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DALLASTRA, Eloane Daize Gomes. Producéo de agente de controle bioldgico e lipases por
cultivo em estado solido de fungos filamentosos a partir de subprodutos regionais do
cerrado. 2024. 99f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) - Universidade

Federal do Tocantins, Palmas, 2024.

RESUMO

Atualmente, existe um grande interesse por agentes de controle bioldgico e enzimas, a exemplo
das lipases. Contudo, esses bioprodutos possuem processos de producéo que apresentam custos
elevados e desafios que devem ser considerados e explorados. Este trabalho teve como objetivo
a producdo de um agente de controle bioldgico e lipases, por Cultivo em Estado Sélido (CES)
de fungos filamentosos e a valorizagdo de subprodutos regionais. Na primeira fase deste
trabalho, foi desenvolvido um biorreator de bandejas em escala piloto que permite a
intensificacdo do processo combinando operacdes upstream e cultivo em um Unico
equipamento. O equipamento possui um sistema de atomizacdo de suspensdo de esporos,
solucdo nutritiva e dgua de resfriamento acima do meio de cultivo e um sistema de esterilizacdo
a vapor. Para validar o biorreator foram realizados dois estudos de caso. No primeiro, 0 agente
de controle bioldgico Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 foi cultivado sobre residuos
agroindustriais. A producéo de conidios/mL obtida com a mistura de farelo de trigo e quirera
de arroz foi de (16,7 + 0,46) x 108, 0 que é estatisticamente maior (o =0,05) que a producéo de
conidios de (8,59 + 1,60) x 102 cultivados na testemunha (Arroz Tipo 1). No segundo estudo de
caso, lipases de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 foram produzidas em um residuo
agroindustrial, o bagaco do coco babagu, e a média da Atividade Enzimatica (AE) foi de 5,64
+ 0,45 U/mL com base em 36 cultivos. Na segunda fase deste trabalho, foram produzidas lipases
de Aspergillus flavus, visando um processo econdmico e sustentavel. Primeiramente, foi
realizada a caracterizacdo morfoldgica, identificagdo molecular e avaliagcdo da toxicidade do
fungo. Apos, foi obtida a cinética de producao de lipases de A. flavus por CES, utilizando como
substrato o subproduto bagaco do coco babagu, onde foi observado um valor méaximo de AE de
6,13 U/mL, que ocorreu apds nove dias de cultivo. Por fim, foi realizado um teste de robustez
da linhagem em uma série de bateladas de producéo de lipases, a fim de avaliar a capacidade
do fungo em manter as suas caracteristicas morfologicas e producéo de lipases, ao reutilizar os
seus conidios remanescentes no substrato em cultivos subsequentes. No teste de robustez, o
fungo manteve a maioria de suas caracteristicas morfologicas e apresentou um valor maximo
de producéo de lipases de 8,7 U/mL no quinto dia de cultivo, no segundo ciclo de reuso dos
conidios. Os resultados obtidos neste trabalho, mostraram que o biorreator de bandejas
desenvolvido pode produzir fungos e lipases de forma a reduzir o0 manuseio, energia, custos e
tempo de processo. Além disso, os resultados obtidos através do teste de robustez realizado
mostraram um rendimento superior de producgéo de lipases em menos tempo de cultivo do
fungo, tornando possivel a obten¢do dessa enzima de uma maneira mais econémica, eficiente e
sustentével.

Palavras-chave: Enzimas; Fungo Metarhirzium anisopliae; Fungo Aspergillus flavus;
Residuos agroindustriais; Economia local; Desenvolvimento regional.
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DALLASTRA, Eloane Daize Gomes. Production of biological control agent and lipases by
solid-state cultivation of filamentous fungi from regional by-products. 2024. 99f. Thesis
(Doctorate in Biodiversity and Biotechnology) - Federal University of Tocantins, Palmas, TO-
Brazil 2024.

ABSTRACT

Currently, there is great interest in biological control agents and enzymes, such as lipases.
However, these bioproducts have production processes that present high costs and challenges
that must be considered and explored. This work aimed to produce a biological control agent
and lipases, by Solid State Cultivation (CES) of filamentous fungi and the valorization of
regional by-products. In the first phase of this work, a pilot-scale tray bioreactor was developed
that allows process intensification by combining upstream operations and cultivation in a single
piece of equipment. The equipment has an atomization system of spore suspension, nutrient
solution and cooling water above the cultivation medium and a steam sterilization system. To
validate the bioreactor, two case studies were carried out. In the first, the biological control
agent Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 was cultivated on agro-industrial residues.
The production of conidia/mL obtained with the mixture of wheat bran and rice grits was (16.7
+ 0.46) x 108, which is statistically higher (a =0.05) than the production of conidia of (8.59 +
1.60) x 108 cultivated in the control (Type I rice). In the second case study, lipases from M.
anisopliae (Metsch) IBCB 425 were produced in an agro-industrial waste, babassu coconut
bagasse, and the average Enzyme Activity (AE) was 5.64 + 0.45 U/mL based on 36 crops. In
the second phase of this work, lipases from Aspergillus flavus were produced, aiming for an
economical and sustainable process. Firstly, the morphological characterization, molecular
identification and toxicity assessment of the fungus were carried out. Afterwards, the
production kinetics of A. flavus lipases was obtained by CES, using the by-product babassu
coconut bagasse as a substrate, where a maximum AE value of 6.13 U/mL was observed, which
occurred after nine days of cultivation. Finally, a strain robustness test was carried out in a
series of lipase production batches, in order to evaluate the fungus' ability to maintain its
morphological characteristics and lipase production, by reusing its remaining conidia in the
substrate in cultures. subsequent ones. In the robustness test, the fungus maintained most of its
morphological characteristics and presented a maximum lipase production value of 8.7 U/mL
on the fifth day of cultivation, in the second cycle of conidia reuse. The results obtained in this
work showed that the tray bioreactor developed can produce fungi and lipases in a way that
reduces handling, energy, costs and process time. Furthermore, the results obtained through the
robustness test carried out showed a higher yield of lipase production in less fungus cultivation
time, making it possible to obtain this enzyme in a more economical, efficient and sustainable
way.

Keywords: Enzymes; Metarhirzium anisopliae fungus; Aspergillus flavus fungus; Agro-
industrial waste; Local economy; Regional development.
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1 INTRODUCAO GERAL

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) séo enzimas que catalisam, entre
outras reag0es, a hidrdlise das ligacGes éster de lipideos gerando alcoois e acidos (CORTEZ;
DE CASTRO; ANDRADE, 2017). Essas enzimas sao extremamente versateis porque catalisam
inimeras e diferentes reacdes, sendo utilizadas na industria de alimentos, de couro, detergentes,
produtos farmacéuticos e reacdes de sintese organica (FERRAZ et al., 2018). No entanto, a
aplicacdo dessas enzimas poderia ser ainda maior caso seus custos de producdo néo fossem tao
elevados (FERRAZ et al., 2018).

Os fungos filamentosos possuem a habilidade de crescer em substratos bastante simples
e de baixo custo, além da excepcional capacidade de expressar e excretar proteinas,
caracteristica relevante no que se refere a maior facilidade no processo de extracdo e diminuigédo
de custos de producdo desses metabdlitos (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017).
Gracas a estas caracteristicas e ao avanco do conhecimento acerca dos fungos filamentosos,
tornou-se possivel a exploracdo de seu potencial para a producéo de lipases visando a aplicacao
industrial.

O fungo filamentoso Metarhizium anisopliae € amplamente utilizado no controle
bioldgico de pragas desde a decada de 1970 (BARBIERI et al., 2023; FERRON, 1978). Com
isso, o0 desenvolvimento de metodologias para sua producdo visa processos eficientes,
ambientalmente corretos e a producdo de alimentos seguros (DALLASTRA et al. 2023). Além desta
importante aplicacdo, atualmente, o fungo M. anisopliae também vem sendo estudado para a
producéo de enzimas, a exemplo das lipases, com resultados promissores (DUARTE, 2018).
Outro fungo filamentoso relacionado a producéo de lipases é o Aspergillus flavus. Este fungo
esta entre os principais produtores de lipases do género e as espécies de Aspergillus produzem
lipases que desempenham um papel vital no campo industrial (KAVITHA; SHANKARI;
MEENAMBIGA, 2021).

A utilizacdo e valorizagdo regional de residuos agroindustriais e 0 emprego de fungos
filamentosos em processos de CES sdo uma boa alternativa para ampliar a escala de producgéo
de agentes de biocontrole (DALLASTRA, 2018) e de lipases (DINIZ DA SILVA et al., 2022),
e suprir a demanda crescente desta area (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017). A
capacidade de fornecer produtos com alta estabilidade, menor geragdo de aguas residuais e a
utilizacdo de residuos de baixo custo, tornam o CES uma técnica atrativa do ponto de vista
econémico e ambiental (SOCCOL et al., 2017).

Sabe-se que a producéo de agentes de controle biologico e metabdlitos fungicos, como

as lipases, exige um rendimento suficiente a um custo relativamente baixo. Associado a essa
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temaética, estd o conceito de Ecologia Industrial, que visa, além da diminuicdo de custos de
processo, a diminuicdo da poluicdo ambiental e da demanda por matérias primas, de modo que,
residuos de um processo possam ser utilizados como matéria prima de outro (SILVA et al.,
2016). Dessa forma, a realizacdo de testes de reuso do material remanescente, constituido pelo
substrato e fungo apos a producéo de lipases, objetivando avaliar a robustez do microrganismo
de interesse na sua utilizacdo em bateladas subsequentes, se torna valido e estaria em consenso
com esses conceitos em um modo de produgdo mais sustentavel.

Com relacdo a producdo de metabdlitos fungicos e agentes de biocontrole por CES em
larga escala, a escolha do modelo do biorreator a ser utilizado também é de fundamental
importancia para o aumento da eficiéncia produtiva. Embora o CES apresente diversas
vantagens quando comparado ao Cultivo Submerso (CS), diversos fatores influenciam o CES
dentro de um biorreator e devem ser controlados, tais como, umidade e temperatura, que devem
ser manipuladas durante o processo devido a evaporacao e a geracdo de calor decorrente das
atividades metabdlicas dos microrganismos (LONSANE et al., 1985).

Adicionalmente, o procedimento de aumento de escala € considerado um dos principais
gargalos na tecnologia de CES, principalmente devido a dificuldade de reproduzir as condi¢des
ideais obtidas em pequenas escalas e unir todas as etapas do processo de producdo em um s
equipamento (MUSONI et al., 2015). Devido a isso, a escolha do modelo do biorreator a ser
utilizado é de fundamental importancia para se obter processos eficientes.

Diante do exposto, o0 presente trabalho tem como objetivo a producdo de um agente de
controle bioldgico e lipases por CES de fungos filamentosos e a valorizacdo de subprodutos
regionais, em biorreator de bandejas em escala piloto que permite a intensificacdo do processo

combinando operacdes upstream e cultivo em um dnico equipamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Produzir um agente de controle biologico e lipases de fungos filamentosos por CES, a

partir de subprodutos regionais.

2.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho encontram-se divididos de acordo com o

desenvolvimento de dois artigos cientificos abordados nos Capitulos 1 e 2.

2.2.1 Obijetivos Especificos - Capitulo 1

Desenvolver um biorreator de bandejas em escala piloto para a producéo de lipases e
conidios do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425;

Avaliar as condicdes de operacédo do biorreator desenvolvido para a producado de lipases
e conidios do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425;

Avaliar a producdo de conidios e lipases do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 no
interior do biorreator a partir dos residuos agroindustriais: bagaco do coco babacu, farelo de
soja, farelo de trigo e quirera de arroz;

Avaliar a disposicdo e as caracteristicas dos substratos utilizados para a producgdo de
lipases e conidios do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425;

2.2.2 Objetivos Especificos - Capitulo 2

Realizar a caracterizacdo morfologica do fungo A. flavus;

Realizar a confirmacéo da identificacdo molecular do fungo A. flavus;

Produzir lipases de A. flavus por CES utilizando bagaco do coco babagu como substrato;
Obter a cinética de producdo de lipases por CES de A.flavus;

Testar a robustez da linhagem em novas bateladas, utilizando conidios remanescentes

no substrato utilizado para a producdo de lipases;



16
3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspergillus flavus

Aspergillus € um fungo pertencente a familia Trichocomaceae (subfamilia
Aspergillaceae), ordem Eurotiales, subclasse Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes, filo
Ascomycota (DA SILVA et al., 2015). A nomenclatura do género foi dada por Antonio Micheli
em 1727 (BENNETT, 2009).

Aspergillus ¢ um anamorfo (DA SILVA et al., 2015) de diferentes géneros tais como
Eurotium, Emericella, Neosartorya e Petromyces, suas espéecies possuem diversas propriedades
fisiolégicas diferentes e sdo, predominantemente, saprofitas, ou seja, degradam matéria
organica (OLIBONI, 2022). Para sobreviver, realizam uma digestdo exdgena, através da
secrecdo de &cidos e enzimas no ambiente em volta para a quebra de polimeros grandes em
fracbes menores, tal estratégia permite que estes fungos degradem celuloses, hemiceluloses,
pectinas, lipideos, quitinas e queratinas (BENNETT, 2009).

As espécies de Aspergillus estdo distribuidas mundialmente e apresentam grande
impacto econdmico e social (HOUBRAKEN et al., 2020). Algumas de suas especies séo
termotolerantes, podendo crescer sob temperaturas de até 53 °C, e outras sao psicrotolerantes,
resistindo a baixas temperaturas (OLIBONI, 2022). Essas caracteristicas, dentre outras,
permitem que determinadas espécies possuam grande importancia biotecnoldgica (OLIBONI,
2022).

Entre as aplicacGes de Aspergillus estdo a producdo de enzimas para utilizacdo na
industria farmacéutica, alimenticia e de combustiveis. Exemplos de enzimas produzidas pelo
género sdo as lipases (OLIVEIRA et al., 2017), pectinases (LI et al., 2020), lactases (DE
VRESE et al., 2015), amilases (BEHAILU; ABEBE, 2018) e entre outras. Além disso,
Aspergillus também atua na producdo de acidos organicos para utilizacdo na industria
alimenticia, farmacéutica, quimica e no apoio ao avango de tecnologias, a exemplo do acido
citrico (EL-METWALLY et al., 2020) e acido glucénico (ZHANG et al., 2016).

Entretanto, fungos do género Aspergillus também sdo amplamente associados a diversas
perdas econdmicas, podendo contaminar produtos agricolas em diferentes estagios, incluindo
pré colheita, colheita, processamento e manuseio. Essas contamina¢fes ocorrem devido a
producdo das micotoxinas denominadas aflatoxinas (AF) (PODGORSKA-KRYSZCZUK,
2023).

A producdo de aflatoxinas, um metabolito secundario de Aspergillus, pode sofrer

influéncia de diversos fatores como: estresse hidrico e precipitagdo, capacidade de adaptacdo
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do gendtipo da cultura para o clima e danos causados por insetos e préaticas agricolas
(KHLANGWISET et al., 2011). A capacidade aflatoxigénica se expressa principalmente sob
condigdes de estresse ambiental, sempre e quando seu genotipo inclui a informacéo envolvida
na cadeia metabdlica de producio (RANGEL-MUNOZ et al., 2020). Além das perdas
econdmicas, esses metabolitos secundarios podem causar patologias em seres humanos, tais
doencas sdo referidas como aspergiloses, podendo acometer a pele, olhos, ouvidos, pulméo e
outros 6rgaos (RUDRAMURTHY et al., 2019).

3.1.1 Classificacao de Aspergillus

Em um estudo recente, LIU et al., (2022), apresentam uma classificacdo moderna de
Aspergillus. Os autores mantém Aspergillus como o Unico nome legal que representa o0 género
e, Aspergillus glaucus, como espécie-modelo. Todos os géneros e espécies teleomorficas
relacionadas (nomes) foram abolidos, combinados ou removidos independentemente (LIU et
al., 2022). Com relacéo ao numero de espécies, o estudo mais recente contempla um total de
446 (HOUBRAKEN et al., 2020). A taxonomia de Aspergillus é complexa e sofre muitas
mudancas com o tempo. A cada nova tecnologia de identificacdo, suas espécies vdo sendo
realocadas e novas especies sdo igualmente descobertas (SOUZA, 2018).

O genero Aspergillus encontra-se dividido em seis subgéneros: Aspergillus,
Circumdati, Cremei, Fumigati, Nidulantes e Polypaecilum (HOUBRAKEN et al., 2020). A
familia Trichocomaceae, a qual o género Aspergillus esta inserido, encontra-se subdividida em
Aspergillaceae (Aspergillus, Penicillium, Hamigera, Leiothecium, Monascus, Penicilliopsis,
Phialomyces, Sclerocleista, Warcupiella e Xeromyces), Trichocomaceae (Rasamsonia,
Sagenomella, Talaromyces, Thermomyces e Trichocoma) e Thermoascaceae
(Byssochlamys/Paecilomyces e Thermoascus) (LIU et al., 2022).

Segundo LIU et al., (2022), o género encontra-se dividido em 27 secOes: Restricti,
Aspergillus, Aenei, Bispori, Cavernicolarum, Ochraceorosei, Nidulantes, Raperorum, Silvatici,
Sparsi, Usti, Candidi, Circumdati, Flavi, Flavipedes, Janorum, Nigri, Petersoniorum, Robusti,

Tannerorum, Terrei, Cervini, Clavati, Fumigati, Cremei, Polypaecilum e Vargarum (Figura 1).
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Figura 1- Esquema da classificagdo de Aspergillus spp., em subgéneros, secdes e espécies
(ndimero entre parénteses)
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Segundo VARGA et al., (2011), A. flavus (Petromyces flavus) (HORN et al., 2009) esta

inserido no subgénero Circumdati secdo Flavi. Esta secdo contém algumas das espécies mais
importantes do género, sendo aplicadas e estudadas na area da biotecnologia, alimentacao e
salde, e, para fins de seguranca alimentar, devido principalmente a producdo de micotoxinas
por parte de grande numero dessas especies, a identificacdo correta é de grande importancia
(FRISVAD et al., 2019).

Embora tenha sido bastante estudado, a sistematica do género Aspergillus ainda
apresenta constantes mudancas (SOUZA, 2018). Segundo FRISVAD et al., (2019), para
identificacbes mais confidveis devem ser levados em consideragdo estudos combinando
fisiologia, morfologia e sequenciamento.

Baseado nisso, recentemente, FRISVAD et al., (2019) apresentaram uma atualizacao na
taxonomia da secdo Flavi e foram descritas oito novas espécies usando uma abordagem
combinando fisiologia, morfologia e sequenciamento. Segundo os autores, filogeneticamente,
a secdo Flavi esta dividida em oito clados e a se¢do contém 33 espécies. Os resultados dos
autores sao mostrados abaixo e estdo relacionados com a capacidade de cada espécie produzir
micotoxinas, e quais micotoxinas cada espécie produz.

e Duas espécies produzem apenas aflatoxina B1 e B2: A. pseudotamarii e A. togoensis;
e 14 espécies sdo capazes de produzir aflatoxina B1, B2, G1 e G2: A. aflatoxiformans, A.
austwickii, A. cerealis, A. arachidicola, A. inisclerotigenes, A. mottae, A. luteovirescens

(anteriormente A. bombycis), A. nomius, A. novoparasiticus, A. parasiticus, A.

pseudocaelatus, A. pseudonomius, A. sergii e A. transmontanensis.

e Uma cepa de A. bertholletius pode produzir o precursor imediato da aflatoxina 3-O-
metilsterigmatocistina;

e Uma cepa de Aspergillus sojae e duas cepas de Aspergillus alliaceus produziram
versicolorinas;

e Cepas de formas domesticadas de A. flavus e A. parasiticus, A. oryzae e A. sojae,
respectivamente, perderam sua capacidade de produzir aflatoxinas;

e Trés cepas (A. caelatus, A. subflavus e A. tamarii) sdo incapazes de produzir
aflatoxinas.

e Todas as espécies nos clados filogeneticamente mais distantes (A. alliaceus-, A.
coremiiformis-, A. leporis e A. avenaceus-clade) sdo incapazes de produzir aflatoxinas.

e Trés das quatro espécies do clado A. alliaceus podem produzir a micotoxina ocratoxina

A (A. alliaceus, A. eoalliaceus e A. vandermerwei)
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e Qito espécies produziram a micotoxina acido tenuazonico: A. bertholletius, A. caelatus,
A. luteovirescens, A. nomius, A. pseudocaelatus, A. pseudonomius, A. pseudotamarii e
A. tamarii;

e A micotoxina relacionada ao acido ciclopiazénico foi produzida por 13 espécies: A.
aflatoxiformans, A. austwickii, A. bertholletius, A. cerealis, A. flavus, A.
minisclerotigenes, A. mottae, A. oryzae, A. pipericola, A. pseudocaelatus, A.
pseudotamarii, A. sergii e A. tamarii;

e A. hancockii produziu speradina A, um composto relacionado ao acido ciclopiazénico;

e A. aflatoxiformans, A. austwickii, A. cerealis, A.flavus, A. minisclerotigenes, A.
pipericola e A. sergii produziram pequenos esclerddios contendo a micotoxina aflatrem;

e O acido kéjico foi encontrado em todas as espécies da secdo Flavi, exceto A. avenaceus
e A. coremiiformis;

e Apenas seis espécies da secdo ndo produziram nenhuma micotoxina conhecida: A.

aspearensis, A. coremiiformis, A. lanosus, A. leporis, A. sojae e A. subflavus.

3.1.2 Morfologia de Aspergillus flavus

As coldnias de A. flavus podem apresentar-se, inicialmente, com uma cor esbranquicada
em sua superficie e com textura cotonosa na fase inicial. Posteriormente, alteracdes na sua
coloragdo podem ser observadas, evoluindo para verde, amarelo, castanho ou preto conforme
cada espécie do género (COSTA et al., 2020). Em geral, A. flavus apresenta esclerodios de cor
marrom escuro para preto (RANGEL-MUNOZ et al., 2020), que sio estruturas de resisténcia
constituidas por multiplas hifas agregadas.

Nas Figuras 2 e 3, sdo mostradas fotografias de colnias de A.flavus em &gar extrato de
malte e agar extrato de levedura, respectivamente, onde pode ser observada a variacdo da

coloracdo para a mesma espécie a depender do meio de cultura utilizado.
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Figura 2 - Coldnia de A. flavus ap06s sete dias em &gar extrato de malte a 28 °C

Fonte: PODGORSKA-KRYSZCZUK (2023)

Figura 3 - Coldnia de A. flavus apos sete dias em agar extrato de levedura & 25 °C

Fonte: PICKOVA et al. (2021)

Com relagdo as caracteristicas microscopicas de A. flavus, destacam-se os conidiéforos
com hastes longas e grossas que terminam com uma vesicula globosa coberta com uma camada
de fialides, seguida de conidios em cadeia (DA SILVA et al., 2015). Os conidios de A. flavus
medem de 4 a 6 um de diametro (LOHMAR et al., 2019).

Na Figura 4, € mostrado um modelo de desenvolvimento de conidiéforos de A. flavus

onde é possivel observar as suas estruturas basicas.
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Figura 4 - Modelo morfogénico de desenvolvimento de conidioforos de A. flavus/adaptado
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Fonte: CHO et al. (2022).

3.2 Metarhizium anisopliae

M. anisopliae ¢ um fungo entomopatogénico amplamente utilizado no controle
bioldgico de pragas. Este microrganismo tem sido utilizado com sucesso no Brasil desde a
década de 1970 na cultura da cana-de-agUcar para controlar popula¢fes de Mahanarva posticata
(BAPFUBUSA NIYIBIZI et al., 2023; BARBIERI et al., 2023; FERRON, 1978). Apesar da
grande importancia econdmica, ambiental e dos aspectos relacionados a seguranca alimentar, o
controle microbiano de pragas, em particular a producéo de M. anisopliae, € ainda muito artesanal
e desprovida de tecnologias e controles sofisticados no processo (DALLASTRA et al., 2023).
Devido a crescente procura pelo controle microbiano, aliado aos custos altos dos processos, novas
metodologias devem ser avaliadas e devem estar alinhadas com préticas que ndo agridam o meio
ambiente, além do desenvolvimento de equipamentos eficientes (DALLASTRA et al., 2023).

Quando o fungo M. anisopliae coloniza os seus hospedeiros ocorre uma sequéncia
sincronizada de eventos de ordem mecanica, bioquimica e enzimatica, representadas pelas fases
de adesdo, germinacdo, formacdo de apressorios, formacdo do grampo de penetracgdo,
penetracdo, colonizacdo, reproducdo e disseminacao do patdgeno (ALVES, 1990).

Muitos estudos tém se dedicado a descrever o processo de infeccdo dos fungos sobre 0s
hospedeiros, sendo observado que esse processo é complexo e multifatorial. Estes
microrganismos infectam através da penetragdo da cuticula do inseto. A infeccdo comega com
a fixacdo de formas dispersivas unicelulares do fungo, por exemplo, conidios ou blastdsporos,
a cuticula do inseto. A expressdo de uma variedade de enzimas hidroliticas, por exemplo,
proteases, quitinases e lipases, e outros fatores, promovem a germinacao e o crescimento do
fungo em toda a superficie do hospedeiro. Durante este processo, o fungo produz inimeras
estruturas de infecgdo especializadas que podem incluir pinos de penetracdo e/ou apressorios,
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que permitem a penetracdo, liberacdo de toxinas e morte do hospedeiro (ORTIZ-URQUIZA;
KEYHANI, 2013).

Como mencionado anteriormente, os fungos filamentosos, a exemplo do M. asinopliae,
crescem em substratos simples e tem a capacidade de excretar proteinas. Estes fatores e a maior
facilidade no processo de extracdo desse tipo de metabolito extracelular, levam ao interesse da
comunidade cientifica em avaliar a producéo de enzimas deste fungo, a exemplo das lipases,
para as mais diversas aplicacdes. Ainda ndo ha muitos estudos do emprego de M. anisopliae
para a producdo de lipases, mas alguns trabalhos ja foram publicados com resultados
promissores (DUARTE, 2018).

3.2.1 Classificacao de Metarhizium

M. anisopliae foi descrito pela primeira vez em 1879, recebendo o nome de
Entomophthora anisopliae e, em 1883, Sorokin passou a denomina-lo M. anisopliae, nome
utilizado até os dias atuais (ALVES, 1990). O fungo encontra-se classificado no Filo
Ascomycota e pertencente a familia Clavicipitaceae (CATAO, 2016).

Em 1976, foram admitidas duas variedades para esta espécie, sendo que, a distingdo de
ambas se deu no tamanho dos conidios. A variedade minor (M. anisopliae var. anisopliae),
apresenta conidios curtos, medindo de 3 a 9 um, e a variedade majus (M. anisopliae var majus),
apresenta conidios mais longos, medindo de 9,1 a 18 um (ALVES, 1990).

Em 1994, outra tentativa de classificacdo baseada em caracteristicas morfoldgicas e
coloracdo dos conidios prop0s trés espécies: M. anisopliae, M. flavoviride e M. album, com
duas variedades: M. anisopliae var. majus e M. flavoviride var. flavoviride (CURRAN et al.,
1994).

Nos anos 2000, foi realizado um estudo da descricdo do género utilizando abordagens
moleculares, através das sequéncias de ITS (internal transcribed spacers). Tal anlise levou a
manutencdo das espécies ja descritas, porém acrescentou mais duas variedades a M. anisopliae
e cinco a M. flavoviride (DRIVER; MILNER; TRUEMAN, 2000). Em 2009, estudos
constataram que 0 género € composto por 12 espécies (M. anisopliae; M. acridum; M.
brunneum; M. globosum; M. guizhouense; M. lepidiotae; M. majus; M. pinghaense; M.
robertsii; M. album; M. flavoviride; M. frigidum) (BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009).
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3.2.2 Morfologia de Metarhizium

Metarhizium possuem hifas septadas e produzem esporos assexuais denominados
conidios (CATAO, 2016). Os conidios podem apresentar medidas de 3 a 18 pm (ALVES, 1990)
e estdo sobre estruturas especializadas chamadas de conidiéforos (CATAO, 2016).

Macroscopicamente, SALDANHA et al., (2022) verificaram em isolados de
Metarhizium spp. que, inicialmente as colbnias apresentam coloragdo branca, tornando-se
amarelas com o inicio da producdo de conidios que se concentram mais ao centro e, com 0
amadurecimento, conferem as coldnias colorac@es que variaram em tonalidades de verde-oliva.
Alves (1990) também relatou uma variacdo na coloracdo do fungo, em que os conidios
apresentam tons que variam do verde claro a escuro, acinzentados, ou esbranqui¢cados com
manchas verdes.

Como mostrado na Figura 5, a coloragdo das colénias de Metarhizium podem se
apresentar de diversas formas para o mesmo isolado, a depender do meio de cultura utilizado.
Na Figura 5, as colonias foram obtidas em meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA), meio

completo e suco de vegetais, respectivamente.

Figura 5 - Coldnias de M. anisopliae IBCB 383 em diferentes meios de cultura

Fonte: SALDANHA et al. (2022).

3.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE FUNGOS FILAMENTOSOS

A biologia molecular tem se expandido com novas perspectivas na classificacéo,
identificacdo e diferenciacdo de espécies de fungos, o que antes era impossivel realizar por
estudos morfologicos, pelas suas limitagdes (TIAGO; OLIVEIRA; LIMA, 2014). Segundo
SOUZA (2018), a classificacdo e identificacbes errbneas sdo comuns através de estudos
morfoldgicos devido a falta de experiéncia com o género e semelhanga fenotipica entre
espécies. E, para sanar essa problematica, podem ser utilizadas as técnicas moleculares
(TIAGO; OLIVEIRA; LIMA, 2014).

Entre as técnicas de biologia molecular utilizadas para a caracterizagdo de espécies de
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fungos entomopatogénicos estdo os métodos de barcoding, com base na reacdo em cadeia
da polimerase ou “polymerase chain reaction” (PCR) (FEGAN et al., 1993) e utilizagdo do
espacador interno transcrito (ITS) (LYRA, 2014).

Na Micologia, regides especificas do genoma, como o ITS, localizado entre regides
altamente conservadas, sdo frequentemente usadas para a identificagdo do isolado (LYRA,
2014). Durante os ultimos anos o ITS de DNA nuclear tem sido usado como alvo para
analisar a diversidade fungica e recentemente foi selecionado como o marcador padréo para
barcoding de DNA fungico (LIMA, 2015). A identificagdo molecular através do barcoding
de DNA de fungos tornou-se uma parte integrada e essencial da pesquisa em ecologia
fangica e forneceu novos insights sobre a diversidade e ecologia de muitos grupos diferentes
de fungos, possibilitando o estudo do microrganismo em seu estagio micelial e ndo apenas
por meio de corpos de frutificacdo (BELLEMAIN, 2010).

Segundo estudos, utilizar a regido do ITS em estudos de caracterizagdo molecular em
fungos apresenta alguns pontos positivos, dentre eles, o pequeno tamanho das regides do
ITS (cerca de 500-800pb), que permite facil amplificacdo por PCR; A natureza multicopia
da repeticdo rDNA, o que torna estas regides faceis de amplificar, mesmo em amostras
diluidas ou degradadas e alta variabilidade desta regido entre espécies distintas
morfologicamente (BRIDGE; ARORA, 1998).

3.3 PRODUCAO DE LIPASES POR FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos filamentosos, a exemplo do A. flavus e M. anisopliae, s&o bons produtores de
enzimas extracelulares. Esse fato, além de permitir a sobrevivéncia dos fungos no ambiente,
vem despertando o interesse na producdo e aplicacdo dessas enzimas nas mais diversas areas
de aplicacdo por conferirem uma maior facilidade no processo de extracdo e a diminuicdo de
custos de producdo desses metabolitos (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017). Um
exemplo dessas enzimas s&o as lipases (BENNETT, 2009; GREWAL et al., 2021) e, devido a
isso, diversos estudos vém sendo realizados para a producdo deste metabolito (KAVITHA,
SHANKARI; MEENAMBIGA, 2021; DINIZ DA SILVA et al., 2022).

A. flavus estd entre os principais produtores de lipase do género (KAVITHA;
SHANKARI; MEENAMBIGA, 2021). As espécies de Aspergillus produzem lipases que
desempenham um papel vital no campo industrial (KAVITHA; SHANKARI;
MEENAMBIGA, 2021). Diversos estudos foram realizados abordando Aspergillus e a
producéo de lipases. EZEMA et al., (2023), em um trabalho recente e inédito, isolaram A. flavus

de sementes de melancia e observaram a producdo de uma nova lipase que, através da
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constatacdo por meio de técnicas moleculares e bioquimicas, pode ser utilizada em uma ampla
gama de aplicacdes. Neste mesmo contexto, visando suprir o crescente interesse da utilizagdo
das lipases microbianas nos ultimos anos, FAOUZI et al., (2015) isolaram uma lipase de A.
flavus em curtume tradicional da cidade de Fez, em Marrocos e constataram a sua estabilidade
em diversas condig¢des. Outro exemplo da associagao de lipases e A. flavus foi dado por SILVA,
SOUZA, SOUZA (2022) na regido da Floresta Amazonica, apresentando seus resultados como
um potencial bioproduto para as estratégias de desenvolvimento da bioeconomia na Amazénia.

Outros estudos da producéo de lipase por CES apresentam resultados promissores. Com
valores de AE de 7 U/g para A. flavus, 9 U/g para Aspergillus niger e 8,13 U/mL para
Aspergillus fumigatus (KAVITHA; SHANKARI; MEENAMBIGA, 2021).

Os estudos relacionados ao fungo M. anisopliae ainda sdo bastante direcionados ao
controle bioldgico de pragas, porém, ha relatos na literatura de M. anisopliae como produtor de
proteases, quitinases e lipases (DINIZ DA SILVA et al., 2022; DUARTE, 2018; DUTRA,
2020; SILVA et al., 2005). A partir dos resultados promissores obtidos nestes trabalhos e
levando-se em consideracdo que este fungo excreta enzimas naturalmente para garantir sua
sobrevivéncia, torna-se valido realizar estudos que viabilizem a utilizagdo deste fungo para a

producéo de lipases.

3.4 LIPASES

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam,
entre outras reagdes, a hidrolise das ligacdes éster de lipideos gerando alcoois e &cidos
graxos (CORTEZ;, DE CASTRO; ANDRADE, 2017). Enzimas sdo catalisadores
notavelmente eficazes, responsaveis por milhares de reacdes quimicas envolvidas nos
processos bioldgicos dos sistemas vivos ou in vitro (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE,
2017). Os processos enzimaticos apresentam uma série de vantagens quando comparados
com 0S processos quimicos convencionais catalisados ou ndo, sendo que as velocidades das
reacOes mediadas por enzimas sdo superiores em relacdo aquelas ndo catalisadas, por um
fator de 10® — 10'° (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017).

As lipases apresentam destaque no cenario mundial de enzimas pois permitem a
catélise de reacdes de hidrolise e de sintese e a aplicagdo em Vvarios setores, como por
exemplo, aplicacdo na industria téxtil, na industria de detergentes, atuando como ferramenta
de diagndstico e tratamentos médicos, no tratamento de residuos e esgotos, na indudstria de
papel e celulose, na producdo de biodiesel e na industria de alimentos modificando sabores
e aromas (DE OLIVEIRA et al., 2020).

Segundo relatorio divulgado por Research And Markets (2023), entre os anos de 2019



a 2029, o mercado global de enzimas alimentares lipase devera testemunhar um crescimento
substancial, atingindo um tamanho de mercado de US$ 679,5 milhGes até 2029, sendo que,
a principal aplicacdo das lipases correspondera a indudstria de alimentos e bebidas, seguida
pela aplicacdo em alimentacdo animal (Figura 6), e a forma em pé dessas enzimas apresenta

preferéncia no mercado quando comparada a forma liquida (Figura 7).

Figura 6 -Mercado e aplicacao de lipases nos anos de 2019 a 2029
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Lipase Food Enzymes Market Size, By Application, 2019 - 2029
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Fonte: RESEARCH AND MARKETS (2023).

Figura 7 - Mercado de lipases liquida e em p6
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Com base em indicadores cientificos e tecnoldgicos, estudos relataram que as lipases,
identificadas em 1930, ainda mantém elevado grau de interesse para aplicagdo em diversos
segmentos industriais. Segundo DUTRA (2020), o mercado mundial de lipases microbianas
atingiu 425 milhdes de dolares em 2018 e estimou-se 590 milhdes de dolares em 2023.
Segundo outro levantamento realizado, os valores para 0 ano de 2019 atingiu 352,0 milhdes
de ddlares e, para 2029, estima-se 679 milhdes de dolares (Figura 6).

As lipases podem ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas,
entretanto, as lipases microbianas apresentam diversas vantagens, como variedade de
atividades cataliticas disponiveis, mais estabilidade, menor custo de producdo e a
possibilidade de producéo em larga escala (CHANDRA et al., 2020).

A disponibilidade e os s6lidos conhecimentos de sele¢do, purificagdo, preservacao,
manipulagdo, bem como condigdes de cultivo de fungos filamentosos e a busca constante
de fontes alternativas de lipases, criam oportunidades para o aprimoramento e/ou
descobertas de novas formas de obtencdo e aplicacdo dessas enzimas (CORTEZ; DE
CASTRO; ANDRADE, 2017).

Aumentar a producdo e aplicacdo destas enzimas depende do desenvolvimento de
equipamentos simples e praticos e aplicagdo em escala aumentada, visando sistemas de
producdo de baixo custo e com processos eficientes. Neste contexto, enquadram-se 0sS
biorreatores para CES e a utilizagéo residuos agroindustriais como substrato.

Alguns exemplos de fungos em CES e seus respectivos valores de atividade lipolitica
e substratos utilizados, s&o mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Atividade lipolitica a partir de diversos fungos e substratos solidos

Atividade

Fungo Substrato lipolitica
Aspergilus fumigatus Arroz quebrado 8 U/mL
Trichoderma harzianum Torta do 6leo de mamona e bagaco da cana de agUcar 4 Ugds-1
Fusarium Azeite e farelo de soja 5 Ugds-1

Aspergillus niger Residuos do dleo de palma 15 UmL-1

Fonte: Panesar et al., (2016)

Além deste, outros estudos utilizando o bagaco do coco babacu (Attalea speciosa)
como substrato para a producéo de lipases empregando os fungos filamentosos: Penicillium
brevicompactum, P. simplicissimum e P. verrucosum foram realizados (AGUIEIRAS et al.,
2014; COSTA CAVALCANTI et al., 2005; SILVA et al., 2011) e apresentaram bons
resultados.



3.5 SUBSTRATOS PARA CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

O Brasil € um dos principais produtores e fornecedores mundiais de alimentos
(NEVES et al., 2021), entretanto, a producdo desses produtos agricolas gera uma grande
quantidade de residuos cuja disposicdo no meio ambiente causa sérios problemas de
poluicdo. Diante disso, nos Gltimos anos, a tentativa da utilizagdo desses residuos tem
aumentado e o CES tem se mostrado uma alternativa viavel, agregando valor a produtos,
minimizando problemas ambientais e valorizando subprodutos regionais (CASCIATORI et
al., 2015).

Entre os residuos agroindustriais utilizados como substrato em CES, para as mais
diversas aplicacdes, estdo o bagaco do coco babacu (DUARTE et al., 2018), o farelo de trigo
(CASCIATORI et al., 2015), quirera de arroz, farelo de soja (DALLASTRA et al., 2019) e
entre outros.

O Babacu (Attalea speciosa) é uma palmeira de espécie nativa do Brasil, encontrada
principalmente nos estados do Maranhdo, Piaui e Tocantins (VALE; GUIMARAES;
MORAIS, 2015). Outra espécie bastante conhecida é Attalea phalerata. Ambas difundidas
em diversos estados do pais (Figura 8) (CARRAZZA et al., 2012)
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Figura 8 - Distribuicdo da palmeira Babagu (Attalea speciosa e Attalea phalerata) no mapa do
Brasil

Attalea phalerata

Attalea speciosa

Fonte: CARRAZZA et al. (2012).



A cadeia produtiva do babacu (Figura 9) é uma das mais representativas do
extrativismo vegetal no Brasil em razdo da area de abrangéncia da palmeira babacu, bem
como das inumeras potencialidades e atividades econémicas que podem ser desenvolvidas
a partir dela. Com isso, estudos estdo sendo realizados visando o fortalecimento da sua
cadeia produtiva, com foco em tecnologias de aproveitamento integral do babagu em
agroindustrias de base familiar (CARRAZZA et al., 2012).

Figura 9 - Cadeia produtiva do babagu
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Fonte: CARRAZZA et al. (2012)

O coco babacu (Figura 10) é bastante apreciado para alimentacdo humana. No estado
do Tocantins, o processamento do coco babagu possibilita a obtencdo de 6leo, torta proteica,
biomassas energéticas, farinhas amil&ceas, alcool amildceo e carvdo ativado. Apds a
extracdo de Oleo, é gerada a torta de babagu ou “bagago do coco babagu” (Figura 11), este
é rico em nitrogénio e carbono, com 19% de proteina, 12% de lipideos, 9% de carboidratos
e 16% de hemicelulose (CARRAZZA et al., 2012), sendo reconhecido como potencial
substrato para producéo de lipases, devido aos acidos graxos presentes em sua composi¢do
(DUARTE et al., 2018).
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Figura 10- Coco babagu

B

Fonte: CARRAZZA et al., (2012).

Figura 11 - Bagaco do coco babagu

O estado do Tocantins é o principal produtor de soja do norte do pais (CONAB,
2022). O processamento do grdo gera varios tipos de subprodutos, a exemplo do farelo de
soja, que é gerado a partir da extracdo do 6leo de soja (CONAB, 2022). O farelo de soja
contém aproximadamente 46% de proteina, 4,7% de fibras, e cerca de 0,3% de célcio e 0,6%
de fosforo (TRONI et al., 2016). Devido ao seu perfil nutricional é bastante utilizado como
substrato ou suporte para a producao de enzimas por CES (TOMBINI, 2015). No processo
de producéo do leite de soja, 0 subproduto gerado é conhecido comercialmente como okara,
rico em proteinas, lipideos e carboidratos, composicdo que permite sua utilizagdo como
meio de cultivo de alta qualidade para processos de cultivo microbiano (TOMBINI, 2015).

A producéo de trigo no norte do Brasil ainda é considerada pequena e com algumas
areas experimentais. Ja& na regido nordeste, essa producdo se apresenta maior e com

perspectivas de crescimento (CONAB, 2022). O farelo de trigo é a pelicula externa contida
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na parte comestivel do grao de trigo, possui em sua composic¢ao aproximadamente 17% de
proteinas, 3% de fibras e cerca de 1% de fosforo (TRONI et al., 2016), podendo ser uma
boa alternativa de substrato para a producdo de enzimas.

O estado do Tocantins esta entre os principais produtores de arroz do pais. Embora,
no ano de 2023, o levantamento mostre uma diminuicdo das areas plantadas, devido as
condicBes climaticas (CONAB, 2023). Este grdo € o substrato atualmente utilizado na
producéo do fungo M. anisopliae para fins comerciais devido a sua qualidade nutricional e
ao seu alto valor energético, no entanto, seu custo é considerado elevado (DALLASTRA et
al., 2019). O arroz € composto por 80% de carboidratos, 8% de proteinas, além de apresentar
na sua composicao minerais como fosforo, ferro e célcio (SENE et al., 2010). Nas indUstrias
de beneficiamento de arroz pode ocorrer a quebra desses gréos, gerando um subproduto
classificado como quirera de arroz, o que representa um problema econdmico para a
inddstria, pois 0 mesmo é rejeitado para o consumo humano (PANESAR et al., 2016). No
entanto, esse subproduto € considerado uma boa opcdo como substrato para processos de
CES visando a producéo de enzimas (CONAB, 2022) (PANESAR et al., 2016).

3.6 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

O CES é um processo que envolve o crescimento de microrganismos em particulas
solidas Umidas, entre as quais hd uma fase gasosa continua e um minimo de agua visivel
(MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2006) ou ainda, € um processo que permite o cultivo
de microrganismos em substratos ndo solUveis que apresentem agua minima e suficiente
para o desenvolvimento microbiano (RANJBAR; HEJAZI, 2019).

O CES apresenta algumas caracteristicas vantajosas quando comparado ao Cultivo
Submerso (CS). O CES apresenta melhores resultados qualitativos e quantitativos
relacionados ao produto desejado, baixo consumo de agua e energia, por isso, possui
aspectos positivos relacionados a sustentabilidade. Além disso, possibilita a producdo de
inimeros bioprodutos e permite a utilizacdo de diversos residuos solidos como substrato
(RANJBAR; HEJAZI, 2019). A selecdo do substrato adequado para CES é extremamente
importante, pois este material solido constitui fonte de nutrientes para 0 microrganismo e
pode atuar como suporte fisico ao cultivo (OLIVEIRA et al., 2018).

O processo de CES tem sido praticado desde os tempos antigos e, atualmente, é
aplicada na producéo de uma ampla gama de produtos de alto valor agregado a exemplo de
enzimas como lipase (OLIVEIRA et al., 2018), celulase (KHANAHMADI et al., 2018) e
L- asparaginase (DORIYA; KUMAR, 2018), compostos aromaticos (TRY et al., 2018),
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diversos metabdlitos secundarios biologicamente ativos (PANDEY, 2003) e agentes de
controle bioldgico (DALLASTRA et al., 2019).

No caso das lipases, por exemplo, apesar dessas enzimas apresentarem uma ampla
aplicacdo em diversos setores com perspectivas de crescimento de mercado, essas
aplicacBes poderiam ser ainda maiores, porém, ndo o sdo devido ao seu alto custo de
producédo (DUTRA, 2020). Uma possibilidade de tornar um bioprocesso economicamente
viavel € por meio da CES (RANJBAR; HEJAZI, 2019). Porém, os processos de CES
apresentam algumas dificuldades no controle de operacgédo e nos fendmenos de transferéncia
de calor e massa e € importante encontrar as melhores condi¢des de operagdo para 0 maximo
rendimento desses bioprocessos (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2006).

Para isso, 0s processos de CES devem ser ainda mais explorados, tanto em pequena
guanto em grande escala, empregando por exemplo, biorreatores que sejam capazes de
manter a homogeneidade e integridade do complexo “substrato— microrganismo” e obter o

produto desejado (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2006).

3.7 BIORREATORES

Um biorreator pode ser definido como um recipiente onde organismos séo cultivados
ou materiais sdo convertidos ou transformados através de reagdes especificas de forma
controlada (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2006). Por meio deste equipamento
procura-se fornecer as condicOes ideais para a obtencdo do produto desejado, fornecer
barreira contra possiveis contaminagdes do leito, manté-lo impedido de ser liberado ao meio
externo e conter o processo de cultivo microbiano (DA CUNHA et al., 2020). No projeto
de um biorreator devem ser considerados alguns parametros importantes para a obtencéo de
resultados eficazes, tais como: concentracdo de Oz, temperatura, gradientes de umidade,
aeracao e transferéncia de calor e massa (KHANAHMADI et al., 2018).

Apesar de um biorreator ter como funcao fornecer condicGes 6timas para 0 processo
de cultivo microbiano, no decorrer do CES as condi¢cBes ambientais no interior do
equipamento mudam, com isso, é necessario obter mecanismos de controle dessas condigdes
e 0 sucesso desses procedimentos depende da eficiéncia dos processos de transporte de calor
e massa no leito do substrato (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2006). Além disso, 0s
resultados do cultivo serdo otimizados de acordo com o tipo de biorreator escolhido para
determinado bioprocesso (DA CUNHA et al., 2020).

Os biorreatores para CES podem ser divididos em quatro grupos. No primeiro grupo

estdo contidos biorreatores nos quais o leito é estatico ou misturado com pouca frequéncia
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e o ar circula livremente ao redor, chamados frequentemente de biorreatores de bandeja. O
segundo grupo contém os biorreatores de leito estatico sobre o qual o ar € forcado, referidos
como biorreatores de leito empacotado. No terceiro grupo, o leito é continuamente
misturado ou misturado intermitentemente e o ar circula ao redor da cama, mas nao é
soprado com forga, chamados geralmente de biorreatores de tambor rotativo. O quarto grupo
conta com biorreatores com leito agitado e ar forcado sobre ele, podendo ser agitados
continuamente ou intermitentemente, e sao chamados de biorreatores de leito fluidizado (gas
solido) (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2006).

Entre os biorreatores de leito fixo, os de bandejas representam o tipo mecéanico
mais simples e mais utilizado em CES (DORIYA; KUMAR, 2018). Eles sdo constituidos
por uma camara contendo bandejas individuais uma sobre a outra com um espaco entre elas.
O cultivo ocorre nas bandejas as quais possuem fundo perfurado para segurar o substrato
solido e permitir maior aeracdo (DUTRA, 2020).

A ampla utilizacdo desse tipo de biorreator se deve também a sua tecnologia simples
(DORIYA; KUMAR, 2018) e a aplicabilidade de resultados da escala de laboratorio em
larga escala (mantendo a espessura do leito de substrato) (SOCCOL et al., 2017). Entre suas
limitagbes estdo a grande area ocupada e a necessidade dos leitos de substratos se
apresentarem com pequena profundidade (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2006).

Entre as aplicacbes dos biorreatores de bandejas estdo a producdo de alimentos
fermentados (TRY et al., 2018), producdo de enzimas (DORIYA; KUMAR, 2018) e
producdo de agentes de controle biologico (DALLASTRA et al., 2019).

Embora os biorreatores de bandejas sejam bastante utilizados, ainda existem diversas
limitacOes atreladas aos processos de CES nesses equipamentos, sendo que, 0s problemas
relacionados a transferéncia de calor e massa sé@o 0s mais importantes. Ou seja, pode ocorrer
a diminuicdo da umidade do leito de substratos devido a evaporagdo da &gua associada a
liberagdo metabolica de calor (KHANAMAMHDI et al., 2018), acimulo de calor metabdlico
no leito do substrato com o aumento da espessura crescente do leito e, a dificuldade na
difusdo do ar dentro do substrato devido ao crescimento de micélio durante o periodo de
cultivo (VASEGUI et al., 2013).
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ABSTRACT

Solid State Cultivation (SSC) processes present high contamination and low productivity rates,
as they involve discontinuous processes with multiple manual steps. With the aim of reducing
handling in SSC processes, this research developed a pilot-scale tray bioreactor that allows
process intensification by combining upstream operations and microbial cultivation in a single
piece of equipment. Therefore, a new tray bioreactor was developed with an atomization system
of spore suspension, nutrient solution and cooling water above the culture medium. It also
incorporates a steam sterilization system. To validate the bioreactor, two case studies were
carried out. In the first case study, the fungus Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 was
cultivated on three types of agro-industrial waste. The production of conidia/mL obtained with
the mixture of wheat bran and rice grits was (16.7 £ 0.46) x 108, which is statistically higher
(¢=0.05) than the production of the fungus of (8.59 + 1.60) x 108 cultivated in the control.
(Type I rice). In the second case study, lipases from M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 were
produced in an agro-industrial residue, babassu coconut bagasse, and in type I rice. The average
EA was 5.64 £ 0.45 U/mL based on 36 crops. The results showed that the new tray bioreactor

can produce fungi and lipases in greater quantities than other systems reported in the literature,
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while reducing handling, energy, costs and process time.

Keywords: Pilot-scale tray bioreactor; Solid state cultivation; Metarhirzium anisopliae fungus;

Lipase production; Agro-industrial waste; Local economy and regional development.

RESUMO

Os processos de Cultivo em Estado Soélido (CES) apresentam alta contaminagdo e baixos
indices de produtividade, pois envolvem processos descontinuos com mdaltiplas etapas manuais.
Com o objetivo de reduzir o manuseio nos processos de CES, esta pesquisa desenvolveu um
biorreator de bandeja em escala piloto que permite a intensificacdo do processo combinando
operacdes upstream e cultivo microbiano em um Unico equipamento. Assim, um novo
biorreator de bandeja foi desenvolvido com um sistema de atomizag&o de suspenséo de esporos,
solucdo nutritiva e agua de resfriamento acima do meio de cultivo. Também incorpora um
sistema de esterilizacao a vapor. Para validar o biorreator foram realizados dois estudos de caso.
No primeiro estudo de caso, o fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 foi cultivado
sobre trés tipos de residuos agroindustriais. A producdo de conidios/mL obtida com a mistura
de farelo de trigo e quirera de arroz foi de (16,7 + 0,46) x 108, o que é estatisticamente maior
(0=0,05) que a produgio do fungo de (8,59 + 1,60) x 108 cultivados na testemunha. (Arroz Tipo
I). No segundo estudo de caso, lipases de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 foram produzidas
em um residuo agroindustrial, 0 bagaco do coco babagu e em arroz tipo I. A média da AE foi
de 5,64 £ 0,45 U/mL com base em 36 cultivos. Os resultados mostraram que 0 novo biorreator
de bandejas pode produzir fungos e lipases em maiores quantidades do que outros sistemas
relatados na literatura, a0 mesmo tempo que reduz manuseio, energia, custos e tempo de

processo.

Palavras-chave: biorreator de bandejas em escala piloto, cultivo em estado sélido, fungo
Metarhizium anisopliae, producdo de lipase, residuos agroindustriais, economia local e

desenvolvimento regional.
1 INTRODUCAO
O Cultivo em Estado Sdélido (CES) é uma tecnologia comumente usada para o

crescimento de microrganismos em substratos solidos sem fluxo livre de agua
(CHILAKAMARRY et al., 2022; PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2018). O substrato
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solido contém umidade suficiente para suportar atividades microbianas sem adicdo de agua
(KUMAR et al., 2021; MITCHELL et al., 2000; SINGHANIA et al., 2018). O substrato sélido
pode ser a fonte de nutrientes para 0s microrganismos, onde as rea¢cdes podem ocorrer na
superficie das particulas ou dentro delas, definindo varios mecanismos de transferéncia de
massa (CASCIATORI; THOMEO, 2018; HARDIN et al., 2002). Além disso, os sélidos
também podem ser uma matriz suporte impregnada com nutrientes especificos para o
desenvolvimento do microrganismo (DAS; BHAT; SELVARAJ., 2019; RESHMY et al., 2022;
SINGHANIA et al., 2018).

Parte do sucesso do CES se deve ao fato de que os fungos crescem e desenvolvem suas
atividades metabdlicas favoravelmente. Isso ocorre porque as condi¢bes de cultivo sdo
semelhantes ao seu habitat natural em residuos organicos em ambientes com baixa atividade de
4gua (RODRIGUEZ-RESTREPO et al., 2024; SOCCOL et al., 2017). Como resultado, a
possibilidade de usar residuos sélidos da agroindustria como substratos chama a atencéao tanto
da comunidade de pesquisa quanto da industria.

Com pesquisa e desenvolvimento suficientes, esses substratos podem ser convertidos
em produtos de alto valor agregado, como enzimas, fungos, bactérias, acidos organicos, alcoois,
polissacarideos, biopesticidas, biossurfactantes e compostos arométicos (ASHOK et al., 2017,
CHILAKAMARRY et al., 2022), incluindo aplicagdes na alimentacdo, industrias
farmacéuticas, cosméticas, de pigmentos, de controle biologico de pragas, entre outras
(COUTO; SANROMAN, 2006; RODRIGUEZ COUTO; SANROMAN, 2005). Além de
agregar valor aos residuos, ha um impacto positivo no meio ambiente, pois reduz o descarte
inadequado (CHILAKAMARRY et al., 2022; BHARGAV; PANDA,; ALI, 2008).

Quando comparado com o Cultivo Submerso (CS), o CES apresenta vantagens
significativas como maior produtividade volumétrica, economia de agua durante o processo de
cultivo, utilizacdo de fontes de carbono (residuos agricolas) de facil acesso e baixo custo, maior
concentracdo do produto, facilidade de separacdo e purificacdo do produto final, maior
rendimento e menor possibilidade de contaminacdo devido a menor atividade de agua (DO
NASCIMENTO et al., 2021; PANDEY, 2003; RAGHAVARAO; ANGANATHAN;
KARANTH, 2003). No entanto, os processos industriais atuais de CES, conforme mostrado no
fluxograma da Figura 12, ainda s8o muito complexos e envolvem vérias etapas manuais e

delicadas que exigem muita mao de obra.
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Figura 12 - Diagrama esquematico generalizado dos processos realizados em uma biofabrica
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Como mostrado na Figura 12, todas as etapas do processo sdo realizadas em lotes.
Primeiramente, um substrato € pré-tratado por cozimento em tanques térmicos ou com vapor
até atingir uma consisténcia firme, que permita ser atacado por um fungo sem resultar em
aglomerados. Em segundo lugar, o substrato € retido em peneiras para retirar 0 excesso de dgua,
seguindo-se a transferéncia para o local de cultivo. O conjunto substrato-recipiente é entdo
esterilizado em autoclave. Depois disso, o conjunto € levado para uma camara frigorifica para
resfriar por cerca de um dia até atingir a temperatura ambiente (ZHANG; SUN; MA, 2017,
GRAJALES et al., 2012). A solucdo inoculante é entdo injetada manualmente em cada conjunto
estéril em uma cdmara de fluxo laminar dentro de uma sala de ar estéril. A incubagdo posterior
é realizada em salas de germinacdo com temperatura controlada, com ou sem iluminacgéo
artificial. Quando a incubacéo ¢ concluida, o processo de descarregamento € realizado (DINIZ
DA SILVA et al., 2022; GRAJALES et al., 2012; VINIEGRA-GONZALEZ, 2014; ZHANG;
SUN; MA, 2017).

Varios inconvenientes podem ser identificados durante os processos por causa do
manuseio extensivo. Isso inclui alta taxa de contaminagéo, baixa produtividade, bem como
ambiente de trabalho insalubre (DA CUNHA et al., 2019). Por estas razdes, € muito dificil
desenvolver processos de CES em larga escala. Como tal, é fundamental o desenvolvimento de
técnicas e equipamentos como 0s biorreatores que possam permitir uma operacao simplificada

e uma maior taxa de producéo.
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Em geral, os biorreatores sdo caros e complexos em projeto, pois possuem um grande
numero de variaveis que devem ser controladas (DURAND, 2003). A arquitetura interna do
biorreator deve promover aeracéo eficiente, manter a uniformidade e a integridade do substrato
e facilitar a transicdo de processos upstream, como preparacéo e esterilizacao do substrato, para
processos downstream, como biomassa e recuperacdo de produtos, bem como lidar com o
carregamento e descarregamento do equipamento (RAGHAVARAO; ANGANATHAN;
KARANTH, 2003; SINGHANIA et al., 2009).

Ao longo da histéria, diferentes tipos de biorreatores, como leito empacotado, tambor
rotativo, leito fluidizado e bandejas, foram testados para processos de CES
(CHILAKAMARRY et al., 2022; KUMAR et al., 2021; SINGHANIA et al., 2018). Os
biorreatores de bandeja representam o tipo mais econdmico devido a sua estrutura simples e
facilidade mecanica de construcdo. Portanto, sdo os mais utilizados em escala industrial (DINI1Z
DA SILVA et al., 2022). No entanto, existem algumas desvantagens significativas dos
biorreatores de bandeja para CES, incluindo a necessidade de preparar a cultura de
microrganismos e o substrato fora do equipamento, distribuicdo heterogénea potencial dos
metabdlitos no final do processo, remocéo insuficiente de calor do leito estético de particulas,
e extracdo laboriosa do bioproduto (ARORA; RANI; GHOSH, 2018; DA CUNHA et al., 2020;
GRAJALES et al., 2012).

Ao combinar varias etapas do processo, como preparacdo de substrato, esterilizacao,
inoculacdo, cultivo e descarga em um biorreator econémico, ele superara as desvantagens dos
processos de CES existentes em biorreatores de bandeja, diminuindo substancialmente o
manuseio, a energia, 0 tempo e o0s custos dos processos, justificando sua aplicacdo (GARRO et
al., 2021; GRAJALES et al., 2012). Esta metodologia de combinar varias etapas do processo
fazendo reducbes notaveis no tamanho do equipamento, visando transformar um processo
convencional em um processo mais econémico, produtivo e verde € o conceito fundamental
que define a Intensificacdo do Processo (IP) (TIAN et al., 2018). Portanto, IP € uma integragdo
funcional de equipamentos que permite reduzir o numero de operacdes unitarias, a fim de
simplificar o processo, diminuir custos, reduzir o consumo de energia ou a geracdo de residuos
ao atingir uma determinada meta de producéo (SITTER et al., 2019; TIAN et al., 2018; WANG
et al., 2017; NIKACEVIC et al., 2012). O desafio associado a esta inovacdo é enorme, pois
existem barreiras a implementacdo, tais como fiabilidade em tecnologias maduras, riscos
devido a falta de precedentes, falta de conhecimento sobre como e onde aumentar a escala e
falta de unidades de escala de processo validadas. Assim, um processo de CES realizado em
um novo biorreator de bandejas capaz de compreender as etapas de upstream, cultivo e
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downstream em um Unico equipamento, desempenha um impacto significativo no estado da
arte da intensificacéo do bioprocesso de CES.

Na ultima década, o grupo de pesquisa Engenharia de Biorreatores, da Universidade
Federal do Tocantins (UFT), vem trabalhando no desenvolvimento de um biorreator de
bandejas com todas as caracteristicas citadas (DINIZ DA SILVA et al., 2022). O equipamento
é dotado de diversos recursos internos como sprinklers, dreno, valvulas para vapor, laterais para
entradas de ar, camisa de resfriamento e quatro bandejas com fundo perfurado. Com a
configuracdo descrita, pretende-se integrar as etapas anteriores e o processo de cultivo em um
Unico aparato, mantendo taxas de producdo iguais ou superiores com chances minimas de
contaminacéo e geracdo de poluicdo. No inicio do processo, € possivel realizar a esterilizacdo
a vapor in situ de todas as partes internas do equipamento e do substrato colocado nas bandejas.
Terminada a esterilizacdo, sem vapor na camara, inicia-se a recirculacdo da agua em
temperatura ambiente na camisa de resfriamento. Simultaneamente, dentro da camara, um fluxo
de ar quase saturado entra no biorreator e passa pelo substrato colocado nas bandejas. Entéo,
tanto a camisa de resfriamento quanto o ar ajudam a resfriar o0 meio poroso até a temperatura
ideal de cultivo. Os aspersores internos também podem ser acionados para aspersao de dgua até
atingir o teor de umidade ideal. A inoculacdo ocorrerd entdo por aspersdo de suspensao de
esporos sobre a camada de substrato. Ao longo do cultivo, a &gua podera ser substituida, em
caso de secagem do substrato. Tanto quanto se sabe, esta nova abordagem nédo tem precedentes
na literatura de CES.

Dado que ha grande quantidade de residuos da agroindustria no Brasil e hd um forte
desejo de promover o desenvolvimento da industria regional com produtos de alto valor
agregado, a tecnologia CES desenvolvida neste trabalho pode desempenhar um papel
fundamental. Assim, essa pesquisa teve como objetivo desenvolver um biorreator de bandeja
em escala piloto que aproveite o conceito de intensificagdo do processo de combinar operacgdes
upstream e cultivo em um Unico equipamento. Para validar o projeto do biorreator, foram
realizados dois estudos de caso de grande importancia para a economia brasileira. No primeiro
estudo de caso, foi produzido o fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 sobre
residuos agroindustriais. No segundo estudo de caso, foram produzidas lipases de M. anisopliae
(Metsch) IBCB 425 em residuos agroindustriais.
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2 DESENVOLVIMENTO DO BIORREADOR

2.1 PROJETO DO BIOREATOR

O biorreator de bandejas foi projetado com o objetivo de promover uma aeracao
eficiente para fornecer oxigénio aos microrganismos, mantendo a uniformidade e integridade
do substrato. Portanto, o biorreator foi dotado de um sistema de aeragdo que inclui compressor,
filtro, umidificador e rotdmetro. O umidificador consiste em uma coluna de vidro preenchida
com esferas de vidro de 3 mm com o espaco restante preenchido com agua destilada. O ar passa
pelo umidificador tornando-se saturado antes de entrar no biorreator. O sistema de aeragédo
também é utilizado como mecanismo de controle de temperatura e umidade do meio de cultivo.

Outro mecanismo usado para controle de temperatura e umidade € um sistema de
pulverizacio de agua esterilizada. E composto por um reservatério de agua, uma bomba
submersa para transportar a agua do reservatorio até os aspersores, uma lampada ultravioleta
que esteriliza a 4gua e dois aspersores localizados na parte superior do biorreator. A fim de
reduzir o manuseio extensivo e facilitar a transicdo de etapas a montante, o sistema de
pulverizacdo também é usado para pulverizar a suspensdo fangica acima do meio com o
objetivo de inocular o substrato quando o processo se iniciar (DINIZ DA SILVA et al., 2024).

Embora os sistemas de pulverizagdo e aeracdo sejam eficazes no controle da
temperatura, a camisa de resfriamento fornece o mecanismo mais critico para atingir a faixa de
temperatura alvo durante todo o processo. Isso é obtido pela recirculacdo da agua de
resfriamento de um banho termostatico (DINIZ DA SILVA et al., 2024).

A esterilizacdo também é uma etapa crucial a montante. Assim, o biorreator visa realizar
a esterilizacéo a vapor in situ de todas as partes internas do equipamento e do substrato colocado
nas bandejas. O sistema de esterilizagdo é composto por caldeira, tubulagcdes de vapor, valvula
redutora de pressdo, dreno e sifdo termodinamico para retirar o excesso de umidade gerado
durante o processo, um manGmetro para monitorar a pressao e temperatura do processo.

Todo o sistema com todas as caracteristicas mencionadas € ilustrado na Figura 13,
mostrando um esquema 3D do biorreator de bandeja e seus periféricos. A Tabela 2 lista os itens

mostrados na Figura 13.



Figura 13 - Esquema 3D do biorreator de bandeja e seus periféricos
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Tabela 2 - Definices de itens da Figura 13

Item Descricéo
1,2,3,5 Entradas de vapor de esterilizacdo e ar imido
4 Ralo
6 Armadilha termodindmica
7,8 Entrada e saida de 4gua da camisa de resfriamento
9 Entrada dos sensores de temperatura dentro do equipamento
10, 11, 12 Displays para os sensores de temperatura
13 Mandmetro
14 Abertura para saida de gas
15 Entrada de aspersores
16 Lampada ultravioleta
17,18 Entrada e saida da lampada UV
19 Tanque de reserva de agua ou in6culo
20 Conexao elétrica da lampada UV
21 Bomba submersivel
22 Conexdo elétrica da bomba submersivel
23, 24,25 Entradas do fornecedor de &gua, ar e vapor
26 Umidificador
27 Rotametro
28 Compressor
29 Caldeira
30 Reservatorio de dgua

Fonte: Dos Autores (2023).
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O projeto do biorreator de bandejas foi realizado usando o AutoCAD. A Figura 14

mostra um esquema do interior do biorreator. O item 1 mostra as posi¢des dos aspersores e 0
item 2 indica as localizagdes das entradas de ar dentro do biorreator. O interior do biorreator
contém quatro bandejas de aco inoxidavel perfuradas, cujas dimensGes em metros sdo
mostradas na Figura 15. As quatro bandejas sdo perfuradas em seu fundo e nas laterais para
permitir uma boa circulagéo do ar (DINIZ DA SILVA et al., 2022).

Figura 14 - Esquema da vista frontal interna do biorreator de bandeja

A === O
- = - .
2F
2{“
1]

i

Fonte: DINIZ DA SILVA et al. (2022).
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Dentro do equipamento foram dispostos trés conjuntos de sensores de temperatura. Um
conjunto foi posicionado nas bandejas superiores. Outro conjunto foi posicionado nas bandejas
inferiores. E, o Gltimo conjunto foi posicionado perto da camisa de resfriamento e da saida de
ar. Cada conjunto tinha 4 termopares. O primeiro e o segundo conjunto foram dispostos
longitudinalmente a 19, 38, 57 e 76 cm ao longo das bandejas, iniciando no fornecimento de ar
até o extremo oposto do reator. Devido ao arranjo mecéanico do biorreator, 0s sensores tém a
opcao de mudar de posicdo de um experimento para outro, permitindo avaliar as temperaturas
em diferentes posicdes do leito: na superficie das particulas ou no centro do meio cultivo, por

exemplo.
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Figura 15 - Esquema de bandeja perfurada no fundo e laterais com dimensfes em metros

Fonte: DINIZ DA SILVA et al (2022).

Conforme apontado na Introdugdo, o biorreator foi projetado para permitir a
intensificacdo do processo de CES combinando esterilizacédo, inoculacao e cultivo, tudo dentro
do mesmo equipamento. O objetivo € reduzir a contaminacdo e otimizar a operacao da planta
(DALLASTRA, 2018; JESUS, 2017).

2.2 CONSTRUCAO DO BIORREATOR E OPERACIONALIDADE

O biorreator foi construido pela empresa Elros Empresa Metalinox em Palmas (Brasil).
Foi feito de aco inoxidavel e apoiado em uma base de 100 cm. As Figuras 16 e 17 mostram
fotos da vista externa e interna do biorreator de bandeja e seus periféricos, respectivamente. A
Figura 18 mostra os dois aspersores localizados na parte superior do biorreator. Conforme
mostrado na Figura 19, o ar imido e o vapor entram no biorreator através de 50 perfuracGes
distribuidas pela parede direita do biorreator. Por fim, a Figura 20 mostra uma foto de uma

bandeja com perfuragdes em seu fundo e nas laterais.



Figura 16 - Visao externa do biorreator de bandeja e seus periféricos
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Figura 18 - Atomizadores

Figura 19 - Entrada de ar e vapor

Vaérios testes preliminares qualitativos foram realizados com o objetivo de avaliar o
desempenho de todo o sistema de cultivo.

Em relagdo aos processos de esterilizacdo, foram realizados 20 experimentos com o
substrato colocado nas bandejas e 20 experimentos sem substrato. Vapor foi injetado na cadmara
a 105 °C por 40 minutos. Ap6s um processo de incubacdo de sete dias, a analise microbioldgica
ndo mostrou crescimento de fungos ou bactérias. 1sso indicou que o mecanismo de esterilizacdo
de todas as partes internas do equipamento e do substrato foi eficaz. Assim, realizar esta etapa
do processo in-situ pode reduzir significativamente a mdo de obra necessaria.
Consequentemente, minimiza o potencial de contaminagdo pelo manuseio.

Com relacdo a resposta térmica do sistema e ao desempenho dos sensores, foram
realizadas perturbagdes de temperatura visando detectar a forma mais eficiente de controlar a
temperatura do meio de particulas solidas com alteragfes nas principais varidveis do sistema.
Assim, as condi¢cOes operacionais avaliadas neste estudo foram extremas para os dois estudos
de caso. Para simplificar a analise, ndo houve crescimento de microrganismos. Nao havia

nenhum arranjo estatistico definido para fazé-lo. Apesar dos sensores terem a opc¢ao de mudar
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de posicdo de um experimento para outro, para esses experimentos 0S termopares
permaneceram na mesma posi¢do. Assim, foram realizados 10 experimentos com bandejas
vazias e 10 experimentos com arroz tipo . A distribuicdo de temperaturas para 0s experimentos
sem carga, alimentacé@o de ar a 50 °C e 3 L/min mostrou que leva 50 minutos para a jaqueta
atingir a temperatura desejada; assim, pode-se dizer que o sistema possui um mecanismo de
resposta muito lento. Por outro lado, a inércia térmica € alta quando a temperatura desejada é
atingida. Permaneceu estavel por aproximadamente 3 horas. As temperaturas detectadas pelos
sensores em diferentes posicdes do biorreator foram muito préximas entre si; seguiram a
tendéncia da temperatura da jaqueta e do ar. Para os experimentos com arroz Tipo |, as
particulas estavam inicialmente em temperatura ambiente. Houve uma diminuicdo de 15
minutos no tempo de aquecimento do meio particulado em relacdo as bandejas vazias. Para
reduzir o tempo de aquecimento do meio particulado, foram realizados 10 experimentos
semelhantes aos anteriores, sendo que desta vez a dgua foi aspergida a 65 °C. Esperava-se que
a temperatura das particulas aumentasse significativamente. Porém, deve-se considerar o fato
de que a quantidade de dgua em relacdo a massa da particula foi muito pequena. Houve um
aumento de aproximadamente 2 °C na temperatura das particulas, o que significa que é um
método eficiente para resfriamento instantdneo. Em todos os cenérios, as temperaturas medidas
a qualquer momento nas diversas posi¢des foram bastante homogéneas. Isto significa que as
medidas tomadas foram as mesmas para todas as posi¢des do reator no momento em que 0S
dados foram coletados. A umidade final do arroz foi determinada apds cada experimento. A
umidade foi constante em 41,21% + 2,98%, proporcionando condi¢des de umidade constante.

Durante todos os experimentos, foi monitorada a umidade relativa do ar & medida que
entrava no equipamento. A umidade relativa média obtida durante todos os experimentos
realizados neste estudo foi de 91,53% =+ 3,5%. Apesar das varia¢Bes climaticas em todos os
experimentos, a umidade relativa foi constante, proporcionando as condi¢des termodindmicas
de entrada de ar no reator.

Posteriormente, foram realizados 4 cultivos de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 para
verificar todo o processo. Apos 0 processo de esterilizacao e resfriamento do substrato sélido,
a suspensdo do inoculante e a solugdo nutritiva foram pulverizadas sobre o substrato colocado
nas bandejas. Dado que as condic¢des 6timas para o crescimento do fungo séo 28 °C e dez dias,
a camisa de resfriamento e o fluxo de ar dmido de 10 L/min foram mantidos a 28 °C durante
todo o processo de cultivo. Sensores de temperatura localizados em posicdes distintas do
substrato apresentaram temperaturas de 28 °C * 2,5°C — faixa de temperatura toleravel por M.
anisopliae (Metsch) IBCB 425. De acordo com esses resultados, isso mostra que o biorreator
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pode manter a temperatura estavel durante o processo, proporcionando as condicGes ideais para
0 crescimento do microrganismo.

Em relacdo a umidade do substrato, foram realizados 10 experimentos com fluxos de ar
Umido e seco. Para experimentos realizados com ar seco, 0 substrato secou e ndo houve
crescimento de microrganismos. Para experimentos realizados com ar Umido, o substrato é
mantido Umido durante os processos de cultivo conforme mostrado na Figura 21. Como
resultado, houve producdo de conidios. Em resumo, o biorreator de bandejas reteve e manteve
a umidade do substrato com ar umido, proporcionando um ambiente ideal para microrganismo

se desenvolver.

Figura 21 - Gotas de a4gua na parede do biorreator
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O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de um biorreator de bandejas em
escala piloto que permite a intensificacdo do processo combinando operacGes upstream e
cultivo em um unico equipamento. O equipamento é dotado de diversos recursos internos,
incluindo sprinklers, dreno, valvulas para vapor, laterais para entradas de ar, camisa de
resfriamento e quatro bandejas inferiores perfuradas. E capaz de realizar a esterilizag&o a vapor
in-situ de todas as partes internas do equipamento e do substrato colocado nas bandejas. Apos
completar a esterilizagdo, a camisa de resfriamento e o ar ajudam a resfriar o meio poroso até a
temperatura ideal de cultivo através de conducdo e resfriamento evaporativo. Os aspersores
internos também podem ser acionados para aspersdo da dgua até atingir o teor de umidade ideal.
A inoculacdo ocorre aspergindo a suspensdo dos esporos sobre a camada de substrato. Ao longo
do cultivo, a dgua podera ser substituida caso o substrato resseque.

Na proxima secao apresentamos dois estudos de caso que foram conduzidos usando esse
design de processo inovador. No primeiro, o fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 foi
produzido a partir de residuos agroindustriais. No segundo, foram produzidas lipases de M.

anisopliae (Metsch) IBCB 425 sobre residuos agroindustriais.
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3 ESTUDOS DE CASO

3.1 PRODUCAO DE M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 E LIPASES

O fungo filamentoso M. anisopliae tem sido utilizado com sucesso no Brasil desde a
década de 1970 em culturas de cana-de-agUcar para controlar populacbes de Mahanarva
posticata (BAPFUBUSA NIYIBIZI et al., 2023; BARBIERI et al., 2023; FERRON, 1978).
Contudo, M. anisopliae ainda é produzido primitivamente. Nas biofabricas, esse fungo é
produzido por CES e seu processo de producdo envolve diversas etapas manuais, que resultam
em altos niveis de contaminacao, baixa produtividade e doencas dos trabalhadores (BHANU et
al., 2008; GRAJALES et al., 2012). Além disso, por ser um processo manual, € dificil produzir
o fungo em larga escala (BHANU et al., 2008);

Além disso, M. anisopliae é geralmente cultivada em arroz tipo | (alta qualidade). Como
o0 arroz é um alimento basico na nossa dieta, usa-lo para cultivar o fungo pode comprometer a
seguranca alimentar (ALLWOOD et al., 2023). Portanto, dada a crescente demanda por
controle biolégico e seguranca alimentar, é desejavel encontrar outros substratos para cultivo.
A0 mesmo tempo, isso proporciona uma excelente oportunidade para reduzir custos de
producdo e desenvolver novas tecnologias de producdo. Por exemplo, diversos residuos
agroindustriais da regido Norte do Brasil podem ser utilizados como substrato, pois contém
proteinas, fibras, carboidratos, amido, nitrogénio e fésforo em sua estrutura, como a quirera de
arroz, farelo de soja e trigo (DALLASTRA, 2018). Assim, esses residuos agroindustriais
constituem meios de cultura de enorme potencial para producdo de M. anisopliae. Além de
possuirem importantes propriedades nutricionais, sua grande disponibilidade e baixo custo de
processamento também poderiam promover a industria regional sem comprometer a seguranca
alimentar.

Além de ser um pesticida bioldgico, ha relatos na literatura de M. anisopliae como
produtor de proteases, quitinases e lipases (DINIZ DA SILVA et al., 2022; DUARTE, 2018;
SILVA et al., 2005). As lipases (triacilglicerol acil hidrolases EC3.1.1.3) catalisam reagdes de
esterificacdo, transesterificacdo, interesterificacdo e alcodlise (DURAIARASAN et al., 2016;
FEBRIANI et al., 2020; JACOB; SUTHINDHIRAN, 2020). Portanto, as lipases apresentam
grande potencial biotecnoldgico em diversos setores industriais (PRECZESKI et al., 2018). As
aplicacBes mais destacadas estdo nas industrias alimenticia, de couro, de cosméticos,
farmacéutica, médica, de detergentes, de papel, téxtil, de tratamento de efluentes e de producéo
de biodiesel (AL-DHABI et al., 2020; NEMA et al., 2019; UNGCHAROENWIWAT; H-
KITTIKUN, 2020; ZARSKA; BARTOSZEK; DZIDA, 2014).
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Os substratos usados para produzir lipases devem conter acidos graxos livres, 6leo e
aceptor de acila (alcool) (AVILA VAZQUEZ et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2018; RIGO et
al., 2010). Considerando a regido onde esta pesquisa foi realizada, a agroindustria do babacu se
destaca atualmente. O babacu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng.) é um dos mais importantes
representantes das palmeiras brasileiras. Ele se espalha ao longo dos limites sul da bacia
amazonica. Embora existam diversos usos para os derivados do babagu, seu potencial
permanece inexplorado devido a falta de escala e estrutura de producdo. Até agora, apenas o
Oleo e a torta extraidos de suas améndoas sdo produzidos industrialmente na pratica
(SANTANA et al., 2013). O 6leo de babacu contém acidos graxos, acidos oleico, miristico e
caprilico com imenso potencial energético, além de potencial para geracdo de produtos
quimicos de alto valor (ZARSKA; BARTOSZEK; DZIDA, 2014). A torta de prensagem
contém Gleo residual que contém acidos graxos em sua estrutura que podem ser assimilados por
M. anisopliae durante o CES para producéo de lipases (COLLA et al., 2016; DINIZ DA SILVA
et al.,, 2022; DUTRA, 2020). Neste estudo, o binbmio M. anisopliae- bagaco de babacu,
microrganismo-substrato, é considerado um sistema produtor de lipase promissor (DINIZ DA
SILVA et al., 2022; DUARTE, 2018).

Portanto, por serem sistemas de baixo custo, originados de fontes renovaveis que
minimizam os impactos ambientais, neste estudo foi considerada a producdo do fungo M.
anisopliae a partir de farelo de trigo, arroz quebrado e farelo de soja como substratos e a
producdo de lipases a partir do mesmo fungo utilizando bagaco de coco de babagu como
substrato. Dado o potencial, ambas sdo tecnologias promissoras que nao tém recebido atencdo
significativa por parte da comunidade cientifica, uma vez que, até onde sabemos, ndo existem

estudos sobre a sua utilizacdo para quaisquer aplicagcdes industriais.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Materiais

O fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 na forma de p6 de esporos puro
foi adquirido do Laboratério Biocontrol (Brasil). Foi armazenado e mantido a -12 °C antes de
ser utilizado.

Farelo de trigo, farelo de soja e quirera de arroz foram os residuos agroindustriais
utilizados como substratos para producdo de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425. Arroz tipo | foi
utilizado como controle. Todos os substratos foram armazenados em temperatura ambiente

antes de serem utilizados. O arroz tipo | e a quirera de arroz foram fornecidos por uma usina de



51
beneficiamento de graos localizada em Palmas (Brasil). O arroz tipo | e quirera de arroz foram
cozidas por imersdo em agua quente (80 °C) por 4 min, simulando a operacao industrial. Para
proporcdes de 1:1 de farelo de trigo e quirera de arroz e 1:1:1 de farelo de trigo, quirera de arroz
e farelo de soja, foi adicionada agua até o nivel de umidade de 30%.

O bagaco do coco de babagu (Orbignya speciosa) utilizado como substrato para a
producéo de lipases é o residuo resultante da extracdo do 6leo da castanha de babacu, que foi
fornecido por uma Cooperativa Multifuncional de Economia Solidaria do Estado do Tocantins
(COOME-SOL) no Brasil. Este foi armazenado a—80 °C e antes de ser utilizado para os cultivos

foi descongelado a temperatura ambiente.

3.2.2. Cultivos em Estado Sélido

Para os cultivos os substratos foram distribuidos em camadas uniformes nas quatro
bandejas do biorreator. As bandejas foram entéo colocadas dentro da camara do biorreator, que
foi hermeticamente fechada. A esterilizacdo do conjunto substrato- biorreator foi realizada com
vapor condensante a 105 °C por 40 min. Posteriormente, 0 meio poroso foi resfriado até 28 °C
pela acdo conjunta da camisa de resfriamento da cAmara e do fluxo de ar subsaturado. Por fim,
a suspensao de esporos do fungo e a solucéo nutritiva foram aspergidas sobre o substrato.

A solugdo nutritiva previamente esterilizada e resfriada é composta por cloreto de
potassio (0,025%), extrato de levedura (0,012%) e 0,01% de surfactante Tween 80
(DALLASTRA, 2018). A suspensdo de esporos foi padronizada em 2x10’ esporos/mL
(DALLASTRA, 2018). Nenhum agente indutor foi utilizado.

Durante o tempo de cultura em lote, o ar passou atraves de um leito fixo de particulas
solidas com um fluxo na direcdo longitudinal das bandejas. 1sso é esperado, uma vez que sua
vazéo foi mantida em 12 L/min sob condi¢do hermeticamente fechada (DALLASTRA, 2018).
O processo de cultivo ocorreu por sete dias a 28 °C (DUARTE, 2018).

3.2.3. Estimativa da producao de conidios de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425

Apbs o cultivo, foram retiradas amostras de 10g do meio fungo-substrato para contagem
dos conidios produzidos. A solugdo extratora foi composta por 45 mL de dgua destilada e 0,01%
de surfactante Tween 80. O conjunto conidio-substrato foi agitado manualmente para separar
0s conidios da matriz. Em seguida, foi filtrado em tecido ndo tecido (TNT). A estimativa dos

conidios foi realizada em camara de Neubauer sob microscépio éptico binocular com aumento
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de 40x. Diluigdes seriadas foram realizadas quando necessario. Os resultados obtidos foram
comparados com um caso controle, no qual foi realizada a producéo de M. anisopliae (Metsch)

IBCB 425 em sacos de polipropileno utilizando 5 g de arroz tipo | como substrato.

3.2.4. Producéo de lipases extracelulares a partir do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB
425

Primeiramente, foi realizada a caracterizacdo do bagaco do coco de babacu. O teor de
umidade, proteinas, gordura bruta (lipidios), cinzas e tamanho de particula foram determinados
usando o seguintes métodos: teor de proteina pelo método Kjeldhal (AOAC, 2000); extracao
lipidica e quantificacdo de acidos graxos utilizando extracdo com solvente organico; teor de
umidade pelo método de secagem a 105 °C (AOCS, 2003); cinzas por incineracdo em forno a
550 °C (AOAC, 2000); e tamanho de particula usando um conjunto de peneiras Tyler de 10,
14, 20, 24 e 28 mesh (MENESES et al., 2008).

Apols o cultivo, foi obtido o extrato enzimatico e foi determinada a sua atividade
enzimatica (AE). Para isso, foram retiradas amostras de 10g do meio fungo-substrato-enzima
para obtencdo do extrato enzimético. A solucdo extratora foi composta por 20 mL de tampéo
Mcllvaine (pH 7,0) e 0,25% de surfactante Tween 80 (DUARTE, 2018). O extrato enzimatico
bruto foi coletado e congelado a —4 °C por 48 h para determinacéo da AE.

A AE foi avaliada com uma mistura de reacdo contendo 40mM de tampdo Tris-HCI
(pH 8,0), 20 mM pNPP e 25 uL de enzima (5 mg/mL) em um volume final de 1 mL. Apéds 10
min de incubacédo a 40 °C, a reagéo foi interrompida pela adi¢cdo de 2 mL de etanol 96% e a
temperatura foi diminuida em banho de gelo a 0 °C. O p-nitrofenol liberado foi monitorado
espectrofotometricamente a 420 nm, utilizando uma curva padrdo. Uma unidade de lipase (U)
foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1umol de p-nitrofenol por grama por
minuto (NICANUZIA et al., 2006).

3.3 PROJETO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para a producdo de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 foram realizados os CES com
farelo de trigo, quirera de arroz, farelo de soja e arroz tipo | como substratos. Foram realizadas
proporgdes de 1:1 de farelo de trigo e quirera de arroz, e 1:1:1 de farelo de trigo, quirera de
arroz e farelo de soja, uma vez que experimentos preliminares mostraram a maior producéo de
conidios em pequena escala (DALLASTRA, 2018).
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Para a producdo de lipases foram realizados os CES tendo bagacgo de babagu e arroz
tipo I (alta qualidade) como substratos. Foram analisadas as proporcdes 1:0, 8:2, 6:4, 4.6, 2:8,
0:1.

Tanto para a producédo de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 quanto para a producao de
lipases, durante os cultivos, os substratos foram distribuidos em camadas uniformes de 1cm,
2cm e 3cm de espessura nas quatro bandejas do biorreator (DINIZ DA SILVA et al., 2022). O
delineamento experimental de todos os experimentos foi em blocos casualizados e as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Realizamos 4
repeticdes para cada experimento. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o

Software Assistat Versao 7.7.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO DE M. anisopliae (Metsch) IBCB 425

O sistema de cultivo utilizando arroz como substrato produziu o fungo M. anisopliae
(Metsch) IBCB 425 para as trés camadas avaliadas (1, 2 e 3cm de espessura) sob condicGes
controladas de temperatura e umidade dentro do biorreator. A Figura 22 mostra a foto de uma
bandeja com o bindmio microrganismo-substrato apos sete dias de cultivo.

A quantidade de conidios produzidos para as 4 repeticdes (bandejas e sacolas plasticas)
apresentou distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk (0=0,05). A andlise de varidncia
(ANOVA) revelou uma diferenca significativa entre os tratamentos (0=0,05). O coeficiente de
variagdo (CV) foi de 17,56%. Os tratamentos foram submetidos ao Teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5% (Tabela 3).

Figura 22 - Bandeja com binémio microrganismo-substrato apés o cultivo
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Tabela 3 - Média de conidios de Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 obtidos de arroz
Tipo | tanto em biorreator de bandeja quanto em sacos de polipropileno.

Experimentar Tratamento Concentragéo Desvio padrao
(Conidios/mL) (Conidios/mL)
camada de
substrato de 1cm 12.3 x 108“ 2.60 x 108
de espessura
camada de
Biorreator substrato de 2cm 19.6 x 108° 3.17 x 108
de espessura
camada de
substrato de 3cm 10.1 x 108" 3.57 x 108
de espessura
Controle Sacos de plastico 8.59 x 108° 1.60 x 108

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem ao nivel de significancia de 5% pelo Teste de Tukey.

De acordo com a Tabela 3, a producdo de conidios para o substrato colocado em
camadas de 2 cm ¢ estatisticamente maior (o0 =0,05) do que a produgdo de conidios para o
substrato colocado em camadas de 1 e 3 cm. Também € maior que o controle. Conforme
mostrado na Figura 23 havia aglomerados significativos no sistema com camadas de 3cm.

Como ¢ sabido, os aglomerados aumentam o gradiente de temperatura no interior da
matriz sélida, ao mesmo tempo que dificultam a passagem de ar através do meio particulado.
O arroz cozido pode liberar amido; assim, é possivel formar aglomerados. Consequentemente,
este continua sendo um dos maiores desafios a serem superados nos processos de produgdo em
escala de microrganismos no CES. Em contrapartida, houve pouca compactacdo, aglomeragéo
ou ressecamento do meio particulado no sistema de cultivo com camadas de 2cm. Isso significa
que, quando a camada de substrato é mais espessa, aumenta a possibilidade de formacéo de
aglomerados. Existem duas maneiras de evitar aglomerados: (I) utilizando uma mistura de
residuos como substrato, e (1) utilizando camadas mais finas para que o0s residuos possam
funcionar como suporte fisico para o processo de cultivo e reduzir a area superficial entre os
mesmos. Assim, neste trabalho foram realizados experimentos com misturas de farelo de trigo
e quirera de arroz 1:1 e farelo de trigo, quirera de arroz e farelo de soja 1:1:1.

Com base nos resultados pode-se concluir que é possivel aumentar gradativamente a
escala de producdo do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 utilizando o biorreator de
bandejas e o substrato em camadas de 2cm de espessura. Experimentos subsequentes utilizando

residuos agroindustriais como substratos foram realizados em espessuras de 2 cm.
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Figura 23 - Formac&o de aglomerados no binbmio microrganismo-substrato apds o processo
de cultivo

4.2 PRODUCAO DO FUNGO M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

Seguindo 0s mesmos processos no biorreator, foram utilizados trés tipos de residuos
agroindustriais. Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que foi possivel produzir o
fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 em biorreator de bandejas em escala piloto utilizando
residuos agroindustriais. A producdo de conidios obtida com a mistura de farelo de trigo e
quirera de arroz foi estatisticamente maior (0=0,05) que a producdo do fungo em escala
laboratorial com arroz tipo | (testemunha). Esses resultados também mostram que o biorreator
pode manter a temperatura e a umidade estaveis durante o processo, proporcionando as
condigbes ideais para o microrganismo desenvolver suas atividades metabolicas

independentemente das caracteristicas nutricionais dos substratos.

Tabela 4 - Média de conidios de Metarhizium anisopliae (Metsch) IBCB 425 obtidos de arroz
Tipo | e residuos agroindustriais tanto em biorreator de bandeja quanto em sacos de

polipropileno
Experimentar Tratamento Concer_1tragéo Desvio_padréo
(Conidios/mL) (Conidios/mL)
Arroz quebrado, farelo de trigo e

g farelo de soja 9 14.1 x 108° 2.6 x 108

biorreator Arroz quebrado e farelo de trigo 16.7 x 108° 0.46 x 108

arroz tipo | 19.6 x 108° 3.17 x 108

Ao controle Sacos de plastico 8.59 x 108“ 1.60 x 108

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem ao nivel de significancia de 5% pelo Teste de Tukey.
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A quantidade de conidios produzidos nas 4 repeti¢cdes (bandejas e sacolas) apresentou
distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk (o =0,05). A analise de variancia (ANOVA)
revelou uma diferenga significativa entre os tratamentos (a=0,05). O coeficiente de variagao
(CV) foi de 15,16%. Os dados foram submetidos ao teste de comparacdo de médias (Teste de
Tukey) ao nivel de significancia de 5%.

A mistura de farelo de trigo e quirera de arroz proporcionou ao fungo um crescimento
estatisticamente igual (a=0,05) ao crescimento do fungo utilizando arroz tipo I. Tanto os fatores
nutricionais quanto os fisicos poderiam explicar a quantidade satisfatoria de conidios
produzidos. Comparando as propriedades nutricionais do farelo de trigo e do farelo de soja, o
farelo de trigo possui 22% carboidratos e 16% de proteina, enquanto o farelo de soja tem 13%
de carboidratos e 43% de proteina (CEBRIAN; IBARRURI, 2023). Em contraste, 0 arroz tipo |
tem 87% de carboidratos e 8,9% de proteina (JARONSKI, 2023). Ao utilizar substratos
alternativos para a producdo de fungos, a relacdo carbono/nitrogénio (C:N) deve ser
considerada (JARONSKI, 2023). O excesso de nitrogénio no meio de cultura pode inibir o
crescimento de fungos devido ao acimulo de metabdlitos (JARONSKI, 2023). Além disso, o
carbono é considerado o elemento mais importante de um meio de cultura, pois auxilia na
construcdo das células e fornece a energia necessaria para o0 metabolismo dos microrganismos
(CEBRIAN; IBARRURI, 2023; MENESES et al., 2008). Para a mistura de farelo de trigo,
farelo de soja e quirera de arroz, o crescimento de conidios foi menor do que no controle. Talvez
iSSO se deva ao excesso de nitrogénio na adicdo do teor proteico do farelo de trigo e do farelo
de soja.

Conforme mencionado anteriormente, a producéo de conidios também é influenciada
pela conformacéo fisica do substrato. A producéo de fungos utilizando substratos combinados
estad intimamente relacionada a aeracdo e umidade no interior do meio. A estrutura do substrato
é tdo importante quanto os nutrientes disponiveis, uma vez que o substrato ideal deve promover
uma grande area superficial, onde as particulas individuais permanegam separadas com espaco
para aeracio e formacéo de conidios (CEBRIAN; IBARRURI, 2023; MENESES et al., 2008).
Existem varios casos relatados na literatura de utilizacao de diferentes substratos para producao
de M. anisopliae. Nestes casos, o farelo de trigo proporciona grande area superficial e,
consequentemente, boa aeracdo entre as particulas (DA CUNHA et al., 2019; BARRA-
BUCARE; VERGARA; CORTES, 2016).

Além disso, o uso de farelos pode ser uma alternativa viavel tanto para baixo custo
quanto para boa producdo de conidios. Por exemplo, o custo de 1 kg da mistura de residuos de
farelo de trigo, farelo de soja e quirera de arroz € 35,5% inferior ao de 1 kg de arroz tipo 1.

Além disso, ndo ha necessidade de pré-tratamentos além da adi¢ao de agua até 30% de umidade.
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Em contrapartida, o arroz tipo | deve ser cozido por imersdo em agua quente, 0 que aumenta o

custo de producdo e o gasto energético.

Esta pesquisa mostrou a importancia da substituicdo do arroz tipo | por substratos
abundantes, ambientalmente compativeis e de baixo custo, como alguns residuos
agroindustriais. Também mostrou a importancia de desenvolver equipamentos que permitam a
intensificacdo do processo, combinando operacBes upstream e cultivo em um Unico
equipamento, levando a um manuseio minimo e mantendo condi¢Bes operacionais estaveis

durante todos os processos de CES, podendo ser potencialmente um salto em direcdo a escala.

4.3 PRODUCAO DE LIPASES DE M. anisopliae (Metsch) IBCB 425

4.3.1 Selecdo do substrato

Até onde sabemos, ndo ha relatos na literatura sobre a utilizacdo do coco de babacu para
producdo de lipases de M. anisopliae, apesar de sua estrutura ser rica em &cidos graxos, que
podem ser utilizados para producéo de lipase. Por outro lado, o arroz tipo | (de alta qualidade)
é utilizado industrialmente na producéo de conidios por este fungo devido ao seu alto teor de
carboidratos (DINIZ DA SILVA et al., 2022; GRAJALES et al., 2012; DUARTE, 2018). Os
fungos filamentosos utilizam carboidratos para realizar suas principais atividades metabdlicas
(CASTIGLIONI et al., 2018), o que pode explicar a boa adaptacdo do fungo a esse substrato.
Portanto, foi analisada uma mistura de bagago de babacu e arroz tipo I como substrato,
realizando experimentos com proporcdes 1:0, 8:2, 6:4, 4:6, 2:8, 0:1 para selecdo do substrato.

A andlise de variancia (ANOVA) realizada para as atividades enzimaticas (AE) das
6 concentragfes com 4 repeticbes cada, ndo mostrou diferenca significativa entre o0s
tratamentos. A AE média obtida para estes tratamentos foi de 8,33 + 2,36 U/mL. Comparado a
outras AEs relatadas na literatura, o sistema apresentou um resultado promissor. Por exemplo,
para um processo de producéo de lipase por cultivo submerso utilizando arroz como substrato
e M. anisopliae, foi obtida AE de 4,48 £+ 3,76 U/mL (SILVA et al., 2005). Outro sistema
utilizando bagaco de cana com Rhizomucor pusillus obteve AE de 1,73 U/mL para producéo
de lipase (CORDOVA et al., 1998). Além disso, Fleury et al., (2014) obtiveram AE de
14,4 U/mL para lipases produzidas a partir de Aspergillus ssp. usando farelo de trigo como
substrato (FLEURI et al., 2014). Ambos os grupos realizaram a CES, confirmando assim o
potencial do residuo agroindustrial como meio de cultura para a producgédo de enzimas de alto
valor agregado. Pinheiro (2008) realizou experimento com o fungo Penicillium Verrucosum

por cultivo submerso em meios sintéticos e industriais. A atividade lipolitica obtida foi de
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3,15 U/mL, o que além de apresentar atividade inferior a aqui obtida, exigiu maior custo de
producéo devido ao custo excessivo do meio. Com isso, reduziria a possibilidade de producéo
da enzima em escala industrial. Ao comparar o processo de producéo de lipase com a utilizagédo
de substrato sintético ou residuo organico, observa-se que o meio de cultivo composto por
residuo agroindustrial possui maior atividade lipolitica, o que confirma que a producéo de lipase
por este processo é promissora.
Assim, sugerimos que o bagaco de babagu é um potencial substrato a ser utilizado para
a producdo de lipases a partir do fungo M. anisopliae por apresentar baixo custo, reduzir o
descarte inadequado de residuos e evitar a utilizacdo de arroz tipo I, produto alimenticio com
valor agregado devido a industrializacdo.

4.3.2 Caracterizacao do bagaco do coco babacu

Composicdo quimica do bagaco de coco de babagu.

A producao de enzimas por CES pode ser afetada pela composicao quimica do substrato.
E func&o do substrato fornecer uma proporcao adequada de nutrientes que seréo utilizados como
fonte de carbono e nitrogénio para as atividades metabdlicas do microrganismo durante o
processo de cultivo (DE CASTRO; SATO, 2015).

Esses componentes podem estar presentes naturalmente no substrato ou ser adicionados
para fins de suplementacdo. Assim, a caracterizacdo do bagaco do coco babacu mostra a
composicao do residuo quanto ao teor de nutrientes necessarios para a sintese enzimatica, como
percentual de lipidios, proteinas e teor de umidade do substrato (Tabela 5) (RODRIGUEZ-
RESTREPO et al., 2024).

Tabela 5 - Composi¢do quimica do bagago do coco babacu

Componente Quantidade (%)
Umidade 7.33 £ 0.22
lipidios 6.33 + 0.65
Proteina 1.28 + 0.40
cinzas 0.02 + 0.01

+: Desvio padrdo (com base em trés repetigdes).

A producdo de lipases é induzida pela presenca de lipideos e proteinas no meio de
cultura; portanto, o residuo da industria de extracdo de 6leo é considerado um substrato
potencial para a producdo desta enzima devido ao seu contetdo lipidico residual (RIGO et al.,
2010; DE AZEREDO et al., 2007). Quanto aos lipidios e proteinas, o residuo do coco babacu
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apresenta teores consideravelmente elevados (6,33% de lipidios e 1,28% de proteinas), o que
significa que poderia promover a indugdo e sintese de lipases.

O teor de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam os processos de
CES e este, varia de acordo com a natureza do substrato, o tipo de produto a ser sintetizado e
as necessidades do microrganismo (PAIVA-GUIMARAES et al., 2020). A alta umidade resulta
em baixa difusdo de oxigénio como resultado da reducéo da porosidade do substrato. O risco
de contaminacdo também aumenta, ha reducdo do volume de gases e, consequentemente,
reducdo das trocas gasosas. Por outro lado, baixos niveis de umidade levam a reducdo do
crescimento microbiano e a baixa utilizagdo do substrato (BUCK et al., 2015; DA CUNHA et
al., 2019). Assim, o teor de umidade adequado ao microrganismo envolvido é essencial para o
sucesso do processo de cultivo. O teor de umidade inicial do bagaco de babacu foi de 7,33 +
0,22%, enquanto a umidade 6tima para M. anisopliae é de 40%. Portanto, os teores de umidade
iniciais permitiram o ajuste da umidade do substrato para que o cultivo fosse conduzido de
forma eficiente (DINIZ DA SILVA et al., 2024).

4.3.3 Tamanho das particulas

O tamanho das particulas do substrato é outro fator importante para a produgdo de
enzimas por CES, pois a area superficial afeta diretamente o crescimento microbiano, a
transferéncia do calor e de massa, alem da bioconversdo do substrato durante o processo (DE
CASTRO; SATO, 2015; TOSUNER, TAYLAN, OZMIHCI, 2019). A distribuicio
granulométrica do bagaco de babacu apresentou tamanhos entre 1,40 mm e 1,70 mm,
respectivamente, 56,12% e 32,36% (RODRIGUEZ-RESTREPO et al., 2024). Este tamanho de
particula € considerado pequeno e representa uma maior area superficial para acessibilidade do
microrganismo; portanto, ha mais substrato disponivel para garantir o desenvolvimento das
atividades metabdlicas, pois pequenas particulas de substrato fornecem grandes &reas
superficiais favorecendo a transferéncia de calor e massa (CHEN; HE, 2012; TADA;
AGUDELO; THOMEO, 2019). No entanto, podem limitar a area de fixacdo do fungo. Foi
observada uma mistura de particulas com didmetros médios variando de 0,3mm a 1,7mm, cerca
de 10% do total. Este fato é positivo para processos de CES, uma vez que uma grande propor¢do
dessas pequenas particulas pode criar aglomerados, limitando a difusdo de oxigénio, gerando
segregacdo de particulas, rompendo a matriz sélida e criando regiées com baixa disponibilidade
de substrato para os microrganismos (DE CASTRO; SATO, 2015; RUIZ et al., 2012).

Melikoglu, Lin, Webb, (2013) produziram protease e glucoamilase por CES e
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Aspergillus awamori usando residuo de pdo como substrato (MELIKOGLU; LIN; WEBB,
2013). Eles avaliaram o efeito de varios parametros, incluindo o tamanho das particulas. O
residuo foi separado por tamanho de particula, que variou de 5mm a 50mm. Verificou-se que o
crescimento microbiano e a producdo de enzimas foram diretamente afetados pelo tamanho das
particulas. Os melhores resultados para a producéo simultanea da enzima foram 56,4 U/g para
protease e 73,6 U/g para glucoamilase, ambos obtidos com as particulas de 20 mm de diametro.
A menor producdo de protease foi observada nos cultivos com particulas maiores de 50 mm, o
gue mostrou efeito do tamanho na produtividade.

A distribuicdo do substrato nas bandejas do biorreator mostrou que as particulas
menores foram depositadas no fundo da bandeja, enquanto as particulas maiores permaneceram
na superficie. Acredita-se que essa distribuicao tenha interferido na producao da enzima, pois
foram observadas varia¢des na atividade da enzima dependendo do local de retirada da amostra.
Novos estudos sobre a segregacdo de particulas com bagaco de babacgu permitirdo determinar
regides de maior ou menor producdo enzimatica, de acordo com a distribuicdo das particulas

nas bandejas.

4.3.4 Atividade enzimética

No total, foram realizadas 36 cultivos e a média da AE foi de 5,64 + 0,45 U/mL
(RODRIGUEZ-RESTREPO et al., 2024). Como mostrado, esses resultados utilizando o bagaco
de babacu como substrato ndo suplementado para a producdo de enzimas lipoliticas sdo
promissores em comparacdo com outros da literatura (COLLA et al., 2016; DUTRA et al.,
2022; TREICHEL et al., 2010; WU et al., 2020) principalmente quando o objetivo € utiliza-lo
em uma escala maior escala de producao.

Por outro lado, a producéo de lipase poderia ser induzida por diferentes agentes lipidicos
(RIGOLI FERRAZ et al., 2012). Diferentes dleos tém o efeito potencial de aumentar a AE a
medida que aumentam a concentragdo de lipidios no meio de cultivo (ZAREVUCKA, 2012).
Os valores de AE aqui encontrados também poderiam ser potencializados com o uso de um
indutor, pois o objetivo deste estudo é entender a producéo a partir do 6leo residual contido no
préprio substrato. A producdo em larga escala desta enzima sem a utilizacdo de indutores é
bastante atrativa na pratica, uma vez que a utilizacdo de indutores significaria aumento dos
custos de producdo. Um exemplo muito ilustrativo de agente indutor é o azeite (SILVA et al.,
2005); entretanto, seu custo proibitivo inviabiliza sua aplicacdo. Novos estudos sobre o0 uso de
diferentes indutores, incluindo éleos usados, poderiam permitir a determinacdo de outras

condicBes 6timas para a producdo de lipase de M. anisopliae com bagaco de babacu sendo



61
utilizado como substrato. Posteriormente, serdo realizadas analises de custos para avaliar a
viabilidade econdmica do processo em maior escala de producao.

A preocupacdo com o reaproveitamento de residuos agroindustriais é cada vez maior,
pois representa uma das maiores fontes de energia renovavel disponiveis. Além disso, quando
descartado ou utilizado incorretamente, pode ser uma fonte adicional de poluicdo ao meio
ambiente (LEITE; MELO; NUNES, 2020; LOPES et al., 2017). Existem muitos estudos com
foco no reaproveitamento de residuos em processos biotecnologicos, a fim de agregar valor e
reduzir a quantidade de material descartado sem explorar o seu potencial (DAMASO et al.,
2008), como ¢ o caso do bagaco do coco babagu. Os resultados aqui obtidos utilizando os
processos inovadores descritos podem ser uma tecnologia promissora para produgéo em larga
escala de lipases do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 por CES.

5 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que o novo biorreator de bandejas pode produzir o fungo M.
anisopliae (Metsch) IBCB 425 e lipases em maiores quantidades do que outros sistemas
relatados na literatura, demonstrando sua eficacia e eficiéncia para expansdo futura. Isto indica
que o projeto do biorreator de bandeja é eficaz na integracdo das etapas a montante e do
processo de cultivo em um Unico aparelho, mantendo taxas de producdo iguais ou superiores
com chances minimas de contaminacéo e geracao de poluicéo.

Os conidios de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 obtidos no biorreator de bandejas
utilizando arroz tipo | ou misturas de residuos agroindustriais foram estatisticamente maiores
em comparacao os cultivos conduzidos como controle em sacos de polipropileno. Os resultados
dos experimentos realizados com a distribuicdo do substrato em camadas de 2cm
proporcionaram producdo de conidios estatisticamente superior (0=0,05) aos substratos
dispostos nas bandejas com 1 ou 3cm. Esses experimentos também mostraram maior produgédo
de conidios em pequena escala. Para a producéo de lipases, a distribuicdo do bagaco de babagu
nas bandejas do biorreator mostrou que as particulas menores foram depositadas no fundo da
bandeja enquanto as particulas maiores permaneceram na superficie. Apesar disso, dentre 0s
substratos analisados, o0 bagaco de babacu é sugerido como substrato preferencial na producéo
de lipase do fungo M. anisopliae (Metsch) IBCB 425, uma vez que os resultados das atividades
enzimaticas obtidas com ele foram superiores aos relatados na literatura, inclusive por meio de
cultivo submerso ou sélido e CES suplementado com um indutor.

Além disso, para ambos 0s casos, a utilizacdo de residuos da agroindustria poderia

reduzir significativamente o descarte inadequado de residuos que sdao uma fonte de energia
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renovavel disponivel a baixo custo.
Embora o biorreator mantenha a flexibilidade operacional demonstrada nos dois estudos
de caso, é importante enfatizar que 0s requisitos para outros sistemas sdo especificos. Assim,
cada trinbmio microrganismo-substrato-biorreator deve ser cuidadosamente estudado para

identificar um sistema produtor promissor.

6 ESTUDOS FUTUROS

Além da produtividade, estudos futuros sobre o biorreator de bandejas devem focar em
outros parametros de PI, como consumo de energia e eficiéncia; analisar a possibilidade de
incluir mais bandejas no atual biorreator visando alcancar maior producdo em um Unico
processo de cultivo; considerar distribui¢bes de fluxo com diferentes entradas de ar para as
bandejas do biorreator, a fim de manter transferéncia de calor e massa semelhante do sistema
atual; e identificar as variaveis que tém impacto significativo na eficiéncia energética do
biorreator, a0 mesmo tempo que quantifica o desempenho de economia de energia do sistema.

Outros trindbmios microrganismo-substrato-biorreator devem ser estudados para
confirmar a flexibilidade operacional do biorreator. Analises adicionais da distribuicdo e
segregacdo de particulas também serdo necessarias para otimizar o projeto do biorreator e 0s
parametros de operacdo de acordo com as caracteristicas fisicas do meio solido, possibilitando

determinar regides de maior ou menor producdo de acordo com as particulas nas bandejas

7 DECLARACAO DE NOVIDADE E IMPORTANCIA

No presente artigo, apresentou-se um biorreator de bandeja em escala piloto que permite
a intensificagdo do processo combinando opera¢Ges upstream e cultivo em um Unico
equipamento. O novo biorreator de bandejas foi desenvolvido com sistema de atomizacdo de
suspensdo de esporos, solugdo nutritiva e agua de resfriamento acima do meio de cultivo.
Também incorpora um sistema de esterilizacdo a vapor. Para validar o biorreator, apresentaram-
se dois estudos de caso. No primeiro estudo de caso mostrou-se a producdo do fungo M.
anisopliae (Metsch) IBCB 425 em residuos agroindustriais. No segundo estudo de caso
apresentou-se a producdo de lipases de M. anisopliae (Metsch) IBCB 425 em residuos

agroindustriais
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RESUMO:

Aspergillus é um género cosmopolita de fungos ascomicetos e possui grande importancia
biotecnoldgica. Entre as aplicagdes de linhagens deste fungo esta a producdo de enzimas,
entre elas as lipases, para utilizagdo em diversas areas. Contudo, o custo de producdo de
lipases € considerado alto, o que implica na necessidade do desenvolvimento de
metodologias de baixo custo e sustentaveis. Os objetivos deste estudo foram: obter a cinética
de producéo de lipases do fungo Aspergillus flavus por Cultivo em Estado Solido (CES),
utilizando como substrato o subproduto bagago do coco babagu; realizar a caracterizagéo
morfologica, a identificacdo molecular e avaliar a toxicidade do fungo; e realizar um teste
de robustez da linhagem em uma série de bateladas de producdo de lipases, a fim de avaliar
a capacidade do fungo em manter as suas caracteristicas morfolégicas e producdo de lipases,
ao reutilizar os seus conidios remanescentes no substrato em cultivos subsequentes. Foi
possivel produzir lipases do fungo A. flavus a partir do bagago do coco babacu e foi obtida
a cinética enzimatica do processo. O valor de Atividade Enzimatica (AE) maximo foi de
6,13 U/mL e ocorreu apds nove dias de cultivo. Foi possivel caracterizar morfologicamente
e identificar o fungo, de acordo com a literatura. No teste de robustez, o fungo manteve a
maior parte de suas caracteristicas morfolégicas e apresentou um valor maximo de producéo
de lipases de 8,7 U/mL no quinto dia de cultivo, no segundo ciclo de reuso dos conidios. O
valor de AE aumentou no decorrer dos ciclos de reuso e o seu valor maximo foi observado

com menos tempo de cultivo (cinco dias), no ultimo ciclo testado. Os resultados obtidos
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neste teste sdo bastante positivos, por serem inéditos, implicarem na redugdo de custos de
processo e estarem alinhados com a sustentabilidade.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus flavus; Enzima; Cultivo em Estado Soélido; Residuo
Agroindustrial.
ABSTRACT:

Aspergillus is a cosmopolitan genus of ascomycete fungi and has great biotechnological
importance. Among the applications of strains of this fungus is the production of enzymes,
including lipases, for use in various areas. However, the cost of producing lipases is
considered high, which implies the need to develop low-cost and sustainable methodologies.
The objectives of this study were: to obtain the production kinetics of lipases from the
fungus Aspergillus flavus by Solid State Cultivation (CES), using the babassu coconut
bagasse by-product as substrate; carry out morphological characterization, molecular
identification and evaluate the toxicity of the fungus; and carry out a strain robustness test
in a series of lipase production batches, in order to evaluate the fungus' ability to maintain
its morphological characteristics and lipase production, when reusing its remaining conidia
in the substrate in subsequent cultures. It was possible to produce lipases from the fungus
A. flavus from babassu coconut bagasse and the enzymatic kinetics of the process were
obtained. The maximum Enzyme Activity (AE) value was 6.13 U/mL and occurred after 9
days of cultivation. It was possible to morphologically characterize and identify the fungus,
in accordance with the literature. In the robustness test, the fungus maintained most of its
morphological characteristics and presented a maximum lipase production value of
8.7 U/mL on the fifth day of cultivation, in the second cycle of conidia reuse. The AE value
increased during the reuse cycles and its maximum value was observed with less cultivation
time (5 days), in the last cycle tested. The results obtained in this test are very positive, as
they are unprecedented, imply a reduction in process costs and are aligned with

sustainability.

KEYWORDS: Aspergillus flavus; Enzyme; Solid State Cultivation; Agroindustrial Waste.

RESUMEN:

Aspergillus es un género cosmopolita de hongos ascomicetos y tiene gran importancia

biotecnoldgica. Entre las aplicaciones de las cepas de este hongo se encuentra la produccién
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de enzimas, incluidas las lipasas, para su uso en diversas areas. Sin embargo, el costo de
produccion de lipasas se considera alto, lo que implica la necesidad de desarrollar
metodologias sustentables y de bajo costo. Los objetivos de este estudio fueron: obtener la
cinética de produccion de lipasas del hongo Aspergillus flavus mediante Cultivo en Estado
Sélido (CES), utilizando como sustrato el subproducto del bagazo de coco babasu; realizar
caracterizacion morfoldgica, identificacion molecular y evaluar la toxicidad del hongo; y
realizar una prueba de robustez de cepa en una serie de lotes de produccion de lipasa, con el
fin de evaluar la capacidad del hongo para mantener sus caracteristicas morfoldgicas y
produccion de lipasa, al reutilizar sus conidios remanentes en el sustrato en cultivos
posteriores. Se logré producir lipasas a partir del hongo Aspergillus flavus a partir del bagazo
de coco babasu y se obtuvo la cinética enzimatica del proceso. El valor maximo de actividad
enzimatica (EA) fue de 6,13 U/mL y se produjo después de 9 dias de cultivo. Se logré
caracterizar e identificar morfolégicamente el hongo, de acuerdo con la literatura. En la
prueba de robustez, el hongo mantuvo la mayoria de sus caracteristicas morfoldgicas y
present6 un valor maximo de produccion de lipasa de 8,7 U/mL al quinto dia de cultivo, en
el segundo ciclo de reutilizacion de conidios. El valor de AE aumenté durante los ciclos de
reutilizacion y su valor maximo se observé con menor tiempo de cultivo (5 dias), en el
ultimo ciclo probado. Los resultados obtenidos en esta prueba son muy positivos, ya que no
tienen precedentes, implican una reduccion de costes de proceso y estan alineados con la

sostenibilidad.

PALABRAS CLAVE: Aspergillus flavus; Enzima; Cultivo en Estado Sélido; Residuos
Agroindustriales.

1 INTRODUCAO
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As espécies de Aspergillus estdo distribuidas mundialmente e, atualmente, este género

contempla 446 espécies, 6 subgéneros e 27 sessdes (HOUBRAKEN et al., 2020). Aspergillus

flavus esté inserido no subgénero Circumdati e se¢do Flavi, a qual contém algumas das espécies

mais importantes do género, sendo aplicadas e estudadas na area da biotecnologia, alimentacéo

e saude (HOUBRAKEN et al., 2020).

Aspergillus e suas espécies possuem diversas propriedades fisiologicas diferentes e sdo,

predominantemente saproéfitas, ou seja, degradam matéria organica (OLIBONI, 2022). A. flavus

produz uma variedade de enzimas hidroliticas extracelulares necessérias para 0 sucesso

da

colonizacdo e subsequente contaminagdo por toxinas dos seus substratos (DOLEZAL et al.,
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2013). Com isso, este fungo é amplamente estudado para a producao de lipases e outras enzimas
em uma ampla area de aplicacfes (KAVITHA; SHANKARI; MEENAMBIGA, 2021).

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam, entre
outras reacdes, a hidrolise das ligacbes éster de lipideos gerando alcoois e acidos graxos
(CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017). Essas enzimas sdo extremamente versateis e
podem ser utilizadas na industria de alimentos, produtos farmacéuticos, reaces de sintese
organica e entre outras (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017). No entanto, a aplicacdo
dessas enzimas poderia ser ainda maior caso seus custos de producéo ndo fossem tao elevados
(COLLA et al., 2016).

A producdo de metabdlitos fungicos, a exemplo das lipases, exige um rendimento
suficiente e um custo relativamente baixo (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017). Dessa
forma, é importante explorar estratégias que possam reduzir os custos envolvidos nesses
processos. Associado a essa tematica, esta o conceito de Ecologia Industrial (SILVA et al.,
2016), processos de Cultivo em Estado Solido (CES) e a utilizacdo de diversos residuos
agroindustriais que apresentam baixo custo (KAVITHA; SHANKARI; MEENAMBIGA,
2021).

A Ecologia Industrial visa, além da diminuic¢do de custos de processo, a diminui¢do da
poluicdo ambiental e da demanda por matérias primas, de modo que residuos de um processo
possam ser utilizados como mateéria prima de outro (SILVA et al., 2016). No que diz respeito
ao CES, esse processo apresenta custos operacionais baixos, produtividade satisfatoria e baixo
consumo de energia e agua (KAVITHA; SHANKARI; MEENAMBIGA, 2021).

Além disso, o CES possibilita 0 emprego de diversos residuos agroindustriais de baixo
custo como substrato, que tem se mostrado uma alternativa viavel agregando valor a produtos,
minimizando problemas ambientais e valorizando subprodutos regionais (CASCIATORI et al.,
2015). Alguns exemplos de residuos agroindustriais utilizados em CES: bagaco do coco babagu
(DALLASTRA et al., 2023; AGUIEIRAS et al., 2014) subprodutos da soja (TULY et al.,
2022), da industria de dendé (PENHA et al., 2016) e entre outros.

O Babacu (Attalea speciosa) é uma palmeira de espécie nativa do Brasil, encontrada
principalmente nos estados do Maranhao, Piaui e Tocantins (VALE; GUIMARAES; MORAIS,
2015). A cadeia produtiva do babacu é uma das mais representativas do extrativismo vegetal
no Brasil (CARRAZZA; CARLOS CRUZ E AVILA; LIMA DA SILVA, 2012). Ap6s 0 seu
processamento para a obtencédo do 6leo, sdo gerados subprodutos, a exemplo do bagaco do coco
babacu (DUARTE et al., 2018). Este residuo vem sendo reconhecido como potencial substrato
para producdo de lipases devido a presenca de &cidos graxos e as suas caracteristicas
nutricionais (DUARTE et al., 2018).
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Embora A. flavus seja amplamente utilizado para a producgéo de lipases, ndo foram

encontrados estudos associando este fungo a CES utilizando bagaco de coco babacu como
substrato. Porém, estudos foram realizados utilizando esse residuo agroindustrial para a
producdo de lipases para outros fungos, a exemplo de Metarhizium anisopliae (DALLASTRA
et al., 2023), Penicillium verrucosum, P. brevicompactum (SILVA et al., 2011) e Rhizomucor
miehei (AGUIEIRAS et al., 2014) com resultados promissores.

Considerando a ampla aplicabilidade das lipases e a importancia de processos mais
sustentaveis, com menor custo e que visem a valorizacdo de produtos regionais, como é o0 caso
do bagaco do coco babagu, este trabalho tem como objetivo obter a cinética da producdo de
lipases de A. flavus utilizando este subproduto e testar a sua robustez em bateladas subsequentes
de reuso de seus conidios.

Vale ressaltar que o teste de robustez de A. flavus nessas condicGes € inédito e, para
isso, o fungo foi cultivado em bagaco do coco babagu em processos em série, onde suas
principais caracteristicas morfoldgicas e a producao de lipases foram analisadas.
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2 METODOLOGIA

Foi utilizado o fungo A. flavus, armazenado previamente a temperatura de — 4 °C.
Visando a valorizagdo de um subproduto regional, o bagago do coco babagu (Figura 24)
foi utilizado como substrato para a producdo de lipases de A. flavus por CES. O residuo foi

armazenado a temperatura de — 4 °C.

Figura 24 - Bagago do coco babacu
-

2. 1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO FUNGO Aspergillus flavus

Para a caracterizagcdo macro morfoldgica, colénias de A. flavus foram obtidas a partir
dos seus esporos por pontos unicos de in6culo no centro de Placas de Petri contendo meio de
Batata Dextrose Agar (BDA), com auxilio de uma alca de platina. As placas foram incubadas
em BOD a temperatura de 28 °C por sete dias. As caracteristicas observadas foram: coloracéo,
aspecto, diametro e presenca de esclerddios nas coldnias, conforme indicado por (KLICH,
2007). Para avaliacdo do tamanho das colénias foi utilizado um paquimetro. As demais
caracteristicas foram observadas a olho nu e fotografadas.

Para a caracterizacdo micro morfoldgica foram realizados micro cultivos tendo como
base a técnica de Kern e Blevins (1999). Uma Placa de Petri contendo uma lamina, uma
laminula e um chumaco de algoddo foram esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos.
Apo0s, um quadrado de aproximadamente 1x1cm de uma col6nia do fungo crescido em BDA
foi cortado com auxilio de um bisturi e transferido para a lamina contida no interior da Placa
de Petri, sobre a qual foi colocada uma laminula. O chumaco de algod&o foi hidratado com &gua
destilada estéril para manter a umidade no interior da placa durante o tempo de incubacéo (dez
dias) a aproximadamente 28 °C. As laminas permanentes foram montadas apds remocao do

fragmento de agar contendo o micélio do fungo e coradas com Azul de Algodao.
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O material foi examinado sob microscépio em objetivas de 10x, 20x e 40x para
observacgdo das caracteristicas microscopicas de A. flavus: hifas, conidios, vesicula, haste e
conidioforos, estruturas caracteristicas do fungo e que estao envolvidas no modelo morfogénico

de desenvolvimento de conidiéforos de A. flavus descrito por (CHO et al., 2022).

2.2 TESTE DE PRODUCAO DE MICOTOXINAS

A fim de melhor caracterizar a cepa utilizada neste estudo, foi realizado um teste para
identificacdo da producdo ou ndo de micotoxinas pelo isolado. Para isso, 0 método de vapor de
amonia descrito por Salto e Machida (1999) foi utilizado.

O isolado fangico foi inoculado, em triplicata, no centro de Placas de Petri contendo
meio de cultura BDA. Apds incubagdo de cinco dias em estufa a 37 °C, foi adicionado, nas
tampas das placas, 2 mL de solucdo de hidroxido de aménio (NH.OH) 25%. Posteriormente, as
placas foram vedadas e incubadas invertidas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apds esse periodo,
as placas foram retiradas da estufa e foi observada a coloragdo da base das col6nias crescidas
em comparacdo a uma placa controle (sem adicdo de NH.OH) (Salto e Machida, 1999), onde
fungos produtores de micotoxinas apresentam alteracdo na colorag¢do no verso da colonia apos

a adi¢do do NH4OH e incubagé&o.

2.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Para a confirmacdo da identificacdo molecular do isolado em estudo, foi realizado o
cultivo do fungo em Placas e Petri contendo BDA, durante sete dias, a 28 °C e, este foi
transferido para um de caldo extrato de malte (3%) em shaker rotativo (150 rpm) a 28 °C por
quatro dias. Em seguida, aproximadamente 40 mg de micélio foi coletado para extracdo de
DNA. A extragéo foi realizada com o Kit Wizard™ Genomic DNA Purification (Promega,
USA). Apos a extracdo, o0 DNA foi analisado em espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, Brasil).

Os primers ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) foram utilizados para amplificagdo da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) do rDNA (~600pb), seguindo as condicbes de amplificacbes
proposta por Santos et al., (2015). Os fragmentos ITS amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,0% (p/v) contendo GelRed™ (Biotium Inc., EUA) e
visualizados sob luz ultravioleta em um sistema de fotodocumentador (Loccus Biotechnology,
Brasil).
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O sequenciamento foi realizado pela empresa ACTGene (Alvorada-RS). Os produtos
amplificados foram sequenciados em ambas as dire¢des usando 0s mesmos iniciadores de PCR
em um sequenciador automatico ABI 3500 XL (Life Technologies, EUA) de acordo com o
método Sanger de terminacdo em cadeia, usando um kit de sequenciamento BigDye Terminator
v3. 1 (Life Technologies, EUA).

Para a identificacéo, as sequéncias consenso foram testadas contra o banco de dados do
GenBank e verificado a porcentagem de identidade. Na busca, ou seja, no Blastn, foi utilizada
uma configuragio especifica para a busca de sequéncias da regido “Internal Transcribed Spacer
Region (ITS) para o tipo de fungo e material de referéncia, que sdo usadas para analises
filogenéticas e de barcoding.

2.4 CINETICA DE PRODUCAO DE LIPASES DO FUNGO Aspergillus flavus

Primeiramente, o fungo foi cultivado em frascos erlenmeyers contendo 50 mL de meio
BDA, fechados com tampdes de algoddo revestidos por tecido do tipo “tecido ndo tecido”
(TNT). Os erlenmeyers contendo 0 meio e os tampdes foram esterilizados em autoclave vertical
a temperatura de 120 °C durante 20 minutos. Apds o meio solidificar com os frascos inclinados
a temperatura ambiente, foi feita a repicagem do fungo em camara de fluxo laminar vertical. O
fungo foi incubado durante sete dias em camara climatizada BOD sob temperatura de a 28 °C.

Ap0s sete dias de incubacdo, foi preparada uma suspensao de conidios adicionando ao
erlenmeyer uma solucédo nutriente composta por agua destilada, 0,065% de Cloreto de Potassio,
0,033% de extrato de levedura e 0,001% de Tween 80 (DALLASTRA; RAMALHO;
AGUDELDO, 2019). A solucdo foi previamente esterilizada em autoclave a temperatura de
121 °C durante 20 minutos. A concentracdo dos conidios foi estimada em camara de Neubauer
com auxilio de microscopio 6ptico binocular com aumento de 40 vezes, padronizada em 10’
conidios/mL e reservada para posterior inoculacdo dos substratos.

O cultivo de A. flavus para a producdo de lipases foi realizada em erlenmeyers contendo
10g do subproduto, bagaco do coco babagu. O substrato teve a sua umidade ajustada para 30%,
esterilizado em autoclave e resfriado até a temperatura ambiente. Ap6s, 1 mL da solugéo
inoculante preparada previamente foi adicionada a cada recipiente contendo o substrato. Dessa
forma, a umidade do meio foi ajustada para 40%, considerando que Aspergillus pode se
desenvolver em umidades de 13% (NICESIO; PINTO; FONSECA, 2004) a 53% (OLIBONI,
2022). Os recipientes foram incubados em BOD a temperatura de 28 °C durante 13 dias para a
obtencdo da cinética enzimatica.

Para a obtencédo da cinética enzimética, foi determinada a Atividade Enzimética (AE) a
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cada 24 horas, em triplicata, do primeiro ao décimo terceiro dia de cultivo. Todas foram
amostras sacrificio.

A cada 24 horas de cultivo foi obtido o extrato enzimatico bruto. Para isso, foi
adicionado ao conjunto substrato fermentado+microrganismo uma solucéo extratora (20 mL)
composta por tampdo Mcllvaine pH 7,0 e 0,25% de tensoativo Tween 80. Em seguida, foi
realizada agitacdo manual até homogeneizacdo e desprendimento dos conidios com as lipases
na sua superficie. Apos, foi feita a filtracdo do material em TNT e o extrato enzimatico bruto
foi coletado e reservado para determinacdo da AE.

A determinacéo da AE foi realizada de acordo com o método descrito por Freire et al.
(1997) com algumas alteracdes. Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 19 mL
de emulsdo (1% de Triton X-100 e 5% de 6leo de oliva) em tampdo Mcllvaine pH 7,0. Essa
emulsdo foi homogeneizada em shaker por 3 min a 37 °C e 200 rpm, em seguida foi adicionado
1 mL do extrato enzimético bruto e incubado por 30 min a 28 °C e 200 rpm. Apds incubagdo a
reacdo foi parada com 20 mL de solucgdo de acetona: etanol 1:1 (v/v) e banho de gelo, os acidos
graxos liberados foram titulados com solugdo de NaOH 0,1 M até pH final 11. A AE dada em

(U/mL) foi determinada de acordo com a Equacgao (1).

AE = [(Vtf-Vti)*x1000xFd=M]/t Equacao (1)*.

*Vtf= volume de naoh apds 30 min de reagdo em mL; Vti = volume de NOOH usado para titular o branco em mL;
M = concentracdo de NAOH; t =tempo total de reacdo em min; Fd = fator de diluicéo.

2.5 TESTE DE ROBUSTEZ DO FUNGO UTILIZANDO CONIDIOS REMANESCENTES

Para avaliar a robustez do fungo foram realizados experimentos de reutilizacdo do
material (substrato+conidios remanescentes) retido no filtro de TNT, apds obtencéo do extrato
enzimatico. Os conidios remanescentes foram avaliados a cada ciclo de reuso, para isso, em
cada batelada subsequente foi determinada a cinética de producao de lipases ao longo de 13 dias

de cultivo e foi observada a capacidade do fungo em manter sua morfologia e esporulacao.

2.5.1 Caracteristicas morfoldgicas do fungo no teste de robustez

Para realizar a andlise das caracteristicas morfolégicas no teste de robustez, o material
retido (substrato+conidios remanescentes) foi utilizado para inocular o centro de Placas de Petri
contendo BDA, com auxilio de uma alca de platina. As placas foram incubadas a 28 °C em

BOD por sete dias e ap6s, foram analisadas morfologicamente de acordo com 0s experimentos
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descritos anteriormente, para a caracterizagéo do fungo.

A anélise de esporulacdo do fungo foi realizada a partir de col6nias obtidas em Placas
de Petri contendo BDA e incubadas em BOD por sete dias. Ap0s o crescimento das col6nias
foram retirados dois discos de 5 mm de diametro de cada colénia (centro e borda), e transferidos
para tubos de ensaio contendo 10 mL de solucdo de Tween 80 a 0,05% v/v. A suspenséo foi
agitada por aproximadamente 2min em “vortex” ou agitador de tubos para a desagregagdo dos
conidios (VIEIRA et al., 2007). Em seguida, os conidios foram estimados em camara de

Neubauer.

2.5.2 Cinética enzimatica no teste de robustez

Apos a producdo de lipases do fungo, foram realizados cultivos subsequentes para
producdo de lipases a partir do material remanescente (substrato+conidios remanescentes)
retidos no filtro TNT (ap6s a obtencdo do extrato enzimético bruto). Ao material retido foi
adicionada a solucéo nutriente preparada previamente e o material foi homogeneizado, filtrado
em TNT e o nimero dos conidios que passaram pelos poros do tecido foram padronizados em
microscopio dptico (107 conidios/mL) para posterior producdo de lipases em nova batelada. A
metodologia do processo de cultivo e da cinética enzimatica foi realizada de acordo com o

descrito anteriormente para a cinética enzimatica sem o reuso dos conidios.

2.5.3 Teste de esterilidade do material de reuso

ApO6s a obtencdo do extrato enzimatico bruto o material remanescente
(substrato+conidios remanescentes) retido no filtro TNT foi testado quanto a sua esterilidade.
Assim como no teste de robustez, o material sélido passou por um segundo processo de filtracéo
em TNT para obtencdo do extrato enzimatico bruto.

Este extrato enzimatico foi diluido em agua destilada e inoculado em Placas de Petri
contendo BDA. A incubacéo ocorreu por 72 horas a 28 °C e as placas foram observadas a cada
24 horas para analise do crescimento de colonias. A presenca de colbnias diferentes das
caracteristicas de A. flavus indicariam contaminacdo microbioldgica no material de reuso no

teste de robustez, inviabilizando o método.

2.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para as analises do didametro das col6nias e esporulacao, no teste de robustez do fungo,
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foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), representado por 3 tratamentos

e 3 repeti¢des. Os tratamentos consistiram nos dois ciclos de reuso dos conidios do fungo e na
producdo das lipases e conidios sem a reutilizacdo do fungo. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o Software Assistat VVersdo 7.7.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

As colbnias do fungo A. flavus crescidas em meio BDA durante sete dias a 28 °C
apresentaram diametro medio de 7,8cm, aspecto pulverulento e coloracéo verde-amarelo com
o fundo branco (Figura 25). Os pontos marrons/pretos observados na fotografia da coldnia séo
denominados esclerodios, estruturas de resisténcia constituidas por hifas agregadas,
caracteristicas deste fungo (RANGEL-MUNOZ et al., 2020) e que estdo associadas também &
producéo de micotoxinas (HOUBRAKEN et al., 2020; (FRISVAD et al., 2019).

Figura 25 - Colénia de Aspergillus flavus crescida em meio BDA durante sete dias a 28 °C

As caracteristicas observadas estdo de acordo com as observadas por outros autores, que
constataram colénias com diametros de aproximadamente 7 cm, aspecto pulverulento,
coloracéo esverdeada e esclerddio de cor marrom para preto (BORGES e COSTA, 2012). Além
disso, as colbnias de A. flavus podem apresentar-se, inicialmente, com uma cor esbranquicada
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e, posteriormente, evoluindo para verde, amarelo, castanho ou preto conforme cada espécie do
género (COSTA et al., 2020).

Apds o micro cultivo do fungo e preparo das laminas foi possivel caracterizar A. flavus

micro morfologicamente. As estruturas basicas sao mostradas na Figura 26, onde no item (a)

estdo indicadas hifas, no item (b), estdo indicados conidios (4um de didmetro), no item (c), €

indicada uma vesicula, no item (d) uma haste, e, no item (e), é indicado um conidio6foro.

Figura 26 - Fotografia de Aspergillus flavus ao microscépio éptico: (a) hifas; (b) conidios; (c)
vesicula; (d) haste; (e) conidi6foro

As estruturas observadas constituem o modelo morfogénico de desenvolvimento de
conidioforos de A. flavus descrito por Cho et al. (2022) e, a medida dos conidios (4 um de
didmetro) estd de acordo com os achados de Lohmar et al. (2019). Além disso, segundo Da
Silva et al. (2015), entre as caracteristicas microscépicas de A. flavus, desatacam-se 0s
conidi6foros com haste longa, grossa, e termina com uma vesicula globosa coberta com

conidios, de acordo com os achados deste estudo.

3.2 PRODUCAO DE MICOTOXINAS

O fungo A. flavus utilizado neste estudo é produtor de micotoxina, de acordo com o teste
realizado segundo a metodologia descrita por Saito e Machida (1999). Apos adi¢do de NH.OH
e o0 periodo de incubacdo, o verso das coldnias apresentaram alteracdo na coloracdo. Na Figura
27(a), onde é mostrado o verso de uma col6nia controle, é possivel observar uma coloracao
ligeiramente mais esverdeada e menos amarronzada, quando comparado com o verso da colénia

(Figura 27 (b)), que corresponde ao verso de uma col6nia apds adicdo de NH4OH e incubacéo.
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Figura 27 - Verso de coldnias de A. flavus: (a) Placa controle; (b) Apds adicdo de amonia e
incubacéo

A presenca de esclerddios, constatada anteriormente e, a alteracéo da coloracéo do verso
das colbnias apos realizacdo deste experimento, nos permitem afirmar que a cepa utilizada neste
estudo é produtora de micotoxina. Essas analises tém o objetivo de melhor caracterizar o
microrganismo em estudo e, os resultados obtidos, ndo inviabilizam a utilizacdo deste fungo
para a producdo de lipases, ja que diversas espécies de Aspergillus sdo amplamente utilizadas
para a producéo destas enzimas (OLIVEIRA et al., 2017).

3.3 CINETICA ENZIMATICA

Apos a determinacéo da AE no decorrer dos 13 dias de cultivo foi observado o valor
méaximo, igual a 6,13 U/mL, ap6s nove dias de cultivo (Figura 28). Este resultado demonstra
que ndo se faz necessario seguir com o CES até o décimo terceiro dia, 0 que possibilita a

diminuicao do custo do processo em termos de gastos de energia e méo de obra.
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Figura 28 - Gréfico da cinética de producéo de lipases do fungo Aspergillus flavus a partir do
bagaco do coco babagu
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O valor de atividade lipolitica obtido (6,13 U/mL) é semelhante aos valores relatados
em outros trabalhos. Palma et al., (2000), por exemplo, obteve 6,5 U/mL utilizando o bagaco
do coco babacu e o fungo Penicillium restrictum. Em outro estudo de producao de lipases por
cultivo submerso, utilizando meios sintéticos e o fungo Penicillium Verrucosum, foi observado
AE igual a 3.15 U/mL (PINHEIRO, 2008).

O resultado obtido de produgéo de lipases a partir do bagago do coco babagu é possivel,
segundo Sokolovska et al., (1998), devido aos resquicios de 6leo, ainda com &cidos graxos na
sua estrutura, presentes neste residuo. Devido a esse fator, a utilizagdo desse subproduto
viabiliza a diminui¢do dos custos de producdo de lipases através da substituicdo de meios
sintéticos de custos mais elevados e contribui com o desenvolvimento da cadeia produtiva do
babacu na regido Norte do Brasil, onde este trabalho foi desenvolvido.

Relacionado a diminuicdo da AE ap6s os nove dias de cultivo (Figura 28), pode-se
afirmar que isso provavelmente ocorre devido a diminuicdo da fonte de carbono dos 6leos
presentes no substrato. Segundo Kanmani, Aravind, Kumaresan (2015), a queda na atividade
lipolitica ocorre provavelmente porque os fungos filamentosos comegam a produzir proteases
para processar as outras fontes de carbono menos abundantes. Essas proteases sdo capazes de
hidrolisar as ligacGes peptidicas presentes em proteinas e outras enzimas, desnaturando e

diminuindo a concentracdo de lipases.

3.4 TESTE DE ROBUSTEZ DO FUNGO
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3.4.1 Caracterizagdo morfologica do fungo no teste de robustez

Foi possivel obter coldnias de A. flavus no teste de robustez do fungo e, na Figura 29, é
possivel observar essas colonias, sendo que em (a) € mostrada uma col6nia do fungo sem a
reutilizacdo dos seus conidios na producéo de lipases, em (b), uma col6nia do fungo reutilizando
os conidios remanescentes 1 vez, e em (c), uma colénia do fungo reutilizando os conidios por

2 Vezes.

Figura 29 - Colénias do fungo Aspergillus flavus no teste de robustez

As principais alteragdes morfoldgicas observadas no teste de reuso foram a presenca de
esclerddios somente na col6nia (a), onde ndo ocorreu a reutilizacdo dos conidios na producéo
de lipases e, a presenca de pequenas manchas esverdeadas no sentido radial das coldnias em
(c), onde os conidios foram reutilizados 2 vezes.

Como mencionado anteriormente, os esclerddios sdo estruturas de resisténcia do fungo
em estudo, com isso, pode-se dizer que sdo produzidos em ambientes estressantes para o
microrganismo. Ao cultivar este microrganismo em um substrato solido rico em nutrientes,
como é o caso do bagaco do coco babacu, o fungo obteve condicdes satisfatorias para seu
crescimento, 0 que pode ter levado a ndao producdo de escler6dios nos experimentos
subsequentes.

Relacionado a coloragdo das col6nias fungicas, estas podem variar de acordo com 0
meio de cultura utilizado (DA SILVA et al., 2015). A partir disso, é provavel que o cultivo
intercalando o bagaco do coco babagu e o meio de BDA tenham alterado a coloracéo das
colonias, principalmente em (c), como observado no experimento realizado.

Com relagdo ao didmetro das col6nias no teste de robustez, é possivel afirmar que o
reuso dos conidios ndo afetou esse pardmetro. O didmetro médio observado para as colonias
obtidas no teste de robustez foi de 7,51 cm e os valores ndo apresentaram diferenca significativa

entre si ao nivel de 5% de significancia de acordo com o Teste de Tukey (Tabela 6).



79

Tabela 6 - Diametro das col6nias de Aspergillus flavus no teste de robustez

Tratamentos Diametro médio (cm)
Sem reuso 7,80 a*
1 Reuso 7,48 a
2 Reusos 7,25a

* Numeros seguidos pela mesma letra na coluna nio diferem entre si segundo o Teste de Tukey (0=0,05).

A esporulagdo do fungo A. flavus foi estimada no teste de robustez e o valor médio
obtido para os conidios ndo reutilizados, reutilizados 1 vez e, 2 vezes, foi de 7,4E+09 esporos
por placa. Os valores apresentaram diferenca significativa entre si ao nivel de 5% de
significancia de acordo com o Teste de Tukey (Tabela 7). Sendo que, a esporulacdo obtida
quando os conidios ndo passaram pelo processo de reuso foi superior a esporulagdo obtida
quando os conidios foram reutilizados 1 ou 2 veses. Apesar de os valores da esporulacdo
diminuirem no teste de robustez, os valores para o primeiro e segundo reuso dos conidios se
mantiveram constantes. Este experimento é importante do ponto de vista que, ao se manter
constante o nimero de conidios no reuso dos mesmaos, é possivel produzir lipases em bateladas
subsequentes, caso contrario, em certo ponto, poderia ndo haver conidios suficientes para as

sequéncias de cultivos.

Tabela 7 - Esporulagéo de Aspergillus flavus no teste de robustez

Tratamentos Esporulacéo (conidios/mL)
Sem reuso 1,23E+09 a*
1 Reuso 5,00E+08 b
2 Reusos 5,00E+08 b

* Numeros seguidos pela mesma letra na coluna néo diferem entre si segundo o Teste de Tukey (0=0,05).

No que diz respeito as caracteristicas micromorfologicas do fungo A. flavus no teste de
robustez, ndo foram observadas alteracdes na formacéo de suas hifas, vesiculas, hastes, conidios

e conidioéforos.

3.4.2 Cinetica de producao de lipases no teste de robustez

Na Figura 30, sdo mostrados os valores de AE obtidos no decorrer dos 13 dias de cultivo,
no teste de robustez do fungo. A producdo de lipases apresentou valor maximo de AE
(8,7 U/mL) no quinto dia de cultivo, no segundo ciclo de reuso dos conidios. Para o primeiro
ciclo de reuso dos conidios, o valor maximo de AE (7,8 U/mL) ocorreu apds nove dias de

cultivo, e, no experimento onde os conidios ndo foram reutilizados, a AE méaxima foi de
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6,13 U/mL também apds nove dias de cultivo.

Figura 30 — Gréfico da cinética de producdo de lipases durante 13 dias de cultivo no teste de
robustez do fungo
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Considerando os valores de AE obtidos, observou-se um aumento de 30% ao se
reutilizar os conidios do fungo A. flavus em trés bateladas subsequentes de producéo de lipases.
Esta otimizag&o do processo de producao de lipases € extremamente importante, principalmente
em processos em larga escala de producdo, onde um dos principais fatores observados € a
diminuicdo dos custos e aumento do rendimento. Esta constatacdo representa um avancgo na
producdo de lipases pelo fungo A. flavus, uma vez que, ndo foram encontrados estudos
semelhantes na literatura.

E possivel afirmar, a partir dos resultados obtidos neste estudo, que é possivel produzir
lipases de A. flavus, por CES, utilizando o residuo agroindustrial bagaco do coco babagu. Os
resultados positivos obtidos neste trabalho, incluindo o teste de robustez do fungo, vdo de
encontro aos conceitos de Ecologia Industrial, sustentabilidade e fortalecimento da cadeia
produtiva e regionalizacdo da producéo do substrato utilizado.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os aspectos relacionados a
reducdo de custos de processos, a sustentabilidade e a tematica da Ecologia Industrial. Foi
possivel produzir lipases do fungo A. flavus por CES, utilizando como substrato um subproduto

produzido regionalmente, o bagago do coco babacu.
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A cinética de producdo de lipases, bem como o teste de robustez do fungo, mostraram

que € possivel, de acordo com as condicGes testadas, otimizar o processo de producdo dessas
enzimas, uma vez que, foi observado uma diminuicdo dos dias de cultivo para a producéo do
metabdlito de interesse e um aumento do valor maximo de AE ao se reutilizar os conidios
remanescentes de cultivos prévios.

Desta forma, os principais objetivos deste estudo foram alcangados e sdo bastante
positivos na area de processos biotecnoldgicos, pois foi possivel a producdo de um metabolito
de algo valor agregado de forma mais econdmica e em concordancia com questdes da

conservagao do meio ambiente.
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4 DISCUSSAO INTEGRADORA

Os fungos filamentosos M. anisopliae e A. flavus sdo amplamente distribuidos no

ambiente e utilizados em diversas aplicacdes. M. anisopliae € um fungo entomopat6genico,
o qual é estudado principalmente para o controle bioldgico de pragas, sendo que, devido ao
fato de produzir enzimas no decorrer do seu processo de infec¢do aos insetos hospedeiros,
vem despertando interesse da comunidade cientifica para estudos da producdo desse
metabolito. A. Flavus é mundialmente estudado, incluindo a area de producdo de enzimas
como as lipases. No entanto, os bioprocessos utilizados para estes fins apresentam custos
elevados, alta demanda e diversos desafios tecnolégicos, 0 que torna necessario o
desenvolvimento de metodologias mais acessiveis e eficientes.

Levando em consideracdo os fatores mencionados, com o desenvolvimento deste
trabalho, foi possivel produzir o agente de biocontrole M. Anisopliae e suas lipases e, produzir
lipases do fungo A. Flavus. Para isso, foi projetado e construido um biorreator de bandejas para
a producdo de M. Anisopliae e suas lipases e, foi aprimorado um processo de producdo de
lipases de A. Flavus, ambos, levando em consideracdo fatores relacionados a eficiéncia,
economia e sustentabilidade.

Para o desenvolvimento do biorreator, diversos fatores importantes na area de aumento
de escala de producdo de bioprodutos foram analisados: analise e controle das condicdes
internas do equipamento, como temperatura e umidade; comparacdo da quantidade dos
produtos obtidos em pequena escala com a escala piloto, no interior do biorreator; avaliagéo da
profundidade das camadas dos substratos, suas caracteristicas e, 0 tamanho e a distribui¢do das
particulas do substrato, que afetam diretamente o rendimento do processo pelo acumulo de calor
no meio de cultivo e area de ataque do fungo ao meio de cultivo.

Os parametros avaliados e os resultados positivos obtidos sdo de grande importancia na
area de intensificacdo de processos biotecnoldgicos podendo ser aplicados, por exemplo, na
producéo de outros bioprodutos e emprego de outros substratos e microrganismos no interior
do equipamento desenvolvido que, embora tenha apresentado flexibilidade operacional nos dois
estudos de caso (Capitulo 1), pode apresentar requisitos especificos para outros sistemas
microrganismo-substrato-biorreator. Levando isso em consideracdo e, a partir dos resultados
satisfatorios obtidos para a producéo de lipases do fungo A. Flavus em escala de frascos, torna-
se valido sugerir a analise da producdo desse metabdlito em escala piloto no interior do
equipamento desenvolvido.

A producéo de lipases do fungo A. flavus (6,13 U/mL) alcancou valores promissores e

proximos aos encontrados na literatura para sistemas semelhantes utilizando diversos fungos
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filamentosos e substratos solidos. Estudos como este, em escala de frascos, onde foram
avaliados os substratos, condicGes fisicas e quimicas e tempos de cultivo, por exemplo, sdo
bastante relevantes e podem ser aplicados na area tecnologica de aumento de escala de produgéo
de outros bioprodutos.

A cinética de producéo de lipases de A. flavus permitiu propor um nimero de dias de
cultivo menor (nove dias) que o testado (13 dias), dispensando dias a mais que significariam
gasto de energia e mao de obra desnecessarios para o processo. Com isso, as condicdes
avaliadas e/ou obtidas, podem ser utilizadas para aprimorar 0 processo de producéo das lipases
de A. flavus em escala piloto, no biorreator de bandejas.

No que diz respeito ao teste de reuso dos conidios de A. flavus para a producao de
lipases, os resultados obtidos sdo também bastante positivos. Onde foi possivel aumentar o
valor da AE (8,7 U/mL) em um menor tempo de cultivo (cinco dias), no segundo ciclo de reuso
dos conidios do fungo. Estes dados também podem ser aplicados em uma escala maior de
producdo, permitindo assim, um processo de producdo desse metaboélito de forma ainda mais
econbmica, sustentavel e de escala aumentada. Da mesma forma, um teste de robustez do fungo
M. anisopliae também pode ser realizado. Assim, um processo produtivo que embora ja possa
ser considerado eficiente, atraves do desenvolvimento do novo biorreator, pode se tornar ainda
mais atrativo no que diz respeito aos temas da sustentabilidade e reducédo de custos.

Relacionado ao uso de residuos agroindustriais produzidos regionalmente, pode-se
afirmar que o desenvolvimento deste trabalho pode vir a contribuir significativamente para o
desenvolvimento local e regional, pela evolucdo da cadeia produtiva do coco babagu, por
exemplo. Além disso, a utilizacdo dos residuos farelo de soja, farelo de trigo e quirera de arroz,
representam uma diminuicdo dos custos dos bioprocessos estudados, por apresentarem custos
menores comparados com meios sintéticos e a reducdo de danos ambientais pelo descarte
inadequado desses residuos.

Por fim, no que diz respeito a realizagéo de trabalhos futuros, visando um processo de
esterilizacdo mais rapido, sugere-se um ajuste na vedacdo da porta do biorreator, uma vez que,
0 processo atualmente demora cerca de 40 minutos para obter resultado satisfatorio e, com o
ajuste na referida vedacéo, sera possivel uma maior presséo de vapor no interior do equipamento

e, consequentemente, um menor tempo de processo.
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5 CONCLUSAO

Com o desenvolvimento deste trabalho de tese foi possivel produzir um agente de
controle bioldgico e lipases, a partir do CES dos fungos filamentosos M. anisopliae e A. flavus,
respectivamente. Os resultados obtidos estdo de acordo com os aspectos relacionados a reducéo
de custos de processos, a sustentabilidade e a intensificacdo de processos biotecnoldgicos.

O biorreator de bandejas, desenvolvido na primeira fase deste trabalho, permitiu
produzir o agente de biocontrole, M. anisopliae e suas lipases, de maneira satisfatoria utilizando
residuos agroindustriais como substrato. O equipamento se mostrou eficaz na integracdo das
etapas a montante e do processo de cultivo o em um Gnico aparelho,

Na segunda fase deste trabalho de tese, foi possivel produzir lipases por CES do fungo
A. flavus a partir de um subproduto regional. A cinética de producédo de lipases obtida, bem
como o teste de robustez do fungo mostraram que € possivel, de acordo com as condicGes
testadas, otimizar o processo de producdo dessa enzima. Ou seja, a AE maxima obtida foi
possivel em um menor tempo de cultivo, atendendo assim, um fator bastante relevante em se
tratando de processos em escala aumentada, onde o tempo e custo de processos Sao
extremamente importantes.

Além disso, a utilizagdo e a valorizacdo regional de residuos da agroindustria no
desenvolvimento deste trabalho de tese, possibilitam desenvolver a economia local e regional,
além de reduzir o descarte inadequado de fontes de energia renovavel disponiveis a baixo custo.

Desta forma, pode-se afirmar que os processos desenvolvidos, tanto por meio do
biorreator de bandejas, quanto através do reuso dos conidios do fungo A. flavus para a producéo
de lipases, sdo um avanco na area da biotecnologia, onde foi possivel a producdo de um agente
de biocontrole e lipases, um metabolito de valor agregado, de forma mais econémica, eficiente

e em concordancia com questdes da conservacdo do meio ambiente.
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