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RESUMO

O cultivo em estado solido é uma alternativa economicamente atrativa ao cultivo submerso para a
producdo de lipases. No entanto, o aumento de escala do cultivo em estado sélido ainda enfrenta
alguns desafios, devido a limitacGes na transferéncia de calor. No presente trabalho foi realizado um
cultivo em biorreator de leito fixo em escala piloto. O biorreator foi carregado com 15 kg de substrato
seco, que resultou em um leito com altura de 40 cm. Durante o cultivo, a producéo de lipases, a
temperatura do leito em diferentes alturas e a temperatura do ar de entrada e de saida foi monitorada
continuamente. No final do cultivo, a uniformidade da producgédo de lipases foi avaliada. Ndo houve
problemas de controle de temperatura do leito durante o cultivo e a atividade de hidrélise e
esterificacdo obtida em escala piloto foi 43 e 86% da atividade obtida em escala de laboratorio,
respectivamente.
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INTRODUCAO

A rota enzimatica de producdo de ésteres alquilicos apresenta vantagens potenciais em
relacdo & rota quimica de sintese atualmente implantada na industria do biodiesel,
principalmente devido a um menor consumo de energia, a possibilidade de utilizacdo de
materias-primas com elevados contetudos de acidez e a producgéo de glicerol mais puro, além
de ser menos impactante em termos ambientais (Veras et al., 2011). No entanto, o
desenvolvimento e a implantagdo do processo industrial utilizando lipases ainda s&o
dificultados pelo elevado custo da enzima.

O cultivo em estado sélido (CES) tem o potencial de reduzir os custos de producéo de
lipases, pois possibilita a utilizacdo de residuos agroindustriais que sdo abundantes e de baixo
custo. Além disso, o CES geralmente resulta em uma maior produtividade volumétrica,
devido ao meio mais concentrado (Pandey et al., 2000). Embora a producéo de lipases por
CES tenha sido extensivamente estudada em escala de laboratorio nas Ultimas décadas, ainda
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ndo ha muitos trabalhos em maiores escalas para a producdo destas enzimas. Os poucos
trabalhos disponiveis na literatura ndo fornecem dados importantes para guiar 0 aumento de
escala, tais como o perfil de temperatura, altura do leito e uniformidade da producdo de
enzima.

MATERIAL E METODOS
O biorreator consiste em um cilindro de aco inox AISI 306, onde o substrato fica sobre

uma base retangular perfurada, com furos de 1 mm. O ar é injetado abaixo da base e flui no
sentido do fundo para o topo do leito (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica do biorreator piloto (1) soprador de ar; (2) filtro de ar; (3) torre de
umidificacdo; (4) reservatorio de agua; (5) agua do reservatorio; (6) ar saturado (7) entrada de ar; (8) base
perfurada; (9) termopares ao longo do eixo vertical; (10) de saida de ar; (11) equipamento de aquisi¢do de dados;
(12) lavador de gases.

Foi utilizado Rhizopus microsporus CPQBA 312-07 DRM e 15 kg de substrato (massa
seca), composto por 50% bagaco de cana e 50% farelo de trigo, que resultou em um leito com
40 cm de altura. O substrato foi autoclavado (121°C, 20 min) e umedecido com uma solugéo
nutriente contendo 3,2 (% m m™, baseado em substrato seco total) de ureia até umidade de
60% (m m™, base imida). O cultivo foi inoculado com uma suspensdo de esporos, devendo-se
obter uma concentracéo final de esporos no meio sélido de 3,15x10’ esporos g™ de substrato
seco. O biorreator foi mantido sob agitagéo durante 30 min, para a homogeneiza¢do do meio
de cultivo. Apos este periodo, a superficie do leito foi nivelada utilizando um rastelo, e o
biorreator foi entdo fechado e o sistema de umidificagdo e circulagdo do ar acionados. A
temperatura do reservatério de agua foi mantida a 36°C durante o cultivo. A vazéo do ar foi
man}ida constante em 110 m® h®, o que resultou em uma velocidade superficial do ar de 0,07
ms-.

As temperaturas em varias posi¢Oes do leito e a temperatura do ar de entrada e saida
foram monitoradas continuamente. Durante o cultivo, foram removidas amostras do topo do
leito para a determinag&o da atividade de hidrolise e esterificacdo e ao final do cultivo foram
coletadas amostras de diferentes posicdes e alturas do leito para verificar a homogeneidade da
producdo de lipases. A dosagem de atividade de hidrolise foi realizada utilizando o sélido
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fermentado liofilizado diretamente no meio reacional, pelo método titulométrico em pHStat.
A atividade de esterificagdo foi avaliada utilizando como reacdo-padrdo a sintese do oleato de
etila. O teor residual de acidos graxos livres (AGLs) foi quantificado pelo método
colorimétrico (Lowry e Tinsley, 1976). As atividades de hidrolise e esterificacdo foram
expressas como unidades de atividade por grama de sélido fermentado seco (U g™).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O inicio do aparecimento da atividade de hidrélise ocorreu apds 7 h de cultivo (Figura
2A). No intervalo de 7 a 20 h a atividade de hidrélise aumentou rapidamente e atingiu um
valor maximo de 113 U g™ em 20 h, valor muito menor do que o encontrado em frascos
Erlenmeyer e biorreator de colunas, que foram de 262 U g e 265 U g* em 18 h,
respectivamente. A partir de 20 h até o final do cultivo, a atividade diminui, chegando a 94
U g™ em 24 h. O mesmo perfil foi encontrado para a atividade de esterificacdo. No entanto, a
méxima atividade de esterificacdo, 10,4 U g™ em 20 h, ficou préxima do valor de 12,3 U g*
encontrado em Erlenmeyer em 18 h e de 12,1 U g encontrado em 18 h em biorreator de
colunas.
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Figura 2. Perfis durante o cultivo em estado sélido com Rhizopus microsporus e mapeamento do leito no final do
cultivo. (a) atividade de hidrolise e esterificacdo do sélido fermentado do topo do leito; (b) temperatura do leito
nas alturas de 5, 18 e 33 cm; (c) temperatura do ar de entrada e saida; (d) umidade (base imida) do solido
fermentado ap6s 24 h em diferentes posicOes e alturas do leito; () atividade de hidrélise do solido fermentado
apos 24 h em diferentes posicdes e alturas do leito; (f) atividade de esterificagdo do sélido fermentado ap6s 24 h
em diferentes posicdes e alturas do leito.
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A temperatura do leito permaneceu em torno de 34°C durante todo o cultivo, ndo sendo
observado um aumento da temperatura do leito (Figura 2B). O perfil temperatura do ar de
entrada e saida ficou semelhante ao encontrado no leito, o que indica que ndo houve
compactacao (Figura 2C). A menor producédo de calor metabdlico de R. microsporus justifica
a auséncia de problemas de controle da temperatura do leito geralmente esperado em maiores
escalas. Em biorreator de colunas, foi obtida uma velocidade de producdo de calor metabdlico
de 26x10° W g* para R. microsporus. Este valor é bem menor do que o valor de 78x107®
W g* encontrado por Pitol et al. (2016) no cultivo com Aspergillus niger para producéo de
pectinases, onde relataram um aumento de 13°C na temperatura do leito em biorreator piloto
durante o cultivo com substrato composto de farelo de trigo e bagaco de cana.

No final do cultivo, foram retiradas amostras de diferentes posicdes e alturas do leito
para a determinacdo da umidade e da atividade de hidrolise e esterificacdo (Figuras 2D, E e
F). O leito apresentou uma boa homogeneidade com relacdo a umidade do leito. J& com
relacdo a atividade de hidrolise e esterificacdo, as maiores variacdes ocorreram no topo do
leito, onde a atividade de hidrélise variou de 84 a 125 U g™ e a atividade de esterificacéo de
75a108U g™

CONCLUSOES

Né&o houve problemas de controle da temperatura do leito durante todo o cultivo e ndo
foi observada a compactacdo do leito. Apesar de a atividade de hidrélise obtida em escala
piloto ter sido de apenas 46% da obtida em escala de laboratério, a atividade de esterificacdo
obtida em escala piloto foi 86% da obtida em escala de laboratério. Com relacdo a
homogeneidade do leito, as maiores variacbes foram observadas no topo do leito, onde a
atividade de hidrolise e esterificacdo variou em torno de 30%.
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