciona-se 1,0 mL de 4cido tricloroacético (TCA), objetivando a precipitacio
de proteinas ndo hidrolisadas pela protease. Em seguida, centrifuga-se a amostra (3.000 g,
10 minutos) e 2,0 mL do sobrenadante eram transferidos para um novo tubo ao qual se
adiciona 2,0 mL de KOH 5 N. A reag@o gera uma cor laranja, caracteristica dos grupamentos
azo em pH alcalino e a intensidade desta coloracdo foi medida em espectrofotometro a 428
nm, contra um branco. O branco de reagdo foi obtido pela adi¢do de TCA antes da adi¢do do

extrato enzimatico. O célculo da atividade € realizado utilizando a equacio a seguir:

45



Ao (Absi * fi — Absb * fb)
B txV

onde:

A = atividade da enzima (U L"), onde uma unidade de atividade (1U) corresponde a
diferenca unitdria de absorvancia a 428 nm por minuto de reac@o entre a amostra e o branco

de reacdo nas condicdes de reacao.
Absi = absorvancia da amostra;
fi = diluicdo da amostra;
Absb = absorvancia do branco;
fb = diluicdo do branco;
V = volume de amostra (L);

t = tempo de reacdo (min).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Analise Bromatolégica

A andlise bromatoldgica foi realizada pelo Laboratério de Controle Bromatolégico e
Microscdépico, na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro e os

resultados encontram-se nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9: Composicao centesimal, fibras totais e valor caldrico total das

tortas de cupuacu e andiroba

Cupuacgu Andiroba

Umidade (%) 4,71 7,26
Cinzas (%) 7,24 4,22
Proteinas (%) 14,86 7,95
Extrato Etéreo (%) 20,98 20,01
Carboidratos-Nifext (%)* 21,96 17,76
Fibras Insoluveis - FDA (%) 23,67 37,69
Fibras Insoliveis - NDF (%) 29,93 42,79

Hemicelulose (%) 6,27 5,10

Celulose (%) 13,01 15,30

Lignina (%) 10,66 22,39
Valor Calérico Total (Kcal/100g) 339,00 282,92

*Descontando o teor de fibras soldveis

E possivel observar que a umidade intinseca  torta de andiroba (7,26%) é maior que
ado cupuagu (4,71%). Por outro lado, o percentual de proteinas presentes na torta de cupuagu
(14,86%) ¢ aproximadamente o dobro do valor observado na torta de andiroba (7,95%),
enquanto que no farelo de soja esse nutriente representa 51,41% da amostra. Além disso, a
quantidade de fibras insoliveis (FDA) presentes nas amostras de cupuagu e andiroba foi
consideravelmente maior que a observada no farelo de soja, indicando que essa matéria

prima apresenta maior biodisponibilidade de nutrientes para a Y. lipolytica.
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Tabela 10: Composicao centesimal, fibras totais e valor calérico total do farelo

de soja

Matéria seca (MS) 88,87
Matéria orgénica (MO) 93,61
Cinza 6,39
Proteina bruta (PB) 51,41
Extrato etéreo (EE) 3,45
Fibra Bruta (FB) 6,18
FDN 12,22
FDA 10,13
Lignina 3,00

Silica -

Energia bruta(EB)

(Mcal/kg de MS) 64

Perfil de pH

Durante as etapas iniciais de fermentacdo ndo suplementada, usando cupuacu ou

andiroba adicionados de farelo de soja, o pH foi medido em duplicata em cada um dos

intervalos de tempo nos quais a fermentacdo foi interrompida para obtencdo do extrato

enzimatico. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27: Perfil de pH ap6s 48 horas de fermentacao em torta de andiroba

adicionada de farelo de soja
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Figura 28: Perfil de pH apés 48 horas de fermentaciao em torta de cupuacu

adicionada de farelo de soja

Na fermentacdo que teve como matéria-prima a andiroba adicionada de farelo de
soja, observou-se que o pH apresentou variagcdo no decorrer do experimento, pois no inicio

da fermentacdo o pH foi medido em 5,6 e, apds 48 horas, seu valor foi 7,4.

Na fermentacdo em que se utilizou o cupuagu adicionado de farelo de soja como
fonte de nutrientes, assim como no caso da andiroba, houve ligeiro aumento do valor do
pH, pois apds 7 horas de experimento o valor medido foi de 6,0 e, apds 48 horas de

fermentagdo, seu valor foi 7,8.

Tais observagdes suportam a hipdtese de que a levedura Y. lipolytica realizou a
fermentacdo dentro da faixa ideal de pH, sem que nenhum estresse i0nico interferisse na
produgdo de lipases e proteases. Além disso, pode-se concluir que a producio proteases
pelo microrganismo ocorreu em quantidades suficientes para hidrolisar as proteinas
presentes no meio, liberando compostos com grupamento amino, que, ao formar amonia,

retiram fons hidrogénio do meio, de modo a causar a elevacao de pH observada.

Na primeira etapa de fermentacdo com suplementacdo, na qual foi realizado o
planejamento experimental fatorial fracionario, o pH do meio de reacdo foi acompanhado

durante as primeiras 36 horas de experimento, conforme apresentado na Figura 29.
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Figura 29: Perfil de pH apds 36 horas de fermentacao em torta de cupuacu

adicionada de farelo de soja e suplementacao externa

E possivel observar que houve certa tendéncia de elevacio do pH, ja que no primeiro
ponto de andlise (ap6s 10 horas de fermentagdo), o valor medido foi de 5,9 e, apds 36 horas,
foi de 7,2.

A fermentagdo suplementada apresentou um perfil de pH ao longo de 36 horas
semelhante a do experimento sem suplementagdo externa. Pode-se concluir, assim, que a
presenca das substancias de suplementacdo (ureia, peptona, glicose e dleo de soja) ndo
interferiu significativamente no pH do meio fermentativo. Em adi¢éo a isso, foi possivel
observar a mesma tendéncia de crescimento do pH, caracteristica esperada devido a

producdo de proteases por Yarrowia lipolytica.

RIGO(2009) e PALMA et al. (2000) observaram semelhante elevacdo do pH em
experimentos utilizando Penicillium restrictum para a producgdo de lipases em fermentacio no

estado solido e atribuiram esse fendmeno ao consumo de dcidos graxos pelo microrganismo.

6.3. Perfil de umidade

Assim como na andlise de pH, para avaliar o comportamento da umidade ao longo
da fermentacdo, nas etapas de fermentacdo ndo suplementada, amostras da torta foram
analisadas, em duplicata, em balanca de umidade. Os valores encontrados encontram-se

nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30: Perfil de umidade apos 48 horas de fermentacio em torta de andiroba

adicionada de farelo de soja

Umidade (%)
62
58,5 580 585 589 58,4
s L el 570 2 373 56,6
54
50
46
7 10 14 24 28 32 36 40 44 48
Tempo (h)

Figura 31: Perfil de umidade apos 48 horas de fermentacao em torta de cupuacu

adicionada de farelo de soja

Na fermentacdo com andiroba adicionada de farelo de soja, observou-se que a
umidade ndo apresentou variagdo significativa, pois no inicio da fermentagdo o valor foi
medido em 58,2% e, apds 48 horas de fermentacdo, foi de 56,0%. A média de todos os

valores foi de 57,7%.

No experimento em que o cupuacu adicionado de farelo de soja foi utilizado, a
primeira leitura de umidade apresentou o valor de 57,7%, chegando a 56,5% apds 48 horas

de fermentacdo. A média todos os valores foi de 57,7%
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Essas medi¢des demonstram que as matérias-primas utilizadas foram eficientes em
reter a 4gua durante toda a fermentacdo e, consequentemente, a Yarrowia lipolytica ndo
foi submetida a estresse hidrico que comprometesse seu metabolismo. Além disso, pode-
se concluir que a estufa incubadora BOD foi eficiente em manter a umidade do meio de

fermentagdo durante todo o periodo de tempo necesséario.

Durante a primeira etapa de fermentagdo com suplementacdo, a umidade foi
medida seguindo o mesmo procedimento. Foram analisadas, em duplicatas, amostras da

torta de cupuacu adicionada de farelo de soja, cujos valores médios sdo apresentados na

Figura 32.
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Figura 32: Perfil de umidade em 36 horas de fermentacio em torta de cupuacu

adicionada de farelo de soja e suplementacido externa

Na fermentacdo em que o cupuacu adicionado de farelo de soja foi utilizado como
fonte de nutrientes, observou-se que a umidade nio apresentou variagdo significativa, ja
que no inicio da fermentagdo o valor foi medido em 57,7% e, apds 48 horas de
fermentacao, foi de 57,0%. A média todos os valores foi de 57,1%, valor semelhante ao

observado nos experimentos ndo suplementados.

E possivel concluir, portanto, que a substitui¢io da d4gua destilada pela emulsio de
suplementacdo, que contém ureia, peptona, glicose e 6leo de soja, ndo alterou
significativamente o valor da umidade média da torta no experimento. Da mesma forma
que na fermentagdo ndo suplementada, a estufa incubadora BOD foi eficiente em manter

a umidade do meio de fermentacdo durante o periodo de tempo do experimento.
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Na literatura, encontra-se a sugestdo de que o excesso de umidade afeta
negativamente as propriedades fisicas do substrato, causando a aglutinacio das prticulas e
consequente ineficiéncia de tranferéncia de oxigénio. Por outro lado, niveis de umidade
abaixo do ideal prejudicam o crescimento microbiano devido ao insuficiente inchaco das
particulas. IMANDI e companheiros, 2010 encontraram atividade lipolitica méxima quando
Y. lipolytica foi cultivada em torta de palma a 70% de umidade inicial. MOFTAH e
companheiros, 2013 obtiveram maior producgdo de lipases quando cultivou Y. lipolytica em
residuos do processamento do 6leo de oliva a 55% de umidade. Observa-se que os requisitos
de umidade ndo dependem apenas dos microrganismos empregados, mas também do tipo de

substrato, especialmente no tocante a sua capacidade de retencdo de dgua.

6.4. Producio de lipases por Y. lipolytica por FES na auséncia de
suplementacio
Inicialmente, avaliou-se a viabilidade da produgdo de lipase, por Yarrowia lipolytica,

em fermentacdo no estado sdlido utilizando as tortas de cupuagu e andiroba, sem nenhuma

forma de suplementacdo. Os resultados obtidos encontram-se nas Figuras 33 e 34.
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Figura 33: Atividade lipolitica e produtividade apés 48 horas de fermentaciao

em torta de cupuacu

E possivel observar que a curva que representa a atividade lipolitica tem tendéncia
descendente durante as 48 horas de fermentagdo. O maior valor foi observado apés 10
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horas de fermentacdo, 1,9 U/g, e a partir de 20 horas, a atividade apresentou valores
inferiores a 0,5 U/g.

A produtividade foi calculada dividindo-se o valor da atividade lipolitica pelo tempo
de fermentacdo em cada um os pontos. O maior valor foi calculado em 10 horas de

experimento e foi igual a 0,2 U/g.h.
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Figura 34: Atividade lipolitica e produtividade apés 48 horas de fermentac¢iao

em torta de andiroba

Observa-se que a curva que representa a atividade lipolitica tem tendéncia
semelhante a da fermentacdo em cupuagu. O maior valor foi observado apds 10 horas de
fermentacgao, 4,5 U/g, e a partir de 20 horas, a atividade apresentou valores inferiores a 4,0

U/g. O maior valor de produtividade foi calculado em 10 horas de experimento e foi igual

a 0,5 U/g.h.

Diversos autores avaliaram a produgéo de lipases por fermentacao no estado s6lido
utilizando co-produtos da agroindustria e obtiveram atividade lipolitica superior. KAMINI
(1998) utilizou A. niger MTCC2594 em torta de gergelim e obteve atividade lipolitica de
363,6 U/g. DOMINGUEZ (2003) observou atividade de 69 U/g ao conduzir a FES em
farelo de trigo por Y. lipolytica. KEMPKA (2008) conduziu a fermentagdo por P.
verrucosum em farelo de soja e obteve atividade de 40 U/g. Esses resultados indicam que
as tortas de cupuacu e andiroba na auséncia de qualquer forma de suplementacdo néo foram

substratos adequados para Y. lipolytica, provavelmente pela sua baixa capacidade de reter
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a dgua presente no meio de fermentacéo e, por isso, decidiu-se por estudar a suplementagao

das tortas com farelo de soja.

6.5. Producio de lipases por Y. lipolytica por FES utilizando

suplementacao com farelo de soja

Buscou-se avaliar a viabilidade da produgao de lipase, por Yarrowia lipolytica, em
fermenta¢do no estado sdlido utilizando as tortas de cupuagu e andiroba adicionadas de
farelo de soja, sem nenhuma outra forma de suplementagdo externa. Além disso, buscou-
se comparar as atividades lipolitica e proteolitica, bem como a produtividade de ambas as
enzimas, dos extratos brutos para determinar qual das tortas seria mais eficiente e, assim,
seguir para as proximas etapas do planejamento experimental com o objetivo de otimizar

ainda mais a producdo por meio da suplementacio externa da torta escolhida.

Os valores de atividade lipolitica e produtividade calculados para cada um dos
intervalos de tempo na fermentacdo que teve a torta de cupuagu como fonte principal de

nutrientes encontram-se na Figura 35.
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Figura 35: Atividade lipolitica e produtividade apos 48 horas de fermentacao em

torta de cupuacu adicionada de farelo de soja

E possivel observar que a curva que representa a atividade lipolitica tem tendéncia

ascendente durante as primeiras 40 horas de fermentagdo e, apds esse tempo, €
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drasticamente reduzida, chegando ao valor de 32,1 U/g ao final das 48 horas de

experimento. O maximo valor observado ocorreu apds 40 horas e foi de 57,3 U/g.

Observa-se que as maiores produtividades ocorreram no inicio da fermentagao,
tendo os maiores valores atingidos entre 10 e 28 horas e, a partir de 32 horas de
fermnetagdo teve tendéncia descendente, até atingir o valor de 0,7 U/g.h ao final das 48
horas. O maior valor calculado ocorreu ap6s 24 horas (1,9 U/g.h). A reducdo da atividade
enzimatica apds 40 horas de fermentacdo pode ser explicada pela acdo das proteases, que

hidrolisam as lipases, moléculas de estrutura proteica.

Os valores de atividade proteolitica e produtividade calculados para cada um dos
intervalos de tempo na fermentacio que teve a torta de cupuagu como fonte principal de

nutrientes encontram-se na Figura 36.
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Figura 36: Atividade proteolitica e produtividade em 36 horas de fermentaciao em

torta de cupuacu adicionada de farelo de soja

Observa-se que a curva que representa a atividade proteolitica tem tendéncia
ascendente durante as primeiras 32 horas de fermentacdo e, apds esse tempo, é
drasticamente reduzida, chegando ao valor de 19,9 U/g ao final de 36 horas de

experimento. O maximo valor observado ocorreu apds 32 horas e foi de 34,8 U/g.

Em relacdo a produtividade, € possivel observar que os maiores valores ocorreram
na segunda metade da fermentagdo, tendo os maiores valores atingidos entre 24 e 32 horas
e que, a partir da hora 32 teve tendéncia descendente, até atingir o valor de 0,6 U/g.h ao

final das 36 horas. O maior valor calculado ocorreu apés 32 horas (1,1 U/g.h).
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Os valores de atividade lipolitica e produtividade calculados para cada um dos
intervalos de tempo na fermentagc@o que teve a torta de andiroba como fonte principal de

nutrientes encontram-se na Figura 37.
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Figura 37: Atividade lipolitica e produtividade em 48 horas de fermentaciao em

torta de andiroba adicionada de farelo de soja

E possivel observar que a curva que representa a atividade lipolitica tem tendéncia
ascendente durante as 48 horas de fermentacio, quando atinge o maximo valor observado,

que foi calculado em 59,6 U/g.

Em adi¢@o a isso, observou-se que a maior produtividade ocorreu no inicio da
fermentacao, tendo seu pico apds 10 horas, quando ocorreu o maior valor calculado, de 1,7
U/g.h. Seguiu-se a isso, uma etapa de decréscimo da produtividade até a 24* hora de
experimento. Entre as horas 28 e 48, o valor da produtividade se manteve oscilante em

torno de uma média de 1,3 U/g.h até atingir o valor de 1,2 U/g.h ao final das 48 horas.

Os valores de atividade proteolitica e produtividade calculados para cada um dos
intervalos de tempo na fermentac@o que teve a torta de andiroba como fonte principal de

nutrientes encontram-se na Figura 38.
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Figura 38: Atividade proteolitica e produtividade em 36 horas de fermentaciao em

torta de andiroba adicionada de farelo de soja

Foi observado que a curva que representa a atividade proteolitica tem tendéncia
ascendente durante as 36 horas de fermentag@o analisadas, quando atinge seu maximo

valor, de 31,9 U/g.

Em relacdo a produtividade, € possivel observar que os maiores valores ocorreram
na segunda metade da fermentacéo, tendo os maiores valores atingidos entre 24 e 36 horas.
O valor méaximo calculado ocorreu em 32 horas de experimento e foi de 1,0 U/g.h. Esses
dados mostram-se compativeis com o esperado, tendo em vista que nas primeiras horas
ocorre a fase “lag” do crescimento microbiano, no qual o mesmo se adapta as condi¢des

do meio, ndao havendo divisdo celular.

Conclui-se, assim, que a levedura teve ambiente adequado, em termos de umidade,
pH e acesso a nutrientes, pois foi capaz de produzir lipases e proteases extracelulares ao
longo das 48 horas de experimento. Comparativamente, as atividades lipoliticas foram
muito superiores as observadas na etapa anterior, na auséncia de farelo de soja,
confirmando a hipdtese de que a capacidade deste suplemento de reter umidade foi

determinante para o crescimento de Y. lipolytica.

Em ambos os casos, a queda da atividade lipolitica observada sugere a
possibilidade da produgdo de proteases ter reduzindo os niveis de lipases extracelulares
contidas no meio da fermentacdo, comportamento este observado em pesquisas anteriores
sobre producgdo de lipases microbianas (DI LUCCIO et al., 2004; PALMA et al., 2000;

GOMBERT et al., 1999).
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Conforme citado anteriormente, um dos objetivos do presente trabalho foi realizar
uma anélise comparativa entre as duas matérias primas que, adicionadas do farelo de soja,
foram utilizadas como matriz de fixacdo e fonte de carbono e nitrogénio para o
microrganismo. A observacdo dos graficos evidencia que tanto a andiroba quanto o
cupuagu foram biodisponiveis no fornecimento de nutrientes para a levedura, que

apresentou crescimento e produgdo de lipases e proteases em ambos 0s casos.

Os méaximos valores calculados de atividade lipolitica foram préximos para a
andiroba e o cupuagu: 59,6 U/g e 57,3 U/g, respectivamente. Em adicdo a isso, as
produtividades da enzima apresentaram semelhangas, tendo seus maiores valores

calculados em 1,7 U/g.h e 1,9 U/g.h para a andiroba e o cupuagu, respectivamente.

A produtividade é um fator muito importante em um processo de interesse
industrial, pois quanto maior ela for, menores sdo os custos unitdrios para cada unidade de
produto final. Além disso, como a fermentacdo em estado sdlido € realizada em processo
de batelada, o fator tempo € determinante para a viabilidade econdmica da planta, ja que
as bateladas ocorrem sequencialmente em um mesmo conjunto de equipamentos. Esse fato
fez com que o cupuagu, que apresentou o maior valor de produtividade calculado, fosse
escolhido como a matéria-prima de melhor desempenho e usado nas etapas posteriores do
planejamento experimental (tentativa de otimizacdo do processo fermentativo para a
producdo de lipase): o planejamento experimental fatorial fraciondrio (PEFF) e o

delineamento composto central rotacional (DCCR).

6.6. Planejamento experimental fatorial fracionario (PEFF)

Na etapa do planejamento experimental, a fermentacdo foi realizada utilizando a
torta de cupuagu adicionada de farelo de soja com um tempo de fermentagdo fixado em 14
horas. A atividade lipolitica foi medida pelo método titulométrico e os resultados

encontram-se na Tabela 11.

Para o modelo gerado o coeficiente de regressio (R?) foi de 0,87, indicando que 87
% de variancia pode ser explicada para o modelo gerado para a producio de lipase em torta

de cupuacu adicionada de farelo de soja.

59



Tabela 11: Parametros e atividade lipolitica em cada ensaio do planejamento

experimental fatorial fracionario

Ensaio Umidade \'/O,(lil;me Ureia Peptona | Glicose élsi)?ade iggii?g;
(%) in6culo (%) (%) (%) (%) (Ulg)
(mL)

1 50,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 21,5

2 60,0 1,0 0,0 0,0 2,0 0,0 19,3

3 50,0 3,0 0,0 0,0 2,0 2,0 40,2

4 60,0 3,0 0,0 0,0 0,0 2,0 36,4

5 50,0 1,0 2,0 0,0 2,0 2,0 40,2

6 60,0 1,0 2,0 0,0 0,0 2,0 20,6

7 50,0 3,0 2,0 0,0 0,0 0,0 80,3

8 60,0 3,0 2,0 0,0 2,0 0,0 48,6

9 50,0 1,0 0,0 2,0 0,0 2,0 60,3
10 60,0 1,0 0,0 2,0 2,0 2,0 30,6
11 50,0 3,0 0,0 2,0 2,0 0,0 78,0
12 60,0 3,0 0,0 2,0 0,0 0,0 103,8
13 50,0 1,0 2,0 2,0 2,0 0,0 61,9
14 60,0 1,0 2,0 2,0 0,0 0,0 37,4
15 50,0 3,0 2,0 2,0 0,0 2,0 84,6
16 60,0 3,0 2,0 2,0 2,0 2,0 81,4
17(c) 55,0 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0 72,4
18(c) 55,0 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0 70,0
19(c) 55,0 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0 80,5

O diagrama de Pareto disposto na Figura 39 evidenciam quais foram as varidveis e

suas interacdes estatisticamente relevantes para a atividade enzimatica dos extratos brutos

de lipase.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Atividade lipasica (U/g)
2¥*(6-2) design; MS Pure Error=30,4563
DV: Atividade lipasica (U/g)

11,8424

] s
/////////////% 4.100134
/////////////

20¥6 | 26098

(2)Inéculo (mL)

(4)Peptona (% )

1*2%4

(1)Umidade (%) -4,02312
1by3
(3)Uréia (%)
1y2

22,5581

(6)0leo de soja (%)

2by4 2425833

p=1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 39: Diagrama de Pareto obtido no Planejamento Experimental Fatorial

Fracionario

Dentro das condicdes testadas para o extrato bruto de lipase obtido em torta de
cupuagu adicionada de farelo de soja, o termo linear das varidveis volume de indculo (mL),
peptona (%), umidade (%) e ureia (%) foram relevantes, sendo o termo linear de volume
de indculo (mL) o que obteve maior significancia. A interacdes de segunda ordem que
apresentaram relevancia foram entre os parametros volume de inculo com 6leo de soja e
umidade com percentual de ureia. Além disso, a interacdo de terceira ordem entre umidade,
volume de in6culo e peptona também apresentou expressiva relevancia no tratamento dos

dados deste planejamento experimental.

O parametro 6leo de soja, bem como sua interagdo quadritica com umidade e
peptona ndo apresentaram significancia segundo as premissas consideradas, pois o valor

de p foi menor do que 0,1.

Ao comparar os resultados obtidos nessa etapa com os da etapa anterior, na qual
ndo houve suplementacdo externa, € possivel verificar 81% de aumento da atividade
lipolitica, assim como outros autores, que demonstraram que diferentes fontes de
nitrogénio usadas como suplementos em meios fermentativos podem aumentar

consideravelmente a producdo de lipases extracelulares. Pode-se citar a producido de
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lipases microbianas por FES em torta de Jatropha curcas (MAHANTA et al., 2008), bagaco
de cana (RODRIGUES et al., 2006) e torta de babacu (GOMBERT et al., 1999).

6.7. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Na etapa do delineamento comporto central rotacional, a fermentagéo foi realizada
utilizando a torta de cupuacu adicionada de farelo de soja durante 24 horas, pois nesse
intervalo de tempo obteve-se a maior produtividade de lipase na fermentacdo sem
suplementagdo. De acordo com o observado no Planejamento Experimental Fatorial
Fraciondrio, nessa etapa o volume de inéculo foi fixado em 3,0 mL (2,07 mg células / g
torta/farelo seco) e a umidade foi mantida em 55%. Os pardmetros peptona (%), uréia (%)
e 6leo de soja (%) foram avaliados no DCCR. A atividade lipolitica foi mensurada pelo

método titulométrico e os resultados encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12: Parametros e atividade lipolitica em cada ensaio do delineamento

composto central rotacional

Ensaio | Peptona (%) | Uréia (%) | Oleo de soja (%) AtiVidiCIl?/;p olitica
1 0,6 0,6 0,6 47,4
2 0,6 0,6 2,4 43,1
3 0,6 24 0,6 51,7
4 0,6 24 2,4 49,5
5 24 0,6 0,6 37,1
6 24 0,6 2,4 43,5
7 24 24 0,6 37,7
8 24 2.4 2,4 66,7
9 0,0 1,5 1,5 40,6
10 3,0 1,5 1,5 30,5
11 1,5 0,0 1,5 45,0
12 1,5 3,0 1,5 44,4
13 L5 1,5 0,0 59,5
14 1,5 1,5 3,0 55,3
15(c) 1,5 1,5 1,5 58,3
16(c) 1,5 1,5 1,5 70,6
17(c) 1,5 1,5 1,5 65,1
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A matriz experimental, presente na Tabela 12, foi avaliada pela andlise da variancia
(ANOVA) em um intervalo de confianga de 90 % (valor de p < 0,1) para a fermentacdo
utilizando a torta de cupuagu adicionada de farelo de soja. As superficies de resposta geradas

encontram-se nas Figuras 40, 41 e 42.

Fitted Surface; Variable- Atividade lipolitica (U/g)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=38,11144
DV: Atividade lipolitica (U/g)

Uréia (%)

M - 50
— P
Il < 40
<20
15 } S5 <0

Peptona (%) B <-20

Figura 40: Superficie de resposta da atividade lipolitica em funcao das
concentracoes de uréia (%) e peptona (%) obtidas pelo DCCR para a fermentacao

da torta de cupuacu adicionada de farelo de soja

Fitted Surface; Variable: Atividade lipolitica (U/g)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=38.11144
DV: Atividade lipolitica (U/g)

Oleo de soja (%)

M - 50
<50
M - 40
=20
Sm-<o

05 0,0 05 10 15 2.0 25 30
Peptona (%) B <20

Figura 41: Superficie de resposta da atividade lipolitica em funcio das
concentracoes de oleo de soja (%) e peptona (%) obtidas pelo DCCR para a

fermentacao da torta de cupuacu adicionada de farelo de soja
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Fitted Surface; Variable: Atividade lipolitica (U/g)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Ermor=35,11144
DV Atividade lipolitica (U/g)

Oleo de soja (%)

B - 50
M - 58
Bl <48
=38
X =28
05 0.0 05 10 15 2.0 25 30 ] — P

Uréia (%) -G

Figura 42: Superficie de resposta da atividade lipolitica em funcao das
concentracoes de oleo de soja (%) e uréia (%) obtidas pelo DCCR para a

fermentacao da torta de cupuacu adicionada de farelo de soja

E possivel observar que todos os pardmetros foram estatisticamente significativos no
delineamento. A peptona e a ureia apresentam intervalos de valores mais restritos, préoximos
a 1,5% em que a atividade lipolitica € maior que 60 U/g. J4 o dleo de soja apresenta maior
flexibilidade, com valores 6timos entre 1,5 e 3,0%, demonstrando que Y. lipolytica € menos
sensivel a esse pardmetro, conforme havia sido identificado no PEFF. As trés superficies de
resposta indicam que a presenca de uréia, 6leo de soja e peptona t€m efeitos negativos sobre
a atividade lipolitica quando suas concentragdes sdo muito elevadas, indicando a
interferéncia negativa desses compostos na formacdo e na interacdes entre as células e as

superficies ou compostos hidrofébicos, conforme discutido por AMARAL (2007).

O modelo DCCR analisa as superficies de resposta de modo a calcular os valores
criticos, ou seja, a composicao ideal de cada um dos trés parametros avaliados, considerando
a interacdo entre eles. Os valores calculados encontram-se na Tabela 13 e a atividade
lipolitica predita na composicdo ideal é de 65,6 U/g. Esse valor € proximo ao observado no
ponto central do planejamento devido ao fato do DCCR fazer a andlise da curvatura da
superficie de resposta, indicando a regido onde hda maior probabilidade de encontrar a
solugdo 6tima. Fato semelhante foi observado por FONTES, 2008, que, ao investigar a
influéncia da concentracdo de glicerol (% v/v), glicose (% m/v) e da razio de

carbono/nitrogénio no delta de tensdo superficial no processo de producado de biossurfactante
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por Y. lipolytica, obteve valor maximo predito pelo modelo de 19,55 mN/m enquanto uma

das leituras do ponto central foi de 20,11 mN/m.

Tabela 13: Composicao ideal predita pelo DCCR para cada um dos parametros

avaliados
Parametro Valor critico
Peptona (%) 1,63
Ureia (%) 1,86
Oleo de soja (%) 2,29

Em comparacio com a primeira etapa de fermentacdo, no qual ndo houve

suplementac¢do das tortas de andiroba e cupuagu, é possivel concluir que a suplementagdo

com farelo de soja, uréia, peptona e 6leo de soja influenciaram positivamente na producio

de lipases por Y. lipolytica, pois nas etapas do planejamento experimental foram obtidos

valores de atividade lipolitica da ordem de 100 U/g, 50 vezes maior do que o observado na

fase ndo suplementada.
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7. CONCLUSOES

Dentre as matérias-primas utilizadas como matriz de fixacdo e, principalmente, fonte
de nutrientes para a produgdo de lipase por Yarrowia lipolytica, pode-se concluir que a
andiroba (4,5 U/g) e o cupuacu (1,9 U/g) foram incapazes de reter umidade suficiente para
que ocorresse a producdo dessas enzimas. Ao adicionar o farelo de soja, tanto a fermentacéo
em torta de andiroba quanto na de cupuagu apresentaram atividade lipolitica durante todo o
tempo do experimento (com valores maximos de 59,6 U/g e 57,3 U/g, respectivamente), pois
juntas essas matérias-primas foram capazes de reter umidade e disponibilizar os substratos
para a levedura. Ao comparar as duas matérias-primas, observou-se que a torta de cupuacu
adicionada de farelo de soja apresentou melhores produtividades enzimadticas, motivo pelo

qual ela foi usada nas etapas posteriores do planejamento experimental.

Ao adicionar a suplementag@o externa, conseguiu-se alcangar atividades enzimaticas
ainda maiores. No planejamento experimental fatorial fraciondrio, avaliou-se a influéncia
dos pardmetros umidade, volume de in6culo, peptona (%), 6leo de soja (%), glicose (%),
uréia (%) e o maior valor de atividade lipolitica mensurado foi de 103,8 U/g, ap6s 14 horas
de fermentacdo, utilizando apenas a peptona como fonte complementar de nutrientes e 3,0
mL de extrato enzimdtico. O modelo usado apontou como pardmetros de maior significancia

o volume de inéculo, a umidade e a concentragcdo de peptona.

Posteriormente, foi realizado o delineamento composto central rotacional para
calcular a concentracdo de uréia, peptona e dleo de soja ideais na solucdo de suplementagao.
Os valores de umidade e volume de indculo foram mantidos constantes em 55% e 3,0 mL,
respectivamente. A maior atividade lipolitica foi observada em uma das repeticdes do ponto
central, que continha 1,5% de cada um dos trés pardmetros avaliados. O modelo identificou
que as concentracdes ideais serdo 2,63% de peptona, 1,86% de uréia e 2,29% de 6leo de soja,

cuja atividade lipolitica serd de 65,6 U/g.

Assim, conclui-se que as tortas de andiroba e cupuacu e o farelo de soja, considerados
co-produtos da agroindustria, podem ser usados como fontes de nutrientes na produgéo de
lipases por Y. lipolitica em fermentacdo no estado s6lido. Esse processo pode ser empregado
na inddstria em substituicdo a fermentagdo submersa, principalmente em paises com
abundancia de biomassa como o Brasil, pois os custos dessas matérias-primas sdo menores
que os das usadas tradicionalmente, além de simplificarem etapas posteriores de purificacio

do produto final e gerarem menos residuos.
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