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RESUMO

O desenvolvimento tecnoldgico de uma matriz energética limpa e renovavel se tornou
estratégico para o Brasil no qual, o conceito de biorrefinaria tem emergido como de
industria centrada na producdo de biocombustiveis, com destaque ao biodiesel. A
sintese pela via bioquimica, sdo necessarias enzimas lipoliticas, que por sua vez
podem ser produzidas na propria planta por fermentacdo em estado sdlido (FES),
bioprocesso que emprega subprodutos da biorrefinaria como substratos, o que
contribui para autossuficiéncia da unidade. No entanto, dados sobre o metabolismo
de fungos produtores de lipases em FES ainda sédo escassos, dificultando estudos de
simulacdo e de ampliagdo de escala de biorreatores. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo conduzir tanto investigacdo experimental quanto de
modelagem do efeito da temperatura sobre a producdo de enzimas com atividade
lipolitica pelo fungo Aspergillus niger C cultivado em residuos agroindustriais. Foram
coletados dados da concentracdo de proteinas e de atividade de lipase obtidos de
cultivos em escala de frascos em diferentes temperaturas, assim como foram tomados
dados de literatura de atividades enzimaticas de lipase obtidas no cultivo do mesmo
fungo, empregando o mesmo substrato. Estes dados foram utilizados para
determinacao das constantes cinéticas de producéo de lipase, com base em modelos
de ordem zero, de primeira ordem e logistico, em diferentes temperaturas. De posse
das constantes cinéticas, o efeito da temperatura foi modelado pela equacédo de
Arrhenius. Uma modelagem da termoestabilidade das enzimas produzidas também
foi realizada, empregando dados da literatura. Com isso, 0 intuito foi levantar
parametros cinéticos confiaveis para estudos futuros de simulacdo da transferéncia

de calor no bioprocesso de producao de lipase para biodiesel em biorreatores de FES.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado solido, Biodiesel, Biocombustiveis.



ABSTRACT

Since the technological development of a clean and renewable energy matrix became
strategic for Brazil, the concept of biorefinery has emerged as an industry focused on
the production of biofuels, with emphasis on biodiesel. Particularly, for biochemical
synthesis of biodiesel, lipolytic enzymes are required, which in turn can be produced
in the plant itself by solid state fermentation (FES), a bioprocess that uses biorefinery
by-products as substrates, allowing a certain self-sufficiency of the unit. However, data
on the metabolism of lipase-producing fungi in FES are still scarce, making simulation
and scale-up studies of bioreactors difficult. on the production of enzymes with lipolytic
activity by the fungus Aspergillus niger C cultivated in agro-industrial residues. Data on
protein concentration and lipase activity obtained from flask-scale cultures at different
temperatures were collected, as well as data from literature on lipase enzymatic
activities obtained from the cultivation of the same fungus, using the same substrate.
These data were used to determine the kinetic constants of lipase production, based
on zero-order, first-order and logistic models, at different temperatures. With the kinetic
constants, the temperature effect was modeled by the Arrhenius equation. A modeling
of the thermostability of the enzymes produced was also carried out, using data from
the literature. With this, the aim was to raise reliable kinetic parameters for future
studies of heat transfer simulation in the bioprocess of production of lipase for biodiesel

in FES bioreactors.

Keywords: Solid state fermentation, Biodiesel, Biofuels.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A - Fator de frequéncia
°C - Grau Celsius
Cm - Centimetros

DEQ/UFSCar - Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de

Séo Carlos

Ea - Concentracdo de enzima ativa

EaO - Concentracdo de enzima ativa inicial

Ed - Energia de desativacao da enzima
EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Fe - Ferro

FSm - Fermentacdo submersa

H - Hidrogénio

H20 - Férmula da agua

K - Constante de velocidade de reacéo

kd - Taxa de desativacdo da enzima

KOH - Hidréxido de potassio

Mg - Miligrama

Mg - Magnésio

MI - Mililitro

MM - Massa molecular

Mn - Manganés

M/V - Massa de soluto pelo volume da solugéo

OH - Hidroxila



OR - Radical alcooxila

pH - Potencial hidrogenidnico

p-NPP - Para-nitrofenil-palmitato

PPG-EQ - Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Quimica
PVC - Policloreto de vinila

R - Constante universal dos gases ideais

RPM - Rotagdes por minuto

SO4 - Sulfato

T - Temperatura da reacéo

t - Tempo de reacdo (min)

U/gms - Unidades por grama de meio sélido

X - Atividade ou a concentracdo de proteinas no tempo t
Xm - Valor maximo

X0 - Valor inicial

Zn - Zinco

U - Massa especifica

uL - Microlitro

pmol - Micromol



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Embalagem de polipropileno pronta para incubagao ..............ccccoeevviinnne 22

Figura 2 — Perfis e parametros cinéticos na fermentacdo em estado de A. Niger
................................................................................................................................... 28

Figura 3 — (A) Extratos escuros da linhagem A. niger C; (B) Extratos mais claros da
HNNAGEM PS0B2 ...ttt e e s e e e e e e e e e e e eeeeeeeeresnennnnnes 29

Figura 4 — Coloracdo dos extratos obtidos pela linhagem de A. niger C nos
experimentos deste trabalio ... 30

Figura 5a — Gréafico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em funcéo do
tempo de cultivo da linhagem fUngica P18E2 ...........ccccoveiiiiiiiiiiiiiceeeeee 31

Figura 5b — Grafico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em fungdo do
tempo de cultivo da linhagem fungica P50B2 .........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiee 31

Figura 5¢ — Gréfico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em funcéo do
tempo de cultivo da linhagem fUngica P75P1 ...........cciiiiiiiiiiiie 32

Figura 5d — Grafico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em fungdo do
tempo de cultivo da linhagem fangica P77C5 ... 32

Figura 5e — Gréfico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em funcéo do
tempo de cultivo do fungo T. HarzianNuUm ...........ccoeeiiiiiiiieiiiiiieeee e 33

Figura 6 — Grafico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em fung¢édo do
tempo de cultivo do fUNGO A. NIJET C ..oeeiiiieiiiiieeee et 34

Figura 7 — Gréfico da termoestabilidade de lipase produzida por A. niger C em FES
(24 h de exposicao a 40, 45,50 € 65 °C) ..uuuurriiiiiiiiiee e 35

Figura 8 — Grafico da regressao linear para obtencdo dos parametros da equacéao de
Arrhenius para a desativacao térmica da lipase produzida por A. niger C ................ 37



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 — Modelos cinéticos empregados para ajuSte ...........cccooceeeeeeeeniiieieeeeaens 25

Tabela 2 — Constantes de desativacdo térmica da lipase e parametros de Arrhenius
para descricdo do efeito da temperatura sobre a taxa de desativacédo enzimatica



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt n et eaeeaennanis 13
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooviiiiiieeee ettt 15
2.1 BIODIESEL E SEUS PROCESSOS DE OBTENCAO ........ccovveviveeeeereeeeeenens 15
2.2 UTILIZAGAO DE LIPASES PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL ................... 16
2.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)....c.coseueueeeeeereeeeeceeeenesesenesenenanas 17
2.4 FUNGO ASPERGILLUS NIGER E FES.....cococvoveieieeeeeeeeeeeeeeeenenes s en s en s 17
2.5 MODELAGEM NA FES .....ooiiiiieieeeeeeeeeeeeete et en s s s s en s 18
B.METODOLOGIA ..ottt ee ettt n et n st en e en s 21
3.1 MICROORGANISMO E SUBSTRATO........cooviieieieieieeeeeeeeteeseesenenenenen s enensnens 21

3.2 ENSAIOS FERMENTATIVOS EM ESCALA FRASCOS EM DIFERENTES
TEMPERATURAS ... 21

3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS E DA ATIVIDADE DE

LIPASE DOS EXTRATOS .....coeiivceetieeeeeieteteee e ee et ee et ee et tesees s aeseen s, 23
3.4 ESTRACAO DE DADOS DA LITERATURA.......ooieeieeeeeeee e eeeseneens 24
3.5 ANALISE CINETICA E AJUDA DE MODELOS DE ORDEM ZERO, DE PRIMEIRA
ORDEM E LOGISTICO ....uoiiieeeeeee ettt 25
3.6 AJUSTE DA EQUACAO DE ARRHENIUS .........cocoviieieeeeieeees e 26
4. DISCUSSAO E RESULTADOS ..ottt een s 27

4.1 PERFIS E PARAMETROS CINETICOS OBTIDOS EXPERIMENTALMENTE NA

FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DE A. NIGER C .....ooovevveviieeeeeeeceeees 27
4.2 AJUSTE DE MODELO CINETICO A DADOS DA LITERATURA PARA
PRODUCAO DE LIPASE POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO ................ 29

4.3 MODELAGEM CINETICA DE DESATIVACAO ENZIMATICA COM BASE EM
DADOS DA LITERATURA PARA TERMOESTABILIDADE DA LIPASE PRODUZIDA
POR A. NIGER C NA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO ......cccccovevevererenane 34

B, CONCLUSAD ..o e ettt e, 39
REFERENC A S ..o 40



13

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnologico de uma matriz energética limpa e renovavel se
tornou estratégico para o Brasil no qual, o conceito de biorrefinaria tem emergido como
de indastria centrada na producdo de biocombustiveis, com destaque ao biodiesel.
Particularmente, para sintese de biodiesel por via bioquimica, sdo necessarias
enzimas lipoliticas, que por sua vez podem ser produzidas na propria planta por
fermentacdo em estado solido (FES), processo que emprega subprodutos da
biorrefinaria como substratos, permitindo certa autossuficiéncia da unidade. No
entanto, dados sobre o metabolismo de fungos produtores de lipases em FES séao
escassos, dificultando estudos de simulacdo e ampliacdo de escala de biorreatores.

Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido visando a investigacao
experimental e & modelagem do efeito da temperatura sobre a produ¢do enzimas com
atividade lipolitica pelo fungo Aspergillus niger C cultivado em residuos
agroindustriais. Foram feitos cultivos em escala de frascos em diferentes temperaturas
e amostras independentes foram retiradas a cada 24 h até 96 h. Analises de
concentracdo de proteinas e de atividade de lipase foram realizadas para os extratos
obtidos ao final dos cultivos, de forma a se determinar constantes cinéticas de
producéo de lipase a 25 e 30 °C, com base no modelo logistico, que melhor se ajustou
a essas temperaturas.

Ademais, também foram feitas analises tedricas e modelagem de dados da
literatura. Para tanto, foram utilizados dados de atividades enzimaticas de lipase
produzidas pelo mesma espécie, com espécie, condicbes de cultivo e andlise
similares. Desta forma, foram determinadas constantes cinéticas também para esses
dados da literatura, o que néo havia sido feito pelo autor tomado como referéncia.

Além do mais, dada a importancia do efeito da temperatura sobre a atividade
enzimatica, é necessario identificar uma faixa de temperatura na qual as taxas de
reacao sejam altas, porém néo a ponto de desativar a enzima. Dessa forma, torna-se
relevante estudar a termoestabilidade das enzimas produzidas, capacidade da enzima
de resistir a uma dada mudanca em sua conformacao tridimensional por conta do
aumento da temperatura, podendo haver alteracdes fisicas e quimicas na enzima,
eventualmente ocasionando perda da atividade enzimatica. Posteriormente, foi feita a
modelagem cinética da termoestabilidade da lipase produzida, cujos dados

experimentais também foram extraidos da litetura. De posse das constantes cinéticas,



14

o efeito da temperatura foi modelado pela equacéo de Arrhenius.

Como resultados, tém-se parametros cinéticos confiaveis para a producéo de
lipase fungica por FES, bem como parametros capazes de descrever o efeito da
temperatura sobre a termoestabilidade da enzima. Tais parametros serdo uteis a

estudos de simulac&o do bioprocesso em biorreatores e da aplicacdo da lipase.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta sec¢édo discorre sobre biodiesel e seus dois processos mais utilizados em
sua producao, a transesterificacdo e esterificacdo. Neste ambito, sera apresentada a
utilizacao de lipases para a producéo de biodiesel por transesterificacdo. Em seguida,
discute-se a FES e a utilizacdo do fungo Aspergillus niger na FES. Por fim, discute-se
a modelagem da FES, a busca por expressdes matematicas que representem o
sistema reacional e que possam ser usados como ferramentas no dimensionamento

de biorreatores.

2.1 BIODIESEL E SEUS PROCESSOS DE OBTENCAO

Diante da perspectiva de esgotamento das jazidas de combustiveis fosseis e
da crescente preocupacdo mundial com o efeito estufa, torna-se estratégico o
desenvolvimento de matrizes energéticas renovaveis. Atualmente, no Brasil, 0
conceito de biorrefinaria emerge como o de uma industria centrada na producao de
biocombustiveis liquidos, incluindo biodiesel. Paralelamente, tem-se na biorrefinaria a
producdo de outras biomoléculas de alto valor agregado, que contribuem de forma
importante para a viabilidade econbmica do empreendimento, que podem
compreender enzimas, pigmentos e outros compostos organicos (SANTOS;
BORSCHIVER; COUTO, 2010).

Biodiesel € o termo utilizado para se referir ao combustivel equivalente ao
diesel, porém derivado de fontes bioldgicas. Quimicamente, o biodiesel € definido
como mono-alquil-éster de acidos graxos de cadeia longa derivada de lipidios de
origem renovavel (DEMIRBAS, 2002). Assim, o biodiesel é tipicamente produzido
através da reacdo de um Oleo vegetal ou de uma gordura animal com metanol ou
etanol, na presenca ou auséncia de um catalisador, para producdo de ésteres
metilicos ou etilicos (biodiesel) e de glicerina (DEMIRBAS, 2003).

A transesterificacdo e a esterificacdo sdo os dois processos mais utilizados na
producdo de biodiesel, apesar de existirem outras op¢des menos comuns, cOmo
micro-emulsdes e pirélise. O objetivo desses processos € diminuir a viscosidade do
Oleo vegetal, assim como melhorar o desempenho do mesmo em motores movidos a
diesel (CAMARGOS DA SILVA, 2005).

A esterificac@o é o processo de obtencdo de ésteres a partir da substituicdo de



16

uma hidroxila (-OH) de um acido graxo por um radical alcooxila (-OR), ou seja, € uma
reacdo de condensacéo de um acido carboxilico com um alcool, produzindo éster e
agua e normalmente sendo catalisada por acidos (DEMIRBAS, 2003). Reacdes de
esterificacdo sdo exemplos de reacdes reversiveis, sendo a reacdo inversa conhecida
como hidrolise.

Na transesterificacdo de Oleos vegetais, moléculas de triacilglicerol e alcool sdo
transformados em alquil ésteres de acidos graxos. O processo completo consiste de
uma sequéncia de trés reacdes consecutivas reversiveis, com a formacdo de mono e
diglicerideos como produtos intermediarios (BAJAJ et al., 2010). O processo pode ser
acelerado por catalisadores homogéneos (acido ou base), onde o glicerol produzido
contém quantidades significativas de sal como contaminante, ou catalisadores
heterogéneos (base, acido ou enzimas) (MEDINA et al., 2009). Complementarmente,
as lipases sdo enzimas capazes de catalisar o processo de transesterificacao,
produzindo glicerol livre de contaminantes, ndo sendo necessaria a neutralizacdo dos
mesmos, constituindo, assim, uma opcdo ambientalmente mais atrativa que o0s

processos convencionais (NOGUEIRA et al., 2010).

2.2 UTILIZACAO DE LIPASES PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL POR
TRANSESTERIFICACAO

As lipases tém sido muito utilizadas no processo de obtencéo de biodiesel por
transesterificacdo, pois podem ser tolerantes a solventes organicos, além de serem
altamente especificas. No entanto, o principal fator que tem restringido a
implementacg&o da catalise enzimatica na producéo de biodiesel em escala industrial
sdo o custo elevado das enzimas (FERRAREZI, 2011). Neste contexto, o uso de
residuos na producdo de enzimas pode auxiliar a diminuir os custos de producéo,
além de aumentar a sustentabilidade devido a diminui¢cdo de descartes e possibilidade
de obtencéo das enzimas na prépria planta de producéo de biodiesel. Assim, focando-
se na sintese de biodiesel pela via bioquimica, a producdo de enzimas Uteis a
obtencdo deste biocombustivel na propria planta (in-house) pode praticamente
garantir autossuficiéncia da biorrefinaria (CASCIATORI; CASCIATORI-FRASSATO,
2018).

Diante do exposto, o0 uso de produtos pos-consumo na cadeia produtiva e a

7

reinsercdo dos residuos nos processos € de grande importancia para o
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desenvolvimento de um modelo econdmico baseado no conceito da economia
circular. Este conceito permite a expansao das perspectivas na cadeia de producao
do biodiesel, permitindo que o residuo de um processo se torne matéria-prima de
outro, maximizando o aproveitamento de recursos (OLIVEIRA e GONCALVES, 2016).

2.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

Neste contexto, a FES mostra-se como alternativa biotecnolégica de obtencao
de lipases, além disso, outras moléculas podem ser obtidas no processo, incluindo
aplicacdoes classicas, como antibiéticos, e também produtos recentemente
desenvolvidos, como compostos bioativos, acidos organicos e biossurfactantes.

A FES pode ser definida como o crescimento de microrganismos sobre
particulas sélidas Uumidas, em situacdes nas quais 0 espaco entre as particulas
contém uma fase gasosa continua e a agua esta impregnada nas particulas ou forma
um fino filme sobre elas. Assim, o teor de umidade da matriz sélida porosa ndo deve
exceder sua capacidade de retencdo de agua, mas deve ser suficientemente alto para
assegurar as condicbes de crescimento microbiano (MITCHELL; KRIEGER,;
BEROVIC, 2006). Devido as atividades de agua mais baixas nos sistemas de FES em
comparacao aos de fermentacdo submersa (FSm), 0s microrganismos que mais se

adaptam a esse cultivo sao os fungos filamentosos.

2.4 FUNGO ASPERGILLUS NIGER E FES

O fungo Aspergillus niger é considerado um microrganismo promissor para a
sintese de lipases por ter a capacidade de produzir mais enzimas do que outros
microrganismos estudados em pesquisas relacionadas a altas taxas de sintetizacdo
de lipases (UTAMI et al., 2017).

Embora estudos envolvendo otimizacdo da producdo de enzimas com
diferentes linhagens de A. niger mostrem algumas variagbes em seus resultados, a
presenca de uma fonte de carbono lipidica mostrou-se essencial para a producgéo de
lipase (MAHADIK et al., 2002). Silveira et al. (2016) demonstrou a potencial utilizagao
dos residuos do processamento do 6leo de dendé para a producéo de lipase pelo
fungo Aspergillus niger C. Foi conseguida uma atividade de 77 + 10 U/gms (unidades

por grama de meio sélido) para FES utilizando torta de dendé moida como substrato
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e borra alcalina como indutor, enquanto que para os cultivos realizados em FSm foi
conseguida uma atividade lipolitica maxima de 52 + 10 U/gms (unidades por grama
de meio sélido).

No entanto, apesar de seu excelente potencial de aplicacdo, a FES ainda nao
esta plenamente estabelecida como alternativa industrial bem-sucedida, sobretudo
devido a falta de equipamentos industriais disponiveis e otimizados. A solucéo desse
impasse depende, fundamentalmente, de estudos de engenharia, para 0 que
modelagem e simulacao sé&o importantes ferramentas (CASCIATORI et al., 2016).

2.5 MODELAGEM NA FES

A modelagem na FES consiste na busca por expressdes matematicas que
representem o sistema reacional, de forma que os modelos, validados com base em
dados obtidos em escala laboratorial, possam ser usados como ferramentas no
dimensionamento de biorreatores. Por exemplo, um modelo matematico pode predizer
como a taxa de escoamento do ar, sua umidade relativa e temperatura irdo afetar a
temperatura e o contetdo de umidade do substrato; um sub-modelo pode ainda
predizer como essas variaveis ambientais irdo afetar o crescimento microbiano e a
formacdo de produtos (ASHLEY; MITCHELL; HOWES, 1999). Entretanto, existem
variaveis complexas como interacdo entre microrganismo e meio reacional, dessa
forma, esses dados precisam ser coletados em estudos empiricos, para que seja
obtidas informacdes sobre as condicfes 6timas para a metabolizacdo dos produtos
de interesse.

Entre os principais problemas na operacao desta classe de biorreatores esta a
remocao deficiente do calor metabdlico gerado, em decorréncia de fatores associados
ao substrato, ao microrganismo e a operacao do sistema (CASCIATORI et al., 2013;
2018), diversos modelos matematicos para transferéncia de calor na FES em leitos
empacotado encontram-se na literatura (SANGSURASAK; MITCHELL, 1995; 1998;
VON MEIEN; MITCHELL, 2002; CASCIATORI et al., 2016), apesar de algumas
informacdes bésicas requeridas pelos modelos, tais como as caracteristicas
biolégicas do microrganismo, serem escassas na literatura e frequentemente
adaptadas de um sistema biolégico para outro sem uma profunda consideracao
acerca da validade de tais aproximagoes.

Como a taxa de geracao de calor, um dos termos dos balancos de energia na
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FES em leito empacotado, € diretamente associada a cinética do bioprocesso
(SANGSURASAK; MITCHELL, 1995; 1998; VON MEIEN; MITCHELL, 2002;
CASCIATORI et al., 2016), € importante estabelecer as curvas cinéticas para cada
combinacgao de microrganismo, substrato e produto de interesse, bem como modelar
o efeito da temperatura sobre as constantes de taxa determinadas. Considerando que
o controle térmico é dificultado em biorreatores em leito empacotado, como ja
mencionado, o sistema de FES pode experimentar oscilagbes de temperatura
suficientemente grandes para afetar o comportamento cinético do cultivo e,
consequentemente, a produtividade e o rendimento do bioprocesso.

Assim, é conveniente acoplar, aos modelos de predicdo de Casciatori et al.
(2016), por exemplo, uma equacao cinética de producdo de enzima, com avaliacdo
do efeito da temperatura sobre o rendimento em atividade de lipase, tendo em vista
prever o desempenho do bioprocesso em termos da produtividade e do rendimento
do bioproduto de interesse, uma abordagem que € inédita na literatura da area.

Neste contexto, o presente trabalho reuniu investigacdo experimental e
modelagem no intuito de preencher uma lacuna ainda existente para melhor
simulacédo de biorreatores de FES, que é a de obter equacdes cinéticas e parametros
confiaveis descrevendo o efeito de variaveis ambientais importantes sobre a taxa de
obtencéo do bioproduto de interesse. Para desenvolvimento de biorreatores de FES
em leito empacotado, por exemplo, que é um dos tipos mais adequados para a
producdo de enzimas por fungos sensiveis ao cisalhamento (CASCIATORI,
THOMEO, 2015), é necessario um grande conjunto de informacées a respeito do
microrganismo, do meio e das variaveis operacionais.

Diante do panorama apresentado, o objetivo geral do presente estudo foi
estudar a cinética de producao de lipases no cultivo do fungo Aspergillus niger C em
diferentes condicbes reacionais, visando a obtencdo de parametros cinéticos
confiaveis para estudos futuros de simulagéo da transferéncia de calor no bioprocesso
de producédo de lipase para biodiesel em biorreatores de FES. Foram objetivos
especificos do trabalho: cultivar o fungo a temperaturas variando de 25 a 50 °C e
retirar amostras a cada 8, 16 ou 24 h; determinar a concentragéo de proteinas solaveis
no extrato liquido obtido ao final do cultivo; determinar a cinética de producao de lipase
com base na atividade lipolitica absoluta e especifica do extrato; extrair dados
cinéticos da literatura para complementar os testes experimentais; aplicar modelos

cinéticos de ordem zero, de primeira ordem e logistico aos dados experimentais e aos
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extraidos da literatura; determinar as constantes de taxa de desativacdo de enzima
para dados extraidos da literatura; empregar a equacao de Arrhenius para determinar
o efeito da temperatura sobre a cinética de producédo de enzimas, determinando-se 0s
valores da constante pré-exponencial e da energia de desativacdo da reacdo de

producéo da lipase por FES.
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3. METODOLOGIA

3.1 MICROORGANISMO E SUBSTRATO

Foi utilizada a espécie Aspergillus niger C (mesofilico), linhagens isoladas
originalmente de residuos de manteiga, cedidas pela Embrapa Agroindustria de
Alimentos (Rio de Janeiro, RJ), e que pertencem a colecao de cultura ou micoteca da
Embrapa Instrumentacgéo, situada na cidade de Sao Carlos — SP, uma instituicao
parceira do DEQ/UFSCar, por meio do Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia
Quimica (PPG-EQ). Para ativacéo da cepa, o fungo foi repicado em 100 mL de meio
nutriente liquido composto por (m/v): extrato de levedura (0,5%), peptona (2%),
glicose (3%), MgS0a4.7H20 (0,05%), ZnS0O4.7H20 (0,04%), FeS04.7H20 (0,1%) e
MnSO4.7H20 (0,02 %). Feito isso, o frasco ficou em mesa incubadora rotativa com
agitacdo continua de 220 rpm, a 30°C por 48 h. Verificou-se a concentracdo de
esporos na suspensdo na camara de Neubauer, sendo ela ajustada para 107
esporos/mL. Com a suspensao, foram preparados tubos criogénicos, os quais foram
armazenados a — 80 °C, contendo 0,8 mL de suspenséo de esporos e 0,2 mL de
glicerol por tubo para posterior inoculacdo direta no substrato sélido da FES. Como
substratos, foram empregados farelo de trigo e farelo de soja (1:1 m/m) adicionados
de dleo de oliva (4 %) como indutor. Os farelos foram comprados no comércio local
(Agropecuaria Claro, Sdo Carlos — SP), e empregados nos cultivos tais como

adquiridos.

3.2 ENSAIOS FERMENTATIVOS EM ESCALA DE FRASCOS EM DIFERENTES
TEMPERATURAS

Segundo Silveira (2018), a temperatura ideal de producéo de lipases pelo fungo
A. niger C é 30 °C, com tempo de cultivo de 72 h. No entanto, para os objetivos do
presente trabalho, foram empregadas temperaturas de 25 e 30 °C, com a cinética de
cultivo avaliada durante um total de 96 h.

Realizaram-se ensaios fermentativos, em triplicata biolégica, em embalagens
de polipropileno de 12 cm x 20 cm acoplados com bocal de PVC de 3,6 cm de

diametro, que foram tampados com algodao envolto por gaze, a fim de garantir a troca
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de gases e minimizar contaminacdes por outros microrganismos. Fixaram-se 0s tubos
de PVC as embalagens com fita adesiva, para garantir que ndo houvesse troca de
gases por outro local que ndo através dos tampdes. Um frasco pronto para a
fermentacao pode ser visto na Figura 1.

Figura 1 - Embalagem de polipropileno pronta para incubacgéo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para inicio dos cultivos, pesou-se o substrato (5g por frasco), que foi
esterilizado por calor umido ja dentro da embalagem plastica em que posteriormente
foi realizada a inoculacéo da suspenséo flingica (107 esporos/frasco). Em seguida, a
umidade do meio sélido foi ajustada para 50 % (em base Umida) através da adicao de
solucéo de sulfato de aménio 1,2 % (m/v) em tampéao fosfato de sédio 100 mM e pH
7,0, também previamente esterilizada. Finalmente, homogeneizou-se o material de
forma manual, para boa distribuicdo da solucdo de umidificacdo e do indculo.
Realizou-se toda a manipulacdo em ambiente estéril, proporcionado por camara de
fluxo laminar. Os frascos foram incubados em camaras de temperatura controlada, na
auséncia de luz e em condic¢des estéticas, por tempos determinados.

Para as extracdes, retiraram-se amostras de todos os cultivos a cada 8, 16 ou
24 h, sendo removido todo o frasco de fermentacao (“amostra sacrificio”). Adicionou-

se tampado de fosfato de sédio 100 mM, pH 7,0 na proporcao de 5 mL para cada grama
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de substrato e, apés macerac¢do manual, os extratos foram filtrados a vacuo em papel
filtro, centrifugados a 12000 rpm por 15 min e mantidos sob congelamento a —20°C.
O sobrenadante obtido da extracdo de cada um dos frascos de cultivo foi empregado
como extrato bruto para analises de proteinas soluveis e de atividade enzimatica de

lipase, em triplicata analitica.

3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS E DA ATIVIDADE
DE LIPASE DOS EXTRATOS

Os extratos foram analisados quanto a concentracdo de proteinas solUveis em
cada um dos tempos dos diferentes cultivos. Para tanto, foi empregado o método de
Bradford, no qual 20 puL de amostra e 1 mL do reagente de Bradford foram adicionados
em uma cubeta e homogeneizados. As cubetas permaneceram incubadas por 5
minutos a temperatura ambiente, e apds esse periodo foi lida a absorbancia da mistura
em espectrofotdbmetro a 595 nm. Foi zerado o equipamento com o branco, composto
por 20 pL de agua e 1 mL do reagente de Bradford, e utilizada uma curva padréo a
partir de diluicBes seriadas de uma solucéo de soro albumina bovina.

Além disso, determinou-se a atividade hidrolitica das lipases contidas nos
extratos enzimaticos brutos obtidos, pelo método de hidrélise do azeite de oliva, de
acordo com metodologia descrita por Soares et al. (1999). O método baseia-se na
hidrélise de uma emulsédo de 6leo de oliva e goma arabica (7 % m/v, em agua) na
razao volumétrica 1:1. Em frasco de Erlenmeyer, foram adicionados 5 mL de
substrato, 4 mL de solucéo tampéao fosfato de sédio 100 mM, pH 7,0 e 1 mL do extrato
contendo lipases. Feito isso, os extratos foram incubados a 37 °C por 10 minutos com
agitacdo de 250 rpm. Apds o periodo de incubacao, paralisou-se a reacao pela adicdo
de 10 mL de solucéo etanol:acetona (1:1 v/v). Os acidos graxos liberados (produto da
reacdo enziméatica) foram titulados com solucdo de KOH 0,02 M até pH 9,0. Feita a
titulagc&o, o calculo da atividade hidrolitica foi realizado segundo a Equacgéo (1):

-Vp) 10° M

An(Uazeie/mL)= (1)

mt

onde Vaé o volume de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vb € 0 volume de

KOH gasto na titulagéo do controle (solucao de substrato inicial, sem enzima) (mL); M
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€ a concentracdo molar da solucdo de KOH; m é o volume de enzima utilizado (em
mL) e t é o tempo de reacao (min).

Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima
que libera 1 ymol de acido graxo por minuto, sob as condi¢gdes de ensaio. Com base
no volume de solucdo utilizado para extracdo das enzimas, 0s resultados das
atividades enzimaticas foram convertidos para serem expressos em unidades de
atividade de lipase por mL do extrato contendo lipases (U/mL).

Ademais, calculou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson em torno da
meédia da concentracdo de proteinas solUveis e a média da atividade hidrolitica das
lipases em cada uma das temperaturas de cultivo, com o objetivo de averiguar se e
como as duas variaveis estdo associadas entre si. Para tal correlacdo, se o valor
encontrado € menor que zero, tem-se, que as variaveis sao inversamente
relacionadas. Ja para o caso do resultado encontrado da correlacdo ser igual a +1,
tem-se que ela é positiva, isto €, que as variaveis estdo diretamente correlacionadas.
No entanto, se o resultado ter o valor de zero, ndo € possivel determinar qualquer
correlagcdo entre as variaveis analisadas. O calculo do coeficiente de correlagédo de

Pearson foi realizado segundo a Equacéao 2:

=szzy

rxy N (2)

Onde r,, € o coeficiente de correlagé@o de Pearson; z, € o desvio padréo da primeira

variavel; z, € o desvio padrdo da segunda variavel e N € numero de dados.

3.4 EXTRACAO DE DADOS DA LITERATURA

Foram utilizados resultados experimentais de estudos com diferentes espécies,
porém, com condi¢cdes reacionais similares para atividade enzimatica e cinética
enzimatica reportados por Silveira (2018) em sua Tese de Doutorado, desenvolvida
junto ao Programa de Pds-Graduacao em Biotecnologia da UFSCar, sob orientacao
da Dra. Cristiane Sanchez Farinas (Embrapa Instrumentagao) e co-orientagcéo do Prof.
Paulo Waldir Tardioli (DEQ/UFSCar) e do Dr. José Manuel Guisan (ICP-CSIC, Madri,
Espanha).

No entanto, o autor ndo havia realizado modelagem cinética, de forma que o
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trabalho aqui realizado complementou a analise dos dados.Também foi avaliada a
cinética de desativacdo da lipase produzida, utilizando dados de estabilidade a

temperatura, também apresebntados no trabalho de Doutorado de Silveira (2018).

3.5 ANALISE CINETICA E AJUDA DE MODELOS DE ORDEM ZERO, DE
PRIMEIRA ORDEM E LOGISTICO

Os valores de concentracdo de proteinas e de atividade enzimética foram
tratados e plotados graficamente em funcdo do tempo de cultivo para cada
temperatura, resultando na curva experimental de crescimento e producdo de enzima
em cada condicao térmica. A estas curvas, foram ajustados os modelos cinéticos de
reacdo de ordem zero (Equacéo (3), linear), de primeira ordem (Equacao (4),
exponencial) e logistico (Equacdo (5), logistica), representados na Tabela 1 e
apontados por Viccini et al. (2001) como as equacfes empiricas mais usadas na
descricéo de cinéticas em FES. Para facilidade de ajuste, foram utilizadas as formas
linearizadas das equacdes, mostradas na Tabela 1 também nas formas diferencial e
integrada.

O melhor ajuste foi adotado para obtencdo das constantes cinéticas de
producdo de enzima em cada temperatura. A qualidade do ajuste, por sua vez, foi

avaliada com base no valor do coeficiente de determinagéo R2.

Tabela 1 — Modelos cinéticos empregados para ajuste

Modelo Forma diferencial Forma Integrada Forma linearizada Eq.
Ordem dx

—1 X=Kgt+ X =
zero dt ’ ¢ (3)
Primeira dx .t In() = k e

—_= k. X = X,e™ n = k;.t+In
Orderm — = ki.X 0 : (Xo) (4)

lI:{Iﬂl
egisteo g =waX(1-52) XTI e MF 1) =) -w )

0

Fonte: Elaborado pelo autor
*X representa a atividade ou a concentracdo de proteinas no tempo t, Xm é o seu valor maximo e X0
seu valor inicial; k0, k1 e p s&o as constantes de taxa dos modelos de ordem zero, de primeira ordem

e logistico, respectivamente, ajustados aos dados experimentais de atividade enzimatica ou
concentracao de proteinas.
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3.6 AJUSTE DA EQUACAO DE ARRHENIUS

A equacado de Arrhenius é a mais conhecida e empregada para relacionar
constantes de velocidade de reacdes a temperatura em que estas ocorrem, podendo
incluir reacdes de producéo de enzimas por FES (Saucedo-Castafieda et al., 1990),

sendo dada pela Equacao (6):

_Ea

k=AeTwr (6)

onde k é a constante de velocidade de reacao (que pode ser ko, k1 ou W), A é o fator
de frequéncia, Ea € a energia de ativacdo da reacdo, R € a constante universal dos
gases ideais e T é a temperatura da reacédo, em Kelvin.

Para obtencédo dos parametros A e Ea para a reacao de producéo de lipase, foi
utilizada a forma linearizada da Equacéo (6), dada pela Equagéao (7):

— Ea
In k—InA—ﬁ (7)

Os pontos de K(T) (ko, ki1 ou ) obtidos na andlise descrita no item 4.4 foram
plotados em um grafico In(k) versus 1/T, e a estes pontos foi feito o ajuste da
Equacéo (7). Assim, os coeficientes linear e angular das retas ajustadas forneceram

A e Ea, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PERFIS E PARAMETROS CINETICOS OBTIDOS EXPERIMENTALMENTE
NA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DE A. NIGER C

A Figura 2 apresenta os perfis e 0s parametros cinéticos obtidos nos cultivos
sélidos do fungo A. niger C as temperaturas de 25 e 30 °C, em substrato composto
por farelo de trigo e farelo de soja (1:1 m/m), tendo 6leo de soja como indutor. A
concentracdo de proteinas (Fig. 2a) fornece uma indicacdo indireta do perfil de
crescimento do microrganismo, enquanto a atividade de lipase (Fig. 2b), expressa em
unidades de atividade enzimatica por grama de substrato sélido seco inicial
empregado no cultivo, fornece informacéo direta sobrea a cinética de formagéo do
bioproduto de interesse. Observa-se que ambas as curvas cinéticas apresentam
comportamentos crescentes similares, desse modo, realizando a analise de
correlacao a partir da Equacao 2, tendo como parametros a média da concentracao
de proteinas e a média da atividade de lipase, obtivemos o valor de 0,74 para a
correlacdo na temperatura de 25°C, enquanto para a temperatura de 30°C obtivemos
o valor de 0,54. Dessa forma, como ambos os valores de correlagéo encontrados sao
positivos, é possivel afirmar que a producdo da enzima esté diretamente relacionada
ao metabolismo energético, como geralmente € o caso para enzimas hidroliticas.

Nota-se ainda que as concentracdes de proteinas (Fig. 2a) e as atividades de
lipase (Fig. 2b) foram crescentes nas primeiras 72 h de cultivo, tendo decrescido
posteriormente. Isso pode indicar que proteinas secretadas pelo fungo no inicio do
crescimento foram utilizadas pelo préprio microrganismo como fonte de nitrogénio
para manutencdo e crescimento nos estagios mais avancados do cultivo. Tal resultado
esta de acordo com o previsto por Silveira (2018), que havia estabelecido o tempo de
72 h como oOtimo para obtencdo de lipases a partir da FES deste mesmo
microrganismo a 30 °C, empregado o0 mesmo substrato.

Essas quedas nas curvas, por sua vez, levaram a valores relativamente baixos
dos coeficientes de correlacdo dos ajustes do modelo logistico e a valores altos dos
erros dos parametros calculados, tanto tendo como resposta a concentragdo de
proteinas quanto a atividade de lipase. Ademais, observa-se ampla variabilidade dos
dados referentes aos estagios mais tardios do cultivo, indicando que esse consumo

de proteinas nas fases mais avancadas do bioprocesso é aleatorio. Como 0s erros
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dos parametros foram maiores do que o préprio valor estimado no caso do cultivo a

25 °C, a analise comparativa com os valores obtidos a 30 °C fica inviabilizada.

Figura 2 — Perfis e parametros cinéticos na FES de A. niger: (a) para concentragdo de proteinas

soliveis; (b) para atividade hidrolitica de lipase; ajuste logistico, Eq. (5).
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4.2 AJUSTE DE MODELO CINETICO A DADOS DA LITERATURA PARA
PRODUCAO DE LIPASE POR FES

Silveira (2018) utilizou residuos do processamento do 6leo de dendé para a
producao de lipase pelo fungo Aspergillus niger C, bem como por outras linhagens e
outras espécies de fungos. O autor também testou farelo de trigo como substrato,
acrescido de Oleo de oliva como indutor. Uma observacao feita pelo autor foi com
relagdo a coloracéo do extrato enzimatico, que poderia ser uma medida indireta do
crescimento. O extrato oriundo do cultivo de A. niger C tornava-se mais escuro com o
decorrer do tempo de cultivo, como se observa na Figura 3A. O mesmo ndo ocorria
para cultivo de uma linhagem identificada como P50B2. Nas etapas experimentais do
presente trabalho, 0 mesmo comportamento foi observado com relacdo a coloracao
dos extratos produzidos por A. niger C (Figura 4). Desta forma, adotar um método
espectrofotométrico ndo € conveniente para analise de atividade dos extratos, razédo
pela qual adotou-se a titulagdo potenciométrica para analise de atividade hidrolitica

da lipase produzida.

Figura 3 — (A) Extratos escuros da linhagem A. niger C; (B) Extratos mais claros da linhagem
P50B2.

Fonte: SILVEIRA, 2018, p.57.
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Figura 4 — Coloracéo dos extratos obtidos pela linhagem de A. niger C nos experimentos

deste trabalho.

Oh 24h 40h 48h 64h 72h 96h

Fonte: Elaborado pelo autor

A sequéncia de graficos da Figura 5 (5a até 5e) apresentam pontos
experimentais de atividade de lipase obtidos por Silveira (2018) (pontos em preto). O
método de quantificacdo da atividade empregado pelo autor foi o método
espectrofotométrico baseado na hidrdlise de p-NPP (para-nitrofenil-palmitato), restrito
as linhagens fangicas que forneceram extratos enzimaticos sem coloracao escura, 0
que inviabilizaria o emprego do método espectrofotométrico, como ja comentado.

A esses pontos experimentais, foi realizado, no presente trabalho, ajuste do
modelo logistico (Equagéo 5), tendo em vista descrever a cinética de producéo de
lipases por diversas linhagens fungicas cultivadas em meio solido por aquele autor a
30 °C, por até 120 h, tendo farelo de trigo como substrato e 6leo de oliva como indutor.
As curvas ajustadas séo representadas pelas linhas em vermelho.

Como se observa, 0s ajustes foram muito satisfatorios para as linhagens P18E2
e para o fungo T. harzianum (R2 = 1), e razoavelmente bons para as demais linhagens
fungicas testadas. As velocidades especificas de producao de atividade lipolitica (um)
sdo indicadas junto dos respectivos graficos, assim como o valor do coeficiente de

correlacgéo.
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Figura 5a — Graéfico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em funcédo do tempo de cultivo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5b — Gréfico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em fun¢éo do tempo de cultivo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5¢ — Grafico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em fungao do tempo de cultivo
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 5d — Gréfico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em fun¢éo do tempo de
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Fonte: Elaborado pelo autor
Figura 5e — Grafico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em fungao do tempo de cultivo

do fungo T. harzianum.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para poder comparar a atividade de lipase dos extratos oriundos do cultivo de
diferentes linhagens de A. niger a atividade dos extratos produzidos pelas linhagens
representadas nas Figuras 5a a 5e, Silveira (2018) quantificou também, para todos os
extratos com 72 h de cultivo, a atividade de lipase pelo método de titulacdo dos acidos
graxos liberados da hidrélise de azeite de oliva. Esse foi 0o mesmo método empregado
para obtencdo dos dados experimentais reportados na secdo 5.1 deste trabalho,
conforme descrito na secéo 4.3. Com base nos resultados obtidos por este método, o
autor selecionou o fungo A. niger C para continuidade dos seus experimentos, ja que
esta linhagem apresentou os maiores niveis de atividade lipolitica dentre as demais
linhagens durante o cultivo por FES em farelo de trigo.

Na Figura 6, é apresentada a curva cinética de atividade de lipase de extrato
oriundo do cultivo de A. niger C em substrato composto por residuos agroindustriais
do processamento do dendé. Os dados experimentais foram extraidos de Silveira
(2018) e o ajuste do modelo logistico (Equacéo 5) foi feito no presente trabalho. O
valor de Rz indica que o ajuste foi bom. Observa-se que a atividade maxima (em torno

de 15 U/mL) foi obtida com 72 h de fermentacéo, apds o que 0s niveis de atividade
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decairam, concordando com resultados experimentais deste trabalho (secao 4.1).

Figura 6 — Gréfico do perfil cinético de atividade lipolitica de extrato em funcéo do tempo de cultivo do

fungo A. niger C
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Fonte: Elaborado pelo autor

Comparando-se os valores de atividades mostrados nas Figuras 5a a 5e aos
da Figura 6, observa-se que o fungo A. niger C produziu extratos com atividades de
lipase maiores, denotando o excelente potencial deste fungo para a producédo de

dessa enzima, visando aplicacao para biodiesel.

4.3 MODELAGEM CINETICA DE DESATIVACAO ENZIMATICA COM BASE EM
DADOS DA LITERATURA PARA TERMOESTABILIDADE DA LIPASE
PRODUZIDA POR A. NIGER C EM FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Na Figura 7, sdo apresentados dados da literatura para a estabilidade térmica
de lipase produzida pela FES de A. niger C em residuos do processamento do 6leo
de palma (dados extraidos de Silveira, 2018). Os pontos representam os dados
experimentais, enquanto as linhas representam o ajuste do modelo de decaimento
exponencial, o que foi feito no presente trabalho. Na andlise, o extrato enzimatico foi
incubado por um periodo total de 24 h, as temperaturas de 40, 45, 50 e 65 °C. Ao final

desse periodo de incubacédo, a lipase manteve aproximadamente 80% de sua
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atividade original para as temperaturas de 40, 45 e 50 °C. No entanto, apds apenas 3
h de exposicdo a 65 °C, observou-se queda brusca e acentuada da atividade
enzimatica, havendo perda quase total da atividade. Isso evidencia a desativacao da
lipase a essa temperatura mais elevada, mesmo ap6s um curto periodo de exposi¢ao
(Silveira, 2018).

Figura 7 — Gréfico da termoestabilidade de lipase produzida por A. niger C em FES (24 h de
exposicao a 40, 45, 50 e 65 °C). Os simbolos sédo os dados experimentais e as linhas sdo curvas

exponenciais de decadéncia; modelo exponencial: E,= E,y e™®d!
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Fonte: Elaborado pelo autor

Favaro et al. (2020) produziram -mannanase cultivando o fungo Aspergillus
niger F12, em uma mistura de residuos de café e farelo de trigo. Os autores avaliaram
a estabilidade da enzima em temperaturas e tempos semelhantes aos de Silveira
(2018). O extrato de B-mannanase manteve 90 % de sua atividade inicial ap6s 24 h
de incubacao a temperatura de 50 °C, valor préximo ao mantido pela lipase a 65 °C,
indicando que ambas as enzimas séo igualmente termoestaveis a essa temperatura.
No entanto, a f-mannanase teve diminuicdo significativa de sua atividade somente a

70 °C, tendo mantido ainda 50 % de sua atividade inicial apdés 24 h de exposicdo. Para
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a lipase de A. niger C estudada no presente trabalho, observou-se que a enzima foi
guase que totalmente desativada a 65 °C, evidenciando que a lipase produzida no
estudo é uma enzima menos termoestavel que a f-mannanase.

Dado que a equacédo de Arrhenius é empregada para relacionar constantes de
velocidade de reacdes a temperatura, pode-se incluir reacdes de producdo de
enzimas por FES, bem como pode descrever a taxa de desativacdo da enzima
produzida (Saucedo-Castafieda et al., 1990). Ademais, quando enzimas Sao expostas
a altas temperaturas, sua atividade pode diminuir de forma consideravel, a energia de
desativacdo da enzima torna-se um parametro tdo importante quanto a energia de
ativacao, para diversas aplicacfes. Um modelo bastante simples de desativacdo de
enzimas pode ser obtido considerando um decaimento exponencial da concentracéo
de enzima ativa em funcdo do tempo de exposicdo a uma dada temperatura. Tal

modelo é representado na Equacéo 8:
Ea=Eao ekat 8)

onde Ea € a concentracdo de enzima ativa (diretamente proporcional a atividade
enzimatica) no tempo t; Eao € a concentracdo de enzima ativa inicial, ka € a taxa de
desativacdo da enzima e t € o tempo de exposicdo. Dado em literatura a grande
dependéncia de ks com a temperatura, normalmente utiliza-se a equacao de
Arrhenius, adaptada a partir da Equacao 6 para descrever a desativacdo enzimatica,

conforme Equacéao 9:

-Ed

kg=AeRT (9)

onde ka é a constante de taxa de desativacdo da enzima, A é a constante pré-
exponencial de Arrhenius (ou fator de frequéncia), Ed € a energia de desativagéo da
enzima, R é a constante geral dos gases ideais (8,3145 J/mol/K) e T é a temperatura
absoluta. Para obtencdo dos parametros A e kd para a desativacdo da lipase, foi
utilizada a forma linearizada da Equacéo 9, dada pela Equacéao 10:

Inkg=InA-=2 (10)

A Figura 8 mostra o gréafico de In ka em funcdo de 1/T, que foi utilizado para
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calcular a energia da desativacado térmica, obtida a partir do coeficiente angular da
reta, bem como a constante de Arrhenius, obtida através do coeficiente linear da reta.
Os dados de kd, bem como os valores de R2 para os ajustes de atividades enzimaticas
residuais em funcao do tempo as temperaturas de 40, 45, 50, 65 °C, além dos valores

de A e Ed, séo apresentados na Tabela 2.

Figura 8 — Grafico da regresséo linear para obtengdo dos parametros da equacao de Arrhenius para

a desativacao térmica da lipase produzida por A. niger C.
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Tabela 2 - Constantes de desativacao térmica da lipase e parametros de Arrhenius para descri¢éo do

efeito da temperatura sobre a taxa de desativagdo enzimética

Constantes de desativacao térmica (modelo de

Temperatura (°C) decaimento exponencial, Eq. 8)
ka (h1) R2
40 0,5733 0,8563
45 0,5365 0,9322
50 1,1721 0,9596
65 4,6051 1
Parametros de Arrhenius (Eq. 9)
A (hY) 8,34 x 10*?
Ed (kJ/mol) 79,5
R? 0,9479

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados obtidos pela modelagem utilizando a funcdo de decaimento
exponencial foram satisfatérios. De acordo com a Tabela 2 e fazendo uma anélise em
relacdo ao kda obtido as diferentes temperaturas, quando houve um aumento na
temperatura de 10 °C, passando de 40 para 50 °C, a taxa de desativacdo da enzima
praticamente dobrou. Por outro lado, um aumento de 15 °C, passando de 50 para 65
°C, aumentou cerca de 4 vezes a taxa de desativacdo enzimética, comprovando o
comportamento nao linear da desativacao da lipase.

Por fim, a energia de desativacao térmica encontrada para a lipase foi de 79,5
kJ/mol, valor muito proximo a dados da literatura. Por exemplo, lipase produzida
utilizando farelo de soja e casca de arroz como substrato, em sua forma imobilizada
(mais termoestavel), apresentou constante de desativacdo térmica de 60,33 kJ/mol
(Colla et al., 2015). Em comparacado a B-mannanase de Favaro et al. (2020), a lipase
foi menos termoestavel, uma vez que a energia de desativacdo térmica para a B-
mannanase foi de 147 kJ/mol (Favaro et al., 2020). A faixa usual de muitas enzimas
situa-se entre 170 e 400 kJ/mol, conforme Sizer (1943), reforgando que a lipase € uma

enzima termossensivel.
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5. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho confirmaram que a temperatura é variavel
de supra importancia no crescimento microbiano e na cinética enzimatica. O cultivo
em FES apresentou um nivel elevado de crescimento microbiano, e da atividade
hidrolitica na faixa de temperatura de 25°C e 30°C. No mais, foi observada alta
estabilidade térmica na faixa de 40 a 50°C, durante um periodo de 24h, no mesmo
passo que houve uma queda brusca e acentuada da atividade de lipase, em um curto
periodo de tempo a 65 °C. Desta forma, o conhecimento do efeito desta variavel e de
parametros associados sobre as taxas de crescimento, de formacao de bioproduto e
de desativacdo enzimatica sdo extremamente Uteis para futuros estudos de producao
e aplicacdes da lipase obtida pela FES de A. niger C.

Além disso, a producéo de lipase por A. niger C foi muito satisfatéria utilizando
farelos de soja e de trigo (1:1 m/m) e 6leo de soja como indutor. Os parametros
cinéticos encontrados permitem predi¢des de rendimentos do bioproduto de interesse,
por meio de estudos de simulagédo da ampliacdo de escala do bioprocesso. Ademais,
os estudos de termoestabilidade da enzima forneceram parametros importantes para
estabelecimento da temperatura de reacdo enzimatica nas etapas da producéo de

biodiesel, assim como para simulacao dessas reacdes em diferentes temperaturas.
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