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Resumo

A producdo enzimatica € um dos campos mais proneisstentro das tecnologias para a
sintese de compostos de alto valor agregado, @standconstante crescimento pela grande
capacidade dos microrganismos de realizarem tnanaf@es quimicas. Dentre os produtos
obtidos via processos fermentativos através deonganismos estao as enzimas. As enzimas
produzidas por processos fermentativos tem sid@zadas para o controle ambiental de
varios ecossistemas, sendo que muitas destas enpotem ser produzidas a partir de
residuos industriais, diminuindo os custos de pgaduOs efluentes de laticinios s&o ricos em
gorduras lentamente biodegradaveis, o que difiaultatamento destes efluentes em baixas
temperaturas. As lipases sdo enzimas que catalessanidrolise de longas cadeias de
triglicerideos transformando-os em glicerideos idagcgraxos. As lipases microbianas tém
recebido grande atencéo, constituindo o mais imptetgrupo de enzimas para a aplicacao
biotecnoldgica. As lipases vém sendo utilizadasrethucdo da concentracdo dos lipidios
contidos nos efluentes, promovendo a hidrélisedless e gorduras presentes. Objetivou-se
avaliar a producdao de lipases por fungos isolagustar de efluentes de laticinios. O efluente
foi coletado na saida do equalizador (P3) e sataaatador (P6) de uma estacdo de
tratamento de efluentes de laticinios da regiaPakso Fundo, sendo caracterizado quanto a
DBO, DQO, fosforo, nitrogénio e 6leos e graxasaderdo com a metodologia descrita por
APHA (1995). Foi realizado o isolamento de microigenos dos pontos de coleta através de
técnicas de diluicbes seriadas seguidas de plagumanem meio PDA acidificado e
incubacdo a 30° C durante 5 dias. Os microrganissatsdos foram identificados através de
técnicas de microcultivo. A selecdo dos fungos @mtencial de producdo de lipases foi
avaliada a partir do crescimento dos mesmos em RB® contento azeite de oliva como
fonte de carbono. O crescimento dos microrganisoiaacompanhado a partir da medida do
diametro das colbnias diariamente, calculando-gel@idade de crescimento radial (VCR).
Os fungos que apresentaram as maiores VCRs foibhnadbs para a producao de lipases via
fermentacdo submersa, utilizando-se como meiosiltieacos efluentes coletados na saida do
equalizador e aerador do sistema de tratamentofldents da industria de laticinios,
acrescido de nutrientes. A fermentacao foi realizawh erlenmeyers de 300 mL, a 30°C em
“shaker”. Foram coletadas aliquotas para a detagdm da atividade lipasica. A
caracterizagdo do efluente indicou valores de D@@B@B,27 a 4975,95 mg/L na saida do
equalizador e de 76,58 a 2810,22 mg/L na saideethar, o NTK variou de 0,50 a 12,32
mg/L na saida do equalizador e de 1,01 a 35,62 mg/kaida do aerador, o fésforo total
variou de 0,16 a 0,55 mg/L na saida do equalizadi® 0,06 a 0,32 mg/L na saida do aerador
e o valor dos 6leos e graxas variou de 0,01 argd€nida do equalizador e de 0 a 5,31 mg/L
na saida do aerador. Na etapa de isolamento fie@ados 21 microrganismos, pertencentes
aos géneroRenicillium Aspergillus Trichodermae Fusarium A etapa de selecao selecionou
os fungos EG6, E7, E8, E9, E10, E12, E17, E20 ede®ido a capacidade de crescimento em
meio contendo azeite de oliva. Na fermentacao stdanes fungos E9Agperqillug, E21
(Asperqillu3 e E20 Penicillium) foram os que apresentaram as maiores atividades
enziméticas, de 1,250 a 2,250 pmolAG/mL.min, wiido-se como meio de cultivo o
efluente coletado na saida do equalizador.

Palavras-chavegroducao de enzimasfluente agroindustrial, gorduras e lipidios.



Abstract

The enzymatic production is one of the most pramgidields inside of the technologies for
the synthesis of compound from the high value addeihg in constant growth for the great
capacity of the microorganisms to carry out chemi@nsformations. Among the products
gotten from fermentative processes through micramiggns are the enzymes. The enzymes
produced from fermentative processes have been fasethe ambient control for several
ecosystems, being that many of these enzymes cardoeiced from industrial residues,
reducing the costs production. The effluent of yiarrich in slowly biodegradable fats that
make difficult the treatment of these effluentdow temperatures. Lipases are a group of
enzymes that catalyzes hydrolysis of long chaingrigfycerides transforming them into
glycerides and fatty acids. Microbial lipase hasereed great attention, constituting the most
important group of enzymes for the biotechnologaggplication. Lipases have being used in
the reduction of the lipids concentration contaiirethe effluent, promoting hydrolysis of the
presents oils and fats. The objective of this weds to evaluate the production of lipase from
isolated fungus from the dairy effluent. The effitgvas collected in the exit of the equalizer
(P3) and the exit of the aerator (P6) from an efilutreatment station at a dairy industry in
the region of Passo Fundo/RS being characterizédrd3BO, DQO, phosphorous, nitrogen
and oils and greases, in accordance with the metbgy described at APHA (1995). It was
carried out through the isolation of microorganisinem the collection points through
techniques of series dilutions followed of the jpigtin medium PDA acidified and incubate
at 30° C during 5 days. The isolated microorganisrad been identified through micro
culture techniques. The selection of the fungi wpibtential of lipases production was
evaluated from the growth of them in medium PDAe&tavith olive oil as a carbon source.
The growth of the microorganisms was followed frtime measure of the diameter of the
colonies daily, calculating the radial growth vetp¢VVCR). The fungi that had presented the
greater VCRs had been used for the productiorpakés in submerged fermentation, using as
a medium of culture the effluent collected in that ®f the equalizer and aerator from the
effluent treatment system at the dairy industrgreased of nutrients. The fermentation was
carried out in erlenmeyers of 500 mL, at 30°C iak&r. An aliquot had been collected daily
for the lipase activity determination. The chardetgion of the effluent indicated values of
DQO between 803,27 to 4975,95 mg/L at the exithefequalizer and the 76,58 to 2810,22
mg/L for DQO in the exit of the aerator, the NTKrieal between 0,50 to 12,32 mg/L in the
exit of the equalizer and from the 1,01 to 35,62Llmig the exit of the aerator, the total
phosphorus varied between 0,16 to 0,55 mg/L iretieof the equalizer and from the 0,06 to
0,32 mg/L in the exit of the aerator and the vaitieils and greases varied from 0,01 to 4,40
in the exit of the equalizer and from 0O to 5.31 Imigy the exit of the aerator. In the isolation
stage 21 microorganisms had been isolated, thetpiped to the genus dPenicillium,
Aspergillus Trichodermaand Fusarium The selection stage selected the fungi E6, E7, E8
E9, E10, E12, E17, E20 and E21 due their capatigyawth in medium containing olive oil.
In the submerged fermentation, the fungi ESsdergillug, E21 @Aspergillug and E20
(Penicillium) had been the ones that had presented the biggegtatic activity, from 1,250
to 2,250umolAG/mL.min, using as a cultivation medithe effluent collected from the exit
of the equalizer.

Keywords: production of enzymes, effluent agro-industrialsfand lipids.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimatica € um dos campos mais psores dentro das novas
tecnologias para sintese de compostos de alto aglegado. A tecnologia de producédo e
de aplicacdo das enzimas em nivel industrial estapeder de algumas companhias
internacionais, que nao desenvolvem pesquisa nsilBfa industria quimica brasileira
importa a maior parte das enzimas bio-catalizaddeamatérias auto-sustentaveis. Os altos
custos envolvidos com a tecnologia de producda@ieacado das enzimas fazem com que
poucos grupos brasileiros sejam competitivos naa ade tecnologia enzimatica,
especialmente relacionada as enzimas lipases.

O interesse industrial por tecnologias enzimatias aumentando gradativamente,
especialmente em areas de engenharia de proteinaszimologia em meios nao
convencionais, as quais ampliaram consideravelneepteéencial de aplicacdo das enzimas
como catalisadores em processos industriais. Bstigrocessos de maior interesses estao
as reacoes de hidrélise, as de sintese e as desietificacdo de lipideos por meio das
lipases. O elevado potencial de aplicacdo dasdfasjustificado pela sua capacidade de
utilizacdo de uma ampla gama de substratos, sahiletde frente a temperatura, pH e
solventes organicos, e sua régio e enantiosselatigi O reconhecimento dessas vantagens
tem proporcionado um aumento consideravel na pémdeccomercializacao de lipases,
resultando no desenvolvimento de tecnologias altisas consistentes para utilizagdo no
setor industrial. As lipases vém, conquistando tan@ de mercado crescente das enzimas
industriais.

As lipases sédo encontradas na natureza, podenddtsdgis a partir de fontes animais,
vegetais e microbianas. As lipases eram obtidaari@ ple pancreas de animais e usadas
como auxiliar digestivo para consumo humano. Agsigs microbianas tinham também um
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custo bem mais elevado quando comparado com ohidaslases, como proteases e
carboxilases em funcdo do baixo rendimento do pemdermentativo. Os recentes
avancos registrados na tecnologia do DNA tém p&tmitos fabricantes de enzimas
colocar no mercado lipases microbianas com atieidsan elevada, a um custo bem mais
acessivel. As lipases microbianas sao produzidadipersas industrias.

A grande diversidade de microrganismos brasileustifica a busca por novos
produtores de enzimas com caracteristicas espegissgpodem ser aplicadas na producao
de compostos de quimica fina através da biocatalise

Os fungos filamentosos sé@o considerados bons mpneduide enzimas, e as lipases
fungicas sao as preferidas para aplicacao industria

As enzimas s&o na maioria das vezes produzidasesanga de um indutor, que muitas
vezes pode ser o préprio substrato ou o produtbidi@lise do mesmo, que podem ser
adicionados ao meio de varias maneiras.

A utilizacdo de enzimas no tratamento de despejdssiriais tém sido desenvolvida
como alternativa ao tratamento convencional deentks e tem despertado grande interesse
para pesquisa, em funcéo das vantagens apresentadas

A quantidade de proteinas e lipidios que entraphastas de tratamento de efluentes
fica entre 60 — 70% do total de matéria organiaaphcesso de lodo ativado uma elevada
variedade de microorganismos participam do procegssoemocdo da matéria organica.
Mas apenas pequenas moléculas podem ser captdiegtasnente pelos microorganismos
para o0 metabolismo intracelulartConsequentemente, uma grande fracdo da matéria
organica do tratamento deve ser enzimaticamentelis@da através de uma série de
reacdes hidroliticas a unidades menores, que pederapturadas pelas células bacterianas
presentes no sistema. Nos dias atuais, esta havendwescente interesse no estudo das
exoenzimas em corpos de aguas naturais e em pldatdsatamento de efluente. O
conhecimento da variacdo espacial e temporal dasnas em tais ecossistemas, dos
organismos produtores de diferentes enzimas, efatosees que afetam a atividade das
enzimas, € importante compreender para otimizaenao¢do da matéria organica em
plantas de tratamento do de efluente.

Os processos alternativos vém sendo utilizadogacio da concentracdo de lipideos

contidos em efluentes por meio de acao de enzipaascularmente as lipases. As enzimas
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apresentam uma importancia particular, pelo fatbideolisarem especificamente 6leos e
gorduras, o que pode ser de grande interesse paatamento de efluentes com alto teor de
gordura. As lipases compreendem um grupo de eniidediticas que atuam na interface
organico-aquoso, catalisando a hidrolise de ligagéster-carboxilico, presentes em
acilglicerdis. A utilizacdo das lipases reduz ogeis de solidos suspensos e lipideos, o que
possibilita melhores condi¢cdes de operacdo nontextto anaerobio e desobstrui filmes de
0leos em tubulagdes, resultando no aumento daid#os equipamentos.

A gquestédo desta pesquisa foi verificar se os ngemismos presentes no efluente de
laticinios produzem lipases, utilizando um meicdiura de baixo custo.

O objetivo geral foi avaliar a producéo de lipages fermentacdo submersa por
microrganismos isolados de efluente de laticinissobjetivos especificos foram:
a) Caracterizar o efluente dos pontos de coleiddsdo equalizador e do aerador);
b) Isolar microrganismos presentes no efluentatitnios;
c¢) Identificar os microrganismos isolados do efteale laticinios;
d) Selecionar os microrganismos com potencialrdduygéo de lipases;
c) Avaliar a producao de lipase pelos microrganisnabscgonados utilizando como meio

de cultivo o efluente coletado na saida do equddiza do aerador da ETE.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fermentacao submersa

O processo fermentativo industrial consiste emagagtapas, que séo divididas em:
operacoes dapstream(pré-tratamento da matéria-prima), quando se ttataetapas pré-
fermentacdo, ou seja, que antecedem a operacaeatlr e cuja finalidade € colocar o
sistema nas condi¢cdes previamente escolhidas,qu&ras transformacdes, no reator, se
desenvolvam em condi¢cbes Otimas; e operacdedodmstream(obtencdo do produtp)
guando se refere as etapas que ocorrem apos antagée, que englobam a separacéo e
purificacdo dos produtos e subprodutos obtidos, lbemo o tratamento dos residuos
formados (BORZANI et al., 2001).

Os processos submersos consistem naqueles emmigeooganismo € introduzido em
um meio liquido na forma de um in6culo, sendo concentido em fermentadores providos
de agitacdo e aeracdo (microrganismos aerébiosp(RE, 2000) e outros controles, tais
como: medidores de pH, temperatura, concentrac&mxig€nio dissolvido, entre outros.
Os nutrientes encontram-se dissolvidos no meiad@qtornando-se facilmente acessiveis
para utilizacao pelos microrganismos.

O processo de producdo é delicado e sofre a irdeda de grande numero de
variaveis, que tornam baixas as chances de éxitdade da cultura também interfere, as
culturas jovens sdo mais produtivas. A temperatararmazenamento dos esporos também
influi, tendo-se verificado que melhor € a faixalda 5°C. Interfere, ainda, a composicéo
do meio de esporulagéo (LIMA et al., 2001).

Os processos de fermentacdo submersa (FSm) forgoilados mundialmente com a

BN

producdo de antibidticos, devido a importancia daiglina durante a segunda guerra
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mundial, tendo sido realizadas inUmeras pesquisti ale conhecer a cinética destes
processos, os dados de dimensionamento e congd®ieatores (PANDEY, 2000).

A fermentacdo € uma manifestacéo fisioloégica dalaéliva, podendo ser definida
como desassimilacdo (catabolismo de matéria orgadoiecno carboidratos, gorduras e
proteinas) através de reacfes acopladas, cataligemtaenzimas intra e extracelulares,
acarretando formacédo de substancias intermedi@dss produtos finais da oxidagéo
biolégica total, ou entdo, derivados destas subst&n(REGULY, 1996). Ja no sentido
tecnologico, significa todo processo em que atuagronganismos sobre os substratos
organicos, através de seu metabolismo, produzieterrdinadas substancias ou substratos
modificados de maior valor agregado. Essas subatoa produtos de fermentagdes vao
desde alimentos modificados e bebidas alcoolicasuteos produtos industriais, como
solventes, acidos orgéanicos, enzimas, vitaminashiéticos, hormonios, biopolimeros e
proteinas unicelulares (PRESCOTT, 1962).

Os processos fermentativos podem substituir psoseguramente quimicos, de sintese
organica, no entanto, aqueles utilizados em edaalastrial geralmente dependem da
capacidade do microrganismo responsavel em prap@cibom e regular rendimento
econdmico do produto, a partir de um substratotbagadisponivel, da facilidade de
recuperacao ou obtencdo do produto visado, sobafguma ou, conforme o caso, pronta
para o uso e da impossibilidade ou dificuldade elelster o produto através de outros
processos (REGULY, 1996).

O processo fermentativo comeca com a escolha daoteageiolégico adequado
(microrganismo ou enzima); segue com a transformagématéria-prima, em condicdes
gue podem exigir esterilizacdo, aeracdo e contol@rocesso (pH, temperatura etc.); e
finaliza com a separacao e purificacdo do prodatd {(MAKAJOVICH, 2004).

A parte central de um processo fermentativo é @careento do microrganismo
industrial em condi¢cdes ambientais que estimulesintese do produto comercial que se
pretende obter, portanto, conforme TREVANal. (1990), faz-se necessario conhecer 0s
microrganismos, controlar seu metabolismo e cremtio) bem como, maneja-los em
grande escala.

No processo fermentativo, a escolha do microrgamiéraxtremamente importante para

0 sucesso da producdo desejadan-Amilase, por exemplo, pode ser produzida por, no
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minimo, 28 diferentes cultura microbiana. A cultdegAspergillus nigetem a capacidade
de produzir mais de 19 tipos de diferentes enzirdapendendo da inducdo e/ou do
substrato utilizado (SCHMIDELL et al., 2001).

Os meios de obtenc&do de microrganismos de intermedsgstrial podem ser: isolamento
a partir de recursos naturais, compra em colec@sutturas, obtencdo de mutantes
naturais, obtencdo de mutantes induzidos por meétagmvencionais e obtencdo de
microrganismos recombinantes por técnicas de emagenbenética. Apds a obtencdo do
microrganismo, ele deve ser isolado, para que sgiga uma cultura pura, sendo que essa
cultura deve ser mantida e cultivada em laboratatiservando-se as condicdes 6timas de
pH e temperatura para garantir a sua manutencaetdypa seguinte, se da o preparo do
in6culo em laboratério, que tem por finalidade ®mar a cepa viavel e com capacidade
produtiva. A partir da cultura estoque, propagaesemicrorganismo por meio de
metodologia conveniente até que atinja o volumejaado, em dimensédo industrial, para
entaoser introduzido no fermentad@ORZANI et al., 2001).

Segundo Lima et al. (2001), chama-se inoculo o melude suspensdo de
microrganismo de concentracdo adequada, capazrdetigeem condicOes econdmicas a
fermentacdo de um dado volume de mosto.

O volume do in6culo, bem como sua concentracacétidas, depende do processo de
fermentacdo subsequente e do volume de mostofarsegntado. Indicando-se como V a
capacidade util do fermentador, o volume de inOcpbmle variar, dependendo da
fermentacdo desejada, de 0,005V a 0,5V (0,5 a 58%agpacidade atil do tanque). A
técnica de preparo do inoculo, variavel de casa paso, compreende duas fases: a de
laboratorio e a industrial (LIMA et al., 2001).

Na fase de laboratério, partindo-se de uma culpuea, inocula-se um volume
relativamente pequeno de meio nutriente, que é,seguida, incubado em condicbes
favoraveis ao desenvolvimento do microrganismo.u8psnsédo obtida é transferida para
um volume maior de meio que €, por sua vez, adequawte incubado e, a seguir,
transferido para um frasco contendo um volume amd®r de meio nutriente; e assim por
diante, até se conseguirem alguns litros de su8pengrobiana. Os cuidados de assepsia,
bem como os volumes de meio utilizados, o nimertratesferéncias e as condi¢cbes de
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incubacado, variam com o processo de fermentacdosgudeseja realizar (LIMA et al.,
2001).

O cultivo de microrganismo € s6 uma das numerasesfdo processo. O meio em que
cresce 0 microrganismo deve ser formulado de acamm as matérias-primas e,
posteriormente esterilizado. O contetdo do ferntemfadepois de esterilizado deve ser
inoculado com um cultivo viavel, metabolicamenieatLogo, para que se possa realizar a
fermentacdo € necessaria, em primeiro lugar, abtermicrorganismo adequado para o
processo que se pretenda levar adiante, o queee eformalmente selecionando cepas
naturais. A produtividade do mesmo deve aumentér sat obter niveis econémicos
aceitaveis, o que se realiza mediante melhorasnptaicdo, recombinacao ou melhoria do
processo (TREVAMt al..1990).

O processo fermentativo envolve etapas distintasoc@ preservacao e o crescimento
do in6culo, o pré-cultivo no fermentador e a fertagéo de producéo.

A preservacao das cepas de producédo ao longo gericdo de tempo é um requisito
basico para uma fermentacdo. Deve-se encontrar éodm 6timo de preservacdo para
cada processo e também para cada cepa. As téatiicamlas mais freqiientemente sdo o
armazenamento a baixa temperatura (2°CG);60 armazenamento por congelamento (-
18°C a -86C) e a liofilizagdo que € o melhor método de cormgio (CRUEGER;
CRUEGER, 1993). Outra técnica amplamente difundidgoreservacdo em agar inclinado,
gue pode ser combinada com a refrigeracao.

O crescimento do inéculo tem a finalidade de pr@parmicrorganismo em condi¢cfes
apropriadas, de modo a garantir o desenvolvimedénwado das etapas posteriores. O
cultivo preservado se prolifera inicialmente metkacrescimento em um cultivo liquido
agitado ou em um meio solido (quando se quer ado@im de esporos). As condigbes
utilizadas no cultivo inicial (meio, temperaturajtre outras) dependerdo do processo
especifico. Os tempos normais de crescimento vagianfuncdo do tipo de conservagéo
das cepas, sendo que os cultivos refrigeradoserrescn um tempo menor. Para se obter
bons rendimentos influi, ndo s6 o numero de célelassporos, mas também o meio
nutritivo utilizado para o indculo, a temperatura crescimento e a idade do inéculo
(CRUEGER; CRUEGER, 1993).
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A concentragdo 6tima de indculo para um fermentddtermina o nimero de etapas do
pré-cultivo que sdo necessarias. As vezes, o neeiulivo de producéo se utiliza para a
ultima etapa de formacéo do inoculo a fim de indaZiormacéo do produto (CRUEGER,;
CRUEGER,1993).

Segundo Makajovich (2004), a composicdo do meio cdéura depende das
necessidades metabolicas do microrganismo escolBgle deve conter todos os nutrientes
necessarios nas concentracdes adequadas, que ‘emnidomcdo do microrganismo e do
objetivo do processo. Os meios de cultura utilizagm laboratorio incluem:

a) agua;

b) uma fonte de energia de carbono: glicose, amidiig, soja e outros cereais, etc;

¢) uma fonte de nitrogénio inorganica (sulfato oéaia, nitrato de potassio, etc.), organica
(aspargina, succinato de aménia, glutamato, uei@) ou complexa (farinha de soja,
peptona, etc.);

d) sais minerias, tais como fosfato de potassifateude magnésio, cloreto de calcio, etc.;
e) elementos tragos: ferro, zinco, manganés, coblmlto, molibdénio.

O meio de cultivo tem uma forte influéncia no pssme de fermentacdo e deve possuir 0s
nutrientes requeridos para o crescimento microbianalém disso, deve favorecer a formacéo do
produto que se desdfBORZANI et al., 2001).

Os meios nutritivos para a producdo devem ser ndisiis ndo sé nos ingredientes
utilizados, mas também na forma em que se preparmaeio. Os parametros mais
importantes durante a fermentagdo sdo a temperatumaracdo, a pressao e a agitacédo
(CRUEGER; CRUEGER,1993).

Segundo Lima et al. (2001), os meios devem corirte$ de carbono e energia
(farinhas amilaceas, licores de milho, soja e @ut@reais, melacos), fontes de nitrogénio
(farinha de peixe, gelatinas, licores de milho esd@), substancias minerais e fatores de
crescimento (extrato de levedura, licor de milkarjnhas de sementes oleaginosas). No
caso de producdo de enzimas indutiveis, a preskncan indutor é essencial (exemplos:
amido para amilase, uréia para uréase, xilose Xil@se isomerase). A otimizacdo de um
meio de cultivo € também, em geral, um process@rpssivo de aprimoramento. A
influéncia de certos componentes do meio na pradugéenzima-alvo pode ser muito

significativa.
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A fermentacdo pelo meétodo de cultura submersa €utada em fermentadores
fechados, equipados com agitadores, dispositivaetegdo para introducéo de ar estéril, e
camisas e serpentinas para o controle de tempe(@ARK, 1983).

Segundo Makajovich (2004), se o processo de feagéotsubmersa exigir assepsia,
esta se consegue mediante a esterilizacdo do memirdg ou fora do fermentador), a
desinfeccdo ou esterilizacdo do equipamento pecdig de vapor ou mediante o calor
gerado por serpentinas, sendo esta medida extem$bdos 0s ductos de entrada e saida e
as valvulas correspondentes e a esterilizacao ohediante filtros adequados.

As fermentagBes séo realizadas, normalmente, enfaireamesofila em temperaturas
6timas entre 20-4&. Deve-se escolher a temperatura apropriada paseguir o maximo
crescimento por uma parte e a formacdo o6tima deupopor outra (CRUEGER,;
CRUEGER,1993).

Durante o processo de fermentacdo, uma série tevem devem ser controladas, tais
como temperatura, pH, pressao e concentracdo géro@j com o intuito de garantir o
maximo de rendimento no decorrer do processo (BARAA al., 2001).

A linhagem microbiana utilizada industrialmente eim geral, fruto de um longo
trabalho de melhoramento e, portanto, sigilosamerdtegida. A manutencdo da linhagem
requer um minucioso e permanente trabalho de malogha industrial (LIMA et al.,
2001).

2.2 Enzimas

As enzimas sdo catalisadores naturais (JUNG, 2BIENDES, 2005) e muitas sao
produzidas pela fermentacdo de biomateriais (nahtedie natureza diversa com
caracteristicas para serem usados na fermentacao).

Segundo Lehninger (1976), as enzimas séo proteispscializadas na catélise de
reacOes biologicas. Elas estdo entre as biomokcoiais notaveis devido a sua
extraordinaria especificidade e poder cataliticog gsdo muito superiores aos dos
catalisadores produzidos pelo homem.

As enzimas séo catalisadores organicos produziglas pélulas vivas, que catalisam as

reacdes quimicas nos processos vitais. Uma vepraldd em uma célula, uma enzima
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podera manter-se independentemente da ceélula,nsiécdes apropriadas forem mantidas
(PARK, 1983).

As enzimas sdo produzidas em escala crescentestoiy processos fermentativos
utilizando-se bactérias e fungos, em crescimentonssios nutritivos apropriados. O
Quadro 1 relaciona como exemplos algumas enzimadupidas industrialmente com o
agente fermentativo, 0 meio de cultivo, o sistemdedmentacdo usado e 0 seu uso pratico
(REGULY, 1996).

As enzimas séo obtidas de trés grandes fontes:

a) vegetais superiores (malte-amilase, papainajddina, ficina);
b) animais superiores (enzimas pancreaticas, mepsitalase, renina); e
C) microrganismos (amilases, proteases, pectindgmses, invertase, glicose-oxidase,

celulase, glicose-isomerase (PARK, 1975).

Quadro 1: Enzimas produzidas industrialmente (BACCKHORN e outros, 1965 aput
REGULY, 1996).

Enzima Agente Meio de Sistema de Uso da enzima
produzida por | formador cultivo fermentacdo
fermentacdo
industrial
a amilase Bacillus Farinha de soja| Cultivo liquido| Liquefacdo de amido
bacteriana subtitilise desengordurada, submerso ou| (pressacarificacdo) nd
termoestavel Bacillus farelos de cultivo semi- | preparo de mostos para
licheniformis cereais, sélido producéo de &lcool e
autolisados de| conforme o bebidas alcodlicas.
leveduras, agud meio. Preparo de xaropes de
de remolho de glicose, panificacéo,
cereais. adesivos de dextrinas|
Protease Bacillus Agua de “ Detergentes
bacteriana licheniformis remolho de enzimaticos e producéo
milho de gelatina.
Lactase Aspergillus Meios “ Adocgamento de leite,
oryzae amilaceos; impedimento de
farinhas e cristalizacdo de
farelos de arroz, sorvete.
trigo, centeio e
soja
Glicoamilase ! ! ! Sacarificacéo de
(amiloglicosidase mostos amilaceos parg
producao de éalcool,
bebidas alcodlicas e
xaropes de glicose.
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Lactase Aspergillus “ ! (vide lactase dA.
niger oryzag
Glicoamilase “ “ “ (vide enzima dé\.
oryzag
Glicose-oxidase “ “ ! Remocéao de glicose
ovo desidratado.
Remocéao de &de
enlatados. Andlise de
glicose em sangue e
urina.
Celulase “ Meios “ Processamento de
amilaceos: frutas e hortalicas.
farinhas e
farelos de arroz,
trigo, centeio e
soja, além de
polpas
Lipase “ Meios “ Processamento de
amilaceos: laticinios:
farinhas e aromatizacao.
farelos de arroz, Producéao de acidos
trigo, centeio e graxos. Detergentes
soja. enzimaticos.
Pectinase “ Meios “ Clarificacdo de sucos
amilaceos: de frutas. Corre¢éo de
farinhas e viscosidade de vinhas.
farelos de arroz,
trigo, centeio e
soja, além de
polpas de frutag
e hortalicas
Celulase Trichoderma | Meio contendo “ Producao de glicose de
reesei celulose e polpas celulésicas.
hemicelulose,
residuos
agricolas,
previamente
tratados

2.2.1 Caracterizacdo das enzimas

Uma das caracteristicas salientes das enzimasespaeificidade sobre o substrato. As

enzimas atacam um numero muito limitado de compopstmao tem qualquer efeito sobre

0s outros. As reacfes enzimaticas se processapnoadizdes brandas de temperatura e pH
(PARK, 1983).
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As propriedades adicionais das enzimas sédo aatigide baixa concentracdo, a rapidez
de acdo e a ndo toxicidade. Sdo empregadas entriadUgrmacéuticas, alimenticias,
téxteis, de couro, de papel e de minérios (PARI8319

As enzimas sdo essenciais para a vida. Elas eatatsdas as reacfes bioquimicas na
célula, que na auséncia dela se processariam rifamente que nao sustentariam a vida
(KREUZER, 2002). As enzimas apresentam como carfstitas:

a) diminuirem a energia de ativagéo, levando a altbocidades de reacao,

b) serem muito especificas,

c) serem sintetizadas pelas proprias células cidena

d) ter concentragéo celular variavel, de acordo asmondic¢es fisioldgicas e

e) podem ter sua atividade modulada, permitind@juste fino do metabolismo ao meio
ambiente (BORZANI et al., 2001).

2.2.2 Estrutura das enzimas

Segundo Lehninger (1995), todas as enzimas saeipast A sua atividade catalitica
depende da integridade da sua conformacdo protdataa. A atividade catalitica
geralmente se perde caso uma enzima seja desratwadissociada em subunidades. A
atividade catalitica € sempre destruida quando @emzma é quebrada em seus
aminoacidos componentes. Assim, as estruturasigast@rimaria, secundaria, terciaria e
guaternéria das enzimas sdo essenciais para dcxel@ atividade catalitica.

As enzimas sao proteinas globulares e, como t@lpsoteinas, sdo heteropolimeros de
vinte diferentes aminoacidos; algumas incluem em estrutura um componente nao
protéico, designado grupo prostético. Com exceca@o pdolina, os aminoacidos
componentes das proteinas apresentam uma porcéaoncam atomo de carbono ligado a
uma carboxila, a um grupo amino e a um atomo dedéhio. O quarto substituinte do
carbono € uma cadeia, chamada grupo R, espec#fiaacpda aminoacido. As propriedades
particulares de cada aminoacido sdo dadas, porfagitogrupo R (BORZANI et al., 2001).

A estrutura protéica e, portanto, das enzimas, pseteclassificada em estrutura

primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.
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Na estrutura primaria, os aminoacidos estdo ligashesaos outros atraveés da ligagédo
peptidica, estabelecida entre o grupoarboxila de um aminoécido e o grup@mino do
aminoacido subsequente, formando uma longa caB®RZANI et al., 2001).

Na estrutura secundaria existem dois tipos difeeentle organizacdo regular,
encontradas nas enzimas. A cadeia peptidica podedeaentos organizados enmélice.
Essa estrutura é formada e estabilizada por palgelsidrogénio estabelecidas entre o
atomo de nitrogénio e o &tomo de oxigénio. Cadacéig peptidica oferece os elementos
para a formacéo da ponte de hidrogénio: um atonfodiegénio covalentemente ligado ao
nitrogénio e o oxigénio preso ao carbono por umpladligacdo. O segundo tipo de
estrutura secundaria encontrada nas proteinasnéadaafolha3-pregueada. Essa estrutura
é formada por um arranjo paralelo de dois ou nmegsnentos de cadeias peptidicas quase
totalmente distendidas e também € mantido por podée hidrogénio formadas pelos
mesmos elementos que constituem as pontes de @mdoodaa-hélice. Nesse caso, a ponte
de hidrogénio une dois segmentos distintos da aadeitéica, e situa-se em posicao
perpendicular ao eixo da cadeia polipeptidica (BARKet al., 2001).

A estrutura terciaria descreve a conformacédo tedisional que a molécula protéica
assume em solucéo, explicando o dobramento daacaéetidica com 0s enrolamentos,
dobras e voltas que a compdem e que a levam a amme fgeral globular. As ligagdes
guimicas que estabelecem e mantém a estrutura@rtarséo formadas sempre entre os
grupos R dos aminoacidos, que variam em numero @a=igdo para cada enzima e a
organizacdo espacial também varia para cada enBara. entender o enovelamento da
cadeia protéica, em primeiro lugar, os grupos Ratomoéacidos podem ser divididos em
dois tipos. Cerca de metade deles sdo apolare®sffiitos) e os outros sdo polares. Entre
estes, alguns apresentam carga elétrica liquidatif@ou negativa) e os restantes, embora
nao tenham carga elétrica, sao polares por apegsenfides do grupo R mais negativas e
regides mais positivas. Como a agua é um solvenlts, s grupos R apolares tendem
sempre a aproximar-se uns dos outros (de formackiex agua) e, no seu conjunto,
situarem-se voltados para o interior da molécutguanto os grupos polares voltam-se
para a superficie. Essa localizacdo diferencial gtapos R, provocada pelaseractes

hidrofébicas constitui uma forca poderosa de dobramento dai@apolipeptidica. E
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importante ressaltar que a forma espacial da enziesponsavel pela sua funcédo, e
resultado indireto de sua estrutura priméaria (BORE&t al., 2001).

Uma mutacao que levasse a troca de um unico aniiiwoda longa cadeia polipeptidica
de uma enzima poderia acarretar sua completa agditiv(BORZANI et al., 2001).

Na estrutura quaterndria a organizacdo present@roésinas compostas por mais de
uma cadeia polipeptidica e descrevem quantos & quamémeros compdem a molécula e
como estes mondmeros estao associados. As forgasngntém unidos os mondmeros
componentes de enzimas com estrutura quaternériasséesmas que mantém a estrutura
terciaria, ou seja, interacbes hidrofébicas, pordes hidrogénio e ligacdes salinas,
formadas, entretanto, entre grupos R de aminoageddsncentes a cadeias polipeptidicas
diferentes (BORZANI et al., 2001).

Os termos polipeptidicos e proteina ndo sédo siminfPolipeptidio é a cadeia
constituida pelos aminoacidos ligados por ligagigs#idicas; tem, portanto, uma acepc¢ao
estrutural. A palavra proteina esta associada afungdo. Muitas enzimas séo constituidas
por uma Unica cadeia polipeptidica, organizada césipaente e, por terem uma funcéo,
sdo, consideradas proteinas. Outras enzimas sé&wmdas por duas ou mais cadeias
polipeptidicas, iguais ou diferentes, que isoladdmedo tem capacidade catalitica; nestes

casos, o termo proteina s6 pode ser aplicado gontorfuncional, e ndo as subunidades.

2.2.3 Acao catalitica

A partir da estrutura protéica pode-se entendehoneh propriedade catalitica das
enzimas. O primeiro ponto a considerar é a graffdeedca de tamanho entre a enzima e
seus substratos. Os reagentes (aqui chamados steatod) devem ligar-se a molécula da
enzima em uma regido especifica de sua supertitéenadasitio ativa O sitio ativo é uma
cavidade com forma definida, aberta na superfidentlécula globular da enzima,
constituida por grupos R de aminoacidos que podstar alistanciados na estrutura
primaria da proteina, mas que os dobramentos datwest tercidaria trouxeram a
proximidade uns dos outros. E esta forma definiga sitio ativo que confere a

especificidade a catalise enzimatica: para semtemmda como substrato uma molécula
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deve ter a forma adequada para acomodar-se n@t¥ioe 0Ss grupos quimicos capazes de
estabelecer ligacdes com os grupos R ali pres@B@RZANI et al., 2001).

A caracteristica distintiva de uma reagao catadisatzimaticamente € que ela ocorre no
inteiro dos limites de uma cavidade, ou fenda, steuira molecular da enzima chamada
sitio ativo. A molécula que se liga ao sitio atevgue sofre a acdo da enzima € chamada de
substrato. O complexo enzima — substrato tem pagdtal na reacdo enzimatica, ele é o
ponto de partida para os tratamentos matematicesigfinem o comportamento cinético
das reacdes catalisadas enzimaticamente e parasescdes tedricas dos mecanismos
enzimaticos (LEHNINGER, 1995).

A enzima pode empregar maneiras adicionais deismdhra ajudar no rompimento e
na formacdo de ligacbes, utilizando grupos cataBti funcionais apropriadamente
posicionados. Entre os mecanismos melhor caraatlrizestdo a catalise acido base geral
e a catélise covalente (LEHNINGER, 1995).

A catdlise acido base geral em muitas reac6ewiniogas envolvem a formacao de
intermediarios carregados instaveis que tendemransger rapidamente em suas espécies
reagentes constituintes, falhando, assim, em cdanpke reacdo. Esses intermediarios
carregados frequentemente podem ser estabilizagogpdr consequiéncia, a reacao
catalisada) pela transferéncia (retirada ou adigho)protons do substrato, ou de um
intermediario, formando uma espécie que se rompegradutos mais rapidamente do que
o faz para regenerar os reagentes. A transfer&wciprotons pode envolver apenas 0s
constituintes da agua, ou pode envolver outros aleade receptores fracos de protons
(LEHNINGER, 1995).

A catalise covalente envolve a formacdo de umacéig covalente transitoria entre a
enzima e o substrato. A ligacdo covalente formantiee @ enzima e o substrato pode ativar
0 substrato para uma reacao subsequente em uma falrque é usualmente especifica
para o grupo ou coenzima envolvido (LEHNINGER, 1995

A relacdo espacial entre substrato e enzima néie der vista segundo um modelo
rigido de chave-fechadura. A aproximacdo e a ligagd substrato a enzima altera o
delicado balanco de forcas responsaveis pela nagéideda estrutura tridimensional da
enzima, amoldando sua forma a forma do substrafazendo-a adquirir uma nova

conformacgédo, ideal para a catalise. Assim como zime; 0s substratos tem sua
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conformagéo tencionada e distorcida, aproximamdals conformacdo do estado de
transicdo. Além disso, o substrato, corretameasicipnado no sitio ativo, esta proximo
de grupos R decisivos para a catalise (BORZANI.e2@01).

A funcdo de um catalisador € aumentar a velocidiedama reacédo. Os catalisadores
nao afetam o equilibrio da reacdo (LEHNINGER, 1995)

A velocidade de uma reacdo quimica pode tambénacsderada pela adicdo de um
catalisador. Os catalisadores se combinam trarasitente com os reagentes para produzir
um estado de transicdo que apresenta uma energi@dvdedo menor do que o estado de
transicdo da reacdo nado catalisada, assim, eleyauneas reacdes quimicas pela reducdo
da energia de ativacdo da reacdo. Quando os psodigoreacdo se formam, os
catalisadores livres se regeneram (LEHNINGER, 1976)

A velocidade de uma reacao reflete sua energiatidacdo; uma energia de ativacao
alta corresponde a uma reacao lenta. A velocidaderehcOes pode ser aumentada pela
elevacdo da temperatura, pois desta forma aumentanero de moléculas com energia
suficiente para vencer esta barreira energéticeermdtivamente, a energia de ativagéo
pode ser diminuida pela adicdo de um catalisad®catalisadores aumentam a velocidade
das reacg0Oes pela diminuicdo das energias de ativA@nzima ndo € gasta no processo e o
ponto de equilibrio ndo é afetado (LEHNINGER, 1995)

2.2.4 Especificidade

A especificidade de acdo € um dos atributos ma#éves das enzimas, de modo que
somente certos substratos sofrem sua acdo e umtzme tipo de reacdo ocorre, sem
reacOes colaterais ou produtos derivados. Se rese fa especificidade das enzimas, as
células brevemente estariam inundadas com reaoissrais e produtos derivados. Outro
atributo notavel das enzimas € sua enorme capacicadlitica. Ainda que as enzimas
sejam proteinas, sendo, portanto, moléculas ratatwte frageis, elas realizam acodes
cataliticas extraordinarias em solugdes aquosasiddg, nos pHs bioldgicos e a
temperaturas moderadas, em contraste marcante soondicdes relativamente extremas
gue sdo, muitas vezes, necessarias para aceleraa@®®s quimicas no laboratério de
quimica orgéanica (LEHNINGER, 1976).
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A mesma enzima de ligacdo que fornece a energeageatalise é também quem faz a
enzima especifica. Especificidade é a habilidadeenzima de discriminar entre dois
substratos competidores. A energia total derivadainderacdo enzima — substrato é
chamada de energia de ligacdo. O seu significagods-se além da simples estabilizacado
do complexo enzima — substrato. A energia de ligagd& maior fonte de energia livre
usada pelas enzimas para baixar a energia de&tidas reacbes (LEHNINGER, 1995).

2.2.5 Influéncia do meio sobre a atividade enzimatica

Segundo Borzani et al. (2001), a estrutura e adatmsitio ativo sdo uma decorréncia
da estrutura tridimensional da enzima e podem fe¢gmdas por quaisquer agentes capazes
de provocar mudancas conformacionais na estrutuéiga. Isso torna a atividade
enzimatica dependente do meio ambiente, notadardengkl e temperatura.

A maioria das enzimas apresenta um valor de pHigafsatico em que sua atividade é
maxima; acima ou abaixo desse pH, a atividadedser® pH 6timo de uma enzima néo é
necessariamente idéntico ao pH de seu meio intlacelormal, que pode estar situado na
parte ascendente ou descendente de seu perfiivetlade em funcdo do pH. Isso sugere
gue a inter — relacdo pH — atividade enziméticeesmat um fator de controle intracelular da
atividade da enzima. A regido do pH na qual ocameudanca de atividade pode fornecer
uma pista para sabermos qual aminoacido esta edool@s efeitos do pH precisam ser
interpretados com um pouco de cautela (LEHNINGERS).

Em resumo, a influéncia do pH sobre a catalisématica € exercida sobre os grupos
dissociaveis de varios aminoacidos. Alguns dessgsg podem fazer parte do sitio ativo
ou serem importantes na manutencdo da estrutueziaspa molécula. A cada valor de
pH, alguns desses grupos apresentam-se protonadodegprotonados. Existe uma
concentracdo hidrogenidnica que propicia um det@du arranjo de grupos protonados e
desprotonados, que leva a molécula de enzima arcoafdo ideal para exercer seu papel
catalitico. Esse pH 6timo depende, portanto, doandre do tipo de grupos ionizaveis que
uma enzima apresenta, ou seja, depende de sumesptimaria. Por outro lado, quando o
substrato contém grupos ionizaveis, as variacogsidambéem poderéo afetar sua carga. A
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eficiéncia da catalise dependera entdo, de encemtrse, enzimas e substrato com
conformacéo e carga adequadas para permitir sra¢db (BORZANI et al., 2001).

A velocidade das reacdes catalisadas por enzimaerdgamgeralmente com a
temperatura, dentro de certa faixa de temperatargual a enzima é estavel e mantém
atividade integral. A velocidade da maioria dasc@ea enzimaticas se duplica
aproximadamente para cada elevacdo de 10°C em raom@e As enzimas, sendo
proteinas, sdo desnaturadas pelo calor e se taraivas a medida que a temperatura é
elevada além de certo ponto. O “6timo” aparenteedgeratura €, assim, resultante de dois
processos: (1) o aumento normal na velocidade algfioecom a temperatura e (2) o valor
crescente de desnaturacdo térmica da enzima aeimma temperatura critica. Ainda que
muitas enzimas sejam inativadas em temperaturasaade 55 a 60°C, algumas séao
bastante estaveis e mantém a atividade em temperatmuito mais elevadas
(LEHNINGER, 1976).

A influéncia da temperatura sobre a cinética dgaeanzimatica deve ser entendida
em duas fases distintas: em principio, aumentotehperaturas levam a aumentos de
velocidades de reacdo, por aumentar a energiaiceingas moléculas componentes do
sistema, aumentando a probabilidade de choquegosfeintre elas. Este efeito € observado
em um intervalo de temperatura compativel com auteagdo da estrutura espacial da
enzima. Temperaturas mais altas levam a desnatudac@&nzima, ou seja, a perda de sua
estrutura nativa catalitica, por alterarem as bgacquimicas que mantém sua estrutura
tridimensional. Rompidas as pontes de hidrogénie, $fio ligacbes bastante termolébeis,
desencadeia-se uma cascata de alteracdes essutiersando a enzima a uma nova
conformagéo ou a um estado sem estrutura defiaidazima é dita, entdo, desnaturada. A
temperatura que provoca desnaturacdo naturalmeati para cada enzima, mas
geralmente, esta pouco acima de sua temperatumsa.O#h desnaturacdo protéica é
entendida como a perda da estrutura que propicdiangdo da proteina. Os agentes
desnaturantes preservam apenas as ligacdes cegalimtestrutura protéica, ou seja, as
ligacdes peptidicas (da estrutura primaria) e agesodissulfeto (da estrutura terciaria).
N&o s6 temperaturas elevadas levam a desnatui@géras variaveis do meio que afetam
as ligagbes quimicas tém o mesmo efeito. Assingrealextremos de pH, provocando
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protonacdo ou desprotonacdo de grupos, ocasionpenda da atividade da enzima. Na

maior parte dos casos, a desnaturacao é um praocessrsivel (BORZANI et al., 2001).

2.2.6 Co-fatores e coenzimas

Algumas enzimas dependem, para exercer sua atgjidsmmente de sua propria
estrutura como proteina, enquanto outras requergrnédm um ou mais componentes ndo —
protéicos chamados co-fatores. Os co-fatores séngente estaveis ao calor, enquanto
gue muitas proteinas enzimaticas perdem sua alwigelo aguecimento. Quando o cofator
€ removido a proteina remanescente, que é elaigraataliticamente inativa recebe o
nome de apoenzima (LEHNINGER, 1976).

O cofator pode ser um ou mais fons organicosctai® F&*, Mg?*, Mn** ou, Zrf*, ou
uma molécula organica complexa (metalorganica) eldam neste caso, de coenzima.
Algumas enzimas requerem ambos, uma coenzima ewmads ions metdlicos, para
exibirem sua atividade. Uma coenzima (ou ion nedfljue esta covalentemente ligada a
parte protéica da enzima é chamada de grupo poostddma enzima completa,
cataliticamente ativa unida a sua coenzima e /os fmoetalicos € chamada de holoenzima.
A parte exclusivamente protéica desta enzima é atlarde apoenzima ou apoproteina. As
coenzimas funcionam como transportadoras trars#tae grupos funcionais especificos
(LEHNINGER, 1995).

Os ions metélicos ligam-se a grupos R de aminofaildo cadeia protéica ou estdo
presentes em grupos prostéticos. Cumprem papekidecna catalise, participando
efetivamente da reacdo quimica. Algumas enzimataactgarios ions metalicos bivalentes
como ativadores, como €aMg?* ou Mrf*, enquanto outras exigem um fon especifico
para a catalise. Esse ion pode ser de Fe, Cu0NZI¢; Se ou de outros metais (BORZANI
et al., 2001).

As enzimas que requerem ions metélicos sdo alguwezes denominadas
metaloenzimas. Em algumas metaloenzimas, o compwn@stalico sozinho ja possui uma
atividade catalitica primitiva, que € grandemententuada pela proteinas enzimatica
(LEHNINGER, 1976).
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As coenzimas funcionam usualmente como transpagadatermediarios dos grupos
funcionais, de atomos especificos, ou de elétrapss§o transferidos na reacdo enzimatica
global. Quando a coenzima esta firmemente ligatalécula enzimatica, ela € geralmente
denominada grupo prostético (LEHNINGER, 1976).

As coenzimas atuam como aceptores de atomos qogyfuincionais retirados do
substrato em uma dada reagdo e como doadores desgB®S grupos ao participarem de
uma outra reacdo e, por isto, diz-se que as coaszgfo transportadas de determinados
grupos (Quadro 2). Durante a catalise, coenzimabstiato acham-se alojados no centro
ativo da enzima, consistindo a reacdo na remocadetierminado grupo quimico do
substrato e sua transferéncia para a coenzima eeveisa. Vé-se, portanto, que as
coenzimas nao apenas sofrem modificacdes em swduestao participar de uma reagao
enzimatica, mas sao necessarias em quantidadgsiiestétricas em relacdo ao substrato.
Todavia, o fato de as coenzimas estarem sendoacwastente recicladas, oscilando entre
apenas duas formas, permite que suas concentragbglsres possam ser bastante
reduzidas, muito menores do que as concentractasdato (BORZANI et al., 2001).

Quadro 2: Coenzimas e grupos aos quais se ligardesligam em diferentes reacoes.
(BORZANI et al., 2001).

Coenzima Grupo transportado
Adenosina trifosfato (ATP) Fosfato
Biotina CQ
Coenzima A Acila
Flavina adenina dinucleotideo (FAD) Hidrogénio
Tetraidrofolato Carbono
Nicotinamida adenina dinucleotideo Hidreto
(NAD)
Tiamina pirofosfato (TPP) Aldeido

A reacdo que modifica a coenzima e a reagdo quaurassua forma original é
catalisada por enzimas diferentes e especificas,tggm em comum apenas o fato de

utilizarem a mesma coenzima. Além disso, na ma#tepdas reacdes, a ligacdo da
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coenzima a enzima precede a ligacdo do substraozéna. A estrutura quimica das
coenzimas é bastante varidvel. Algumas coenzimaso ATP e o GTP (guanosina
trifosfato), sdo integralmente sintetizadas peédslas. Outras apresentam em sua molécula
um componente organico que ndo pode ser sintetipattts animais superiores. Esse
componente, ou um precursor imediato deve entdobdiglo através da dieta, constituindo
uma vitamina (BORZANI et al., 2001).

2.2.7 Cinética das reacdes catalisadas por enzimas

Os principios gerais da cinética das reacdes gasde aplicam as reacdes catalisadas
por enzimas, porém eles mostram também um aspestotal que ndo se observa
usualmente em reacdes ndo — enziméaticas, a saiucagd o substrato (LEHNINGER,
1976).

Segundo Lehninger (1976), em 1913, uma teoria geralcdo enzimatica e cinética foi
desenvolvida por L Michaelis e M. L. Menten, querfais tarde ampliada por G.E. Briggs
e J.B.S. Haldane. Essa teoria, que é fundamental gp@analise quantitativa de todos os
aspectos da cinética enzimatica e inibicdo, € malbeenvolvida para o caso simples de
uma reacao na qual existe somente um substragoriatde Michaelis — Menten considera
gue a enzima E se combina primeiramente com o retbs$ para formar o complexo
enzima — substrato ES; este se rompe, e entdomensegunda etapa para formar a enzima
livre e o produto P:

E+S>ES
ES— E + P.

Essas reacdes séo consideradas reversiveis; @aanteasle velocidade para as dire¢cdes
da esquerda para a direita e da direita para &ektém, respectivamente, uma indicacéo
positiva e uma negativa (LEHNINGER, 1976).

2.3 Lipidios

Os lipidios sdo compostos organicos soluveis emest®s ndo polares como o

benzeno, cloroformio, e éter, e sdo praticamerdelineis em agua. Consequentemente,
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estas moléculas sdo diversas em suas estrutunascgsiie suas funcdes bioldgicas. Os
lipidios também podem apresentar-se como conjugadostras macromoléculas como
proteinas, polissarideos, formando lipoproteindgpassacarideos. (BAILEY e OLLIS,
1986).

Os lipidios constituem uma grande parte da biomdasBerra e as enzimas lipoliticas
atuam na modificacdo destes componentes insoléuweidgua. Muitas enzimas processam
diferentes substratos especificos j4 sabidos, ahmugpenas comparativamente poucas
enzimas tém estado isoladas em uma forma puraswlizadas, e poucas tem sido
conhecidas sobre a sua estrutura e fungéo (JUNIZ) .20

Segundo Lehninger (1976), os lipidios possuem sdunacdes bioldgicas importantes,
servindo como:

a) como componentes estruturais de membranas,

b) como formas de armazenamento e transporte deustivel metabdlico,

c) como uma pelicula protetora sobre a superfigimditos organismos e

d) como componentes da superficie celular incunsbato reconhecimento de células, da

especificidade de espécies e da imunidade dotecid

2.4 Lipases

2.4.1 Definicao

As lipases sdo um grupo versatil de biocataliza&al@ea sua funcdo natural é de
hidrolisar os triglicerideos para glicerideos edésigraxos durante a digestdo. Elas séo
ativas em faixa ampla de pH e temperatura e a raat@s lipases mostram atividade
maxima em pH 7 — 9 e temperatura de 30°C — 40°GUBOHEUER, 2002; CASTRO et
al. 2004; JUNG, 2002; CARVALHO, 2005).

As lipases (triacilglicerol de acil hidrolases, BQ.1.3) catalisam a hidrolise e a sintese
dos ésteres formados do glicerol e dos acidos grd&ccadeia longa. As lipases ocorrem
amplamente na natureza, mas somente as lipase®bmais sdo comercialmente

significativas. As muitas aplicacfes das lipasetuam sinteses organicas, hidrolise das
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gorduras e dos Oleos, modificacdo das gorduraferel sabor no processamento de
alimentos, definicdo de misturas racémicas e asitisimicas (SHARMA et al. 2005).

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.Q.3.3) compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam na interface orgaaguosa, catalisando a hidrolise de
ligacdes éster-carboxilicas, presentes em acitgiee podendo a reagdo inversa (sintese)
ocorrer em ambientes com baixa atividade de 4ghXESIA et al., 2003 apud MENDES,
2003). As lipases podem ser classificadas como-egpecificas e ndo especificas, ambas
de grande interesse para o tratamento de eflueatesalto teor de lipideos (SAXENA et
al.,2003 apud MENDES, 2003). As lipases espedifibédrolisam acidos graxos
especificos, como é o caso das lipases de fonteahmjue hidrolisam &cidos graxos na
posicdo 1,3 (BENZONANA e DESNUELLE, 1965 apud MENRE2003). Esse tipo de
tratamento apresenta algumas vantagens tais casspegificidade que permite controlar
os produtos, o que leva a um aumento dos rendisgra ndo-geracdo de subprodutos
toxicos, condicdes moderadas de operacao, reduz@nsio em termos de energia e de
equipamentos tornando este processo atrativo pobto de vista ambiental (MASSE et al.
2001 aput MENDES, 2003).

As lipases catalisam uma série de diferentes reagdém de quebrar as ligacdes de
éster de triacilglicer6is com o consumo de molécdia agua (hidrélise). Elas sdo também
capazes de catalisar a reagcdo reversa sob condigdemquosas, como por exemplo, a
formacédo de ligagOes éster, a partir de um alc@alido carboxilico. Lipases de diferentes
fontes sé@o capazes de catalisar a mesma reacaoseepassam diferir no desempenho sob
as mesmas condi¢des reacionais (CASTRO et al. 2004)

A enzima pode ser especifica com relacdo a molémiti ou alcodlica do substrato.
As lipases séo divididas em 3 grupos baseados amspecificidade.

a) Lipases nao especificas que quebram a moléculasildgécerol na posicao randémica,
produzindo &cidos graxos livres, glicerol, monggiérdois como intermediarios. Neste
caso, 0s produtos sao similares aqueles produpimosatalise quimica, porém com menor
grau de termodegradacéo, devido a temperaturaonatélise ser bem inferior.

b) Lipases 1,3 especificas liberam &cidos graxsspdaicdoes 1 e 3 e formam, por essa
razdo, produtos com composicdes diferentes daqueldilas pelas lipases néao

regiosseletivas ou mesmo pelo catalisador quimico.
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c) Lipases &cido graxo especificas séo lipasesag@o especifica na hidrolise de ésteres,
cujos acidos graxos séo de cadeia longa insate@daluplas ligagbes, em cis no carbono
9 (CASTRO et al. (2004)).

As lipases microbianas sdo mais utilizadas do quesgetais e, na sua grande maioria,
nao sado nocivas a saude humana, sendo reconhegidas'Generally Recognized as Save
— GRAS”. Do ponto de vista industrial, os fungo® s&pecialmente valorizados como
produtores de enzimas, o que facilita sua recuperdg meio de fermentacédo. Os trabalhos
relatados em literatura sobre lipases fungicas s@merosos, sendo que 0S mais
extensivamente estudados sdo os fun@eotrichum candidum, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Rhizopus delemar e Penicillayelopium  As lipases tém sido
utilizadas em industrias de alimentos (desenvolatméee aromas e maturacdo de queijos),
de detergentes, 6leo quimicas (hidrélise de Olegsréduras, sintese de biosurfactantes) e
para tratamento de residuos oleosos provindos déstimiea do couro e de papel
(CARVALHO, 2005).

As lipases hidrolisam os triglicerideos em di ounoglicerois e acidos graxos. Sao
geralmente enzimas extracelulares. Os fungos proeRide lipases incluedspergillus
Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichuenas levedura$orulopsise Candida Entre as
bactérias produtoras de lipase se encontradPseudomonas Achromobacter e
Staphylococcus Destes organismos se utilizam comercialmeAspergillus Mucor,
Rhizopusge Candidaaunstrup (CRUEGER, 1993).

As lipases séo sintetizadas na presenca de indusmedo estes o farelo de trigo, farelo
de arroz, dextrinas, bagaco da cana-de-acucarc@eda coco e Oleo de olivas lipases
podem ser produzidas por meio solido ou por feraggt submersa (UL-HAQ, 2001).

Segundo Gupta (2003), lipases sado um importantepogrude enzimas
biotecnologicamente relevante e elas encontram dasenaplicacdes em indudstrias
alimenticias, laticinios, detergentes e farmacéstitipases bacterianas sdo na maioria das

vezes extracelular e sdo produzidas por fermentagdmersa.
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2.4.2 Aplicagéo

O interesse industrial por tecnologias enzimatieasnentaram gradativamente,
principalmente, nas éareas de engenharia de prete@n@nzimologia em meios nao
convencionais, as quais ampliaram consideravelneeptegencial de aplicacédo das enzimas
como catalisadores em processos industriais. Betprocessos de maior interesse estao as
reacdes de hidrdlise, sintese e interesterificdedpidios por meio das lipases. As razdes
do enorme potencial biotecnologico dessas enzimakiem fatos relacionados com
(CASTRO et al. (2004):

a) sua alta estabilidade em solventes organicos;

b) ndo requerem a presenca de co-fatores;

c) possuem uma larga especificidade pelo substrato
d) exibem uma alta enantiosseletividade.

Atualmente, as aplicacdes industriais das lipas&econcentradas nas industrias de
detergentes. Novas aplicacdes vém se estabeleoesdmais diversos campos, tais como
indUstrias farmacéuticas, quimicas finas, cosngticdeoquimica, couros, polpa de
celulose e papel e no tratamento de residuos maigstAs lipases vém conquistando uma
faixa crescente do mercado de enzimas indust@ASTRO et al. 2004).

Os beneficios particulares oferecidos por enzinés & especificidade, as suaves
condicdes e a reducdo do desperdicio. Isto podpossivel pela escolha da enzima certa
para controlar quais os produtos sédo produzidosGIL2002).

As enzimas lipoliticas estdo atraindo uma enorreacdio por causa do seu potencial
biotecnologico. Elas constituem o mais importantepg de biocatalizadores para
aplica¢cbes bioquimicas. O alto nivel de produgdbpmhse por microrganismos requer nao
somente a super expressao dos genes correspondeaiedambém um entendimento
detalhado dos mecanismos moleculares governandalsbeas e secrecdo (JUNG, 2002).

O uso de enzimas em biocatalise ambiental vem aoné&o da forte tendéncia dos
governos atuais de intensificar as restricbes aig ambiental. No caso brasileiro, 0
controle ambiental € ainda mais relevante a praséosdos ecossistemas que, em funcao
da sua extensdo e biodiversidade, constituem uwo @t valor incalculavel, além de

garantir a representatividade nacional no cenaundial (MENDES, 2005).
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As lipases microbianas constituem um important@@me enzimas valiosas, devido a
versatilidade de suas propriedades e a facil péamam massa. As lipases microbianas sao
amplamente diversificadas em suas propriedadematizas e especificidade do substrato,
0 que as torna muito atrativas para a aplicacassindl (HASAN, 2006).

A extraordinéaria diversidade microbiana e a impuri& dos fungos como produtores de
enzimas, justifica a busca de novos biocatalisad@@m caracteristicas especiais e
passiveis de aplicacdo em biocatalise (CARVALHM3)0

As lipases apresentam uma importancia particulalo pfato de hidrolisarem
especificamente os 6leos e graxas, e isto podelesggrande interesse para diferentes
finalidades industriais, entre elas o tratamentcefi@gentes industriais com alto teor de
gordura, como é o caso dos efluentes gerados eainias. Quanto ao processo de
obtencéo das lipases, existem dois processos dvgi®m® em uso na producdo comercial
de enzimas, que sédo a fermentacdo submersa e enfago em meio solido (LEAL, 19
).

As lipases podem ser utilizadas diretamente na dobmuta (caldo fermentado) ou
isoladas para promover um pré-tratamento do efuenttes da digestdo anaerdbia.
Entretanto, estudos tém sido realizados para earifa possibilidade de cultivo de
microrganismos produtores de lipases do géRerucilliumem associacdo com a digestao
do efluente de extracdo de azeite de oliva (MENDIES5).

As lipases sdo extensivamente usadas na indugriatidinios para a hidrélise da
gordura do leite (HASAN, 2006).

As lipases sao utilizadas em lodo ativado e outaxgsso de tratamento de aguas
residuarias aerobicos, nos uma fina camada de igodtye ser continuamente removida
da superficie dos tanques aerados para permitinggdorte de oxigénio. A escuma rica em
gordura é digerida com lipases (GANDHI, 1997).

Segundo Mendes (2005) e CASTRO et al. (2004), @mrtranto de efluentes com
enzimas apresenta algumas vantagens, tais conpeeaifesdade que permite controlar os
produtos, o que leva a um aumento dos rendimeretss o geracdo de subprodutos
toxicos, condicdes moderadas de operacao, redug@nsio em termos de energia e de
equipamentos, simplicidade e facilidade no contdueprocesso; ndo ha necessidade de

aclimatacdo de biomassa; ndo ha efeitos de chagueapga de poluentes, aplicacdo em
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processos com baixa ou alta concentracdo de pehkjareracdo em amplas faixas de pH,
temperatura e salinidade, tornando este processtivatsob o ponto de vista ambiental.
Para viabilizar economicamente este tipo de tratémmalguns pontos de natureza técnica
devem ser considerados. E necessario conhecer @thede os processos industriais
responsaveis pela producédo dos efluentes: suas;das ao longo do tempo, 0s insumos
empregados, o regime de descarga dos efluentespaedimento para limpeza das
instalagbes, sua freqiéncia e produtos utilizadms @sse fim. Todos esses detalhes
operacionais podem influenciar na qualidade dageafes. E necessario também fazer uso
de preparacdes enzimaticas ativas e otimizar adigfies adequadas de hidrdlise.

A aplicacdo de lipases tem sido também preconizeladegradacdo bioldgica e
remocao de carga lipolitica tornado o substrate rfi@@ilmente biodegradavel nos efluentes
industriais gerados em frigorificos, abatedourasicinios e industrias de alimentos em
geral. Essas industrias produzem um elevado tearesigluos liquidos e sélidos, com
odores desagradaveis, que prejudicam intrinseg#riaseecamente as unidades industriais.
Além disso, esses residuos contem elevados teerderdanda bioquimica e quimica de
oxigénio (DBO e DQO), tendo em vista que o conteut#o gorduras aumenta a
concentracdo de matéria organica. Neste contextmegsos alternativos que visam a
recuperacao ou diminuicdo da carga de gordurafiudntes sdo de extremo interesse para
a industria. Um tratamento preliminar desses etagepor meio da a¢éo das lipases reduz o
teor de lipideos, o didmetro das particulas dewgasdem até 60% e o tempo de residéncia
do efluente nas lagoas de estabilizacdo (CASTRA 2004).

O elevado potencial de aplicacdo das lipases #igadb pela sua capacidade de
utilizacdo de uma ampla gama de substratos, sabilettde frente a temperatura, pH e
solventes orgéanicos, e sua regio e enantioselateiFERNANDES et al2004).

A Tabela 1 sintetiza as principais aplicacbes dpasés em diferentes tipos de
industrias de acordo com Castro & Anderson (1998 daldonado (2006).
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Tabela 1 — Aplicacdes industriais de lipases

Industria Aplicacdo
Laticinios Hidrdlise de gordura do leite
Panificagcéo Aumento do aroma e da vida de prateleira
Cervejaria Aceleracéo da fermentacdo em funcédo dos lipidios
Carne Desenvolvimento do aroma e remocao do excessordargo
Farmacéutica Digestéo de 0Oleos e gorduras em alimentos
Médica Determinacao de triglicerideos no sangue
Papel Tratamento de polpas de celulose
Tratamento de residuos Decomposicao e remocao de substancias oleosas

Fonte:Castro & Anderson (1995) apud Maldonado (2006).

2.4.3 Producao de lipases

Durante o inicio do século XX, houve um crescent&hecimento da enorme
capacidade dos microrganismos em realizar transiges quimicas. Logo, pesquisas
sobre as atividades quimicas dos microrganismo®iecaimica — comecaram a fornecer
varias informacdes. Parece ndo haver limites pardpos de substancias que podem ser
decompostas ou o tipo de novos compostos quimicmupidos pelos microrganismos
(PELCZAR, 1996).

Os fungos, os protozoarios, as algas, as bactressvirus estdo presentes nas aguas
residuarias. A eficiéncia do processo de tratameeimende das alteracdes bioquimicas
conduzidas pelos microrganismos. Muitos fungosotébias sintetizam e secretam enzimas
industrialmente Uteis no meio circundante (PELCZA®96).

As enzimas de interesse industrial, em especialipases, tém sido produzidas
tradicionalmente por fermentacdo submersa. Enteetanfermentacdo em estado sélido
pode ser uma alternativa muito interessante quaeddtiliza como meio de fermentacdo
um rejeito de baixo custo (GUTARRA, 2005).
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Segundo Sharma (2002), as lipases sdo produzidasnpios microrganismos e
principalmente por eucariotos. Muitas lipases Uutessnercialmente sdo de origem
microbiologica. Os microrganismos produtores dede incluem as bactérias, fungos,
leveduras e actinomicestos.

Os microrganismos produtores de lipase tem sidorgraddos em diversos habitats tais
como residuos industriais, industrias de processamée Oleo vegetal, laticinios, solo
contaminado com Oleos e sementes oleaginosas (&R A&f al., 1998 apud SHARMA,
2002), pilhas de adubos quimicos, extremidadesaddo e termas quentes (WANG et al.,
1995 apud SHARMA, (2002)).

Os processos de fermentacao, inclusive os de m®dilimenticios fermentados, sao
manifestacdo de reacfes enzimaticas. ApGs o conéetd da natureza das enzimas que
atuam nos processos fermentativos, foi naturakguarocurasse isola-las, pois seriam mais
faceis de manipular, permitiriam padronizar su&poia e agiriam mais especificamente,
do que os microrganismos intactos. Tais enzimasoinignas isoladas tém uma histéria de
uso em alimentos preparados comercialmente e emuge® alimenticios como, por
exemplo, o pédo (PARK, 1983).

O primeiro passo na fabricacdo de enzimas micnali@omerciais € a selecdo de um
microrganismo que, quando cresce em cultura puoaluga a enzima desejada em grande
guantidade. As linhagens especificas de microrgamssempregados na producdo de
enzimas eram originalmente obtidas por isolamenfardir de fontes naturais ou das
culturas mantidas em colecdes estabelecidas, ceme @arios laboratorios (PARK, 1983).

A Figura 1 apresenta o procedimento para a pradde&nzima microbiana
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Selecao de microrganismos

Incubacdo de microrganismos em tubo de ensaiomdmtggar inclinado

— T

Incubacéo submersa
Inoculacdo de microrganismos
em meio liquido para semente

Inoculacdo de semente no fermentador

contendo mesmo meio liquido e
incubacéao.

Apos incubacéo, centrifugacdo ou
filtracdo para separacéo de
materiais insoluveis

l

Precipitacdo da enzima por
solvente organico

Secagem da enzima

I

incubacao semi-solida
inoculagéo dgorganismos
em meio sendeplra semente

l

inoculde&®emente no meio semi-
sélido e ingéba

l

Apés incébacgentrifugacéo ou
filtracdo paparacao de materiais
insoluveis.

l

precipitacaerdama por
solvente organico

secagem da enzima

/

Padronizacao da atividade da enzima

Figura 1: Producdo de enzima microbiana (PARK, 1988aptado por Mirela Roveda.

Segundo Maldonado (2006), a obtencdo do in6culoné etapa de fundamental

importancia para se atingir bons niveis de ativedanlzimatica na fermentacdo e, também,

para garantir a reprodutibilidade dos resultadositifzacdo de fungos em fermentacdes

torna a tarefa de reproduzir os resultados maiseilf pois o fato de serem organismos
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pluricelulares faz com que padronizacéo do indseja mais complexa. E comum nestes
casos a utilizacdo da contagem de esporos em cateaewbauer para preparacdo do
indculo, no entanto, tal procedimento ndo garaatessariamente bons niveis de atividade
enzimatica na fermentacdo e nem uma boa reprodtlgithe dos resultados. Além da
guantidade de esporos utilizados e a quantidadm@ieilo, a composicdo do meio de
cultivo, pH e tempo de incubacéo sdo outros fatoredgo relevantes na obtencdo de um
in6culo capaz de levar a resultados satisfatérirepedutiveis no processo fermentativo.

Segundo Park (1983), cada linhagem de microrganjmmmaduz um grande numero de
enzimas, mas a quantidade absoluta e relativa dasvénzimas individuais produzidas
varia bastante de uma espécie para outra, e tambéelinhagens de uma mesma espécie.
Portanto, selecionam-se linhagens, para producaAeroial de enzimas especificas, que
tenham a capacidade de alta producao de enzimpdis® processo de selecdo consiste
na escolha de culturas originais para producamzian@, e na obtencdo de novas linhagens
de potencial mais alto. As culturas para selecéookdidas na natureza, particularmente
das fontes ricas em substrato, isto €, materiatjued a enzima desejada deve agir. A
selecédo inicial pode ser realizada por plagueamé@asoculturas em meio de agar sélido
contendo o substrato potencial. Essas linhagensc@ifivadas como culturas puras no
laboratdrio, e a selecédo posterior € baseada eaiosnda poténcia da enzima produzida.
Variando-se os constituintes do meio e as condig@&eproducdo, atinge-se o potencial
maximo produtor da enzima desejada.

O numero de enzimas produzidas por microrganisniogeamilhares, somente em
numero limitado tem-se atingido significado coma&iciQuando se deseja obter uma
enzima que efetue uma certa reacdo, deve-se p#acendre os microrganismos através de
métodos apropriados de selecdo. Frequentemente, estrigho taxondmica de
microrganismos encontrados em trabalhos espeaakzaomo oManual de Bergeyou
citacdes da literatura podem conduzir aos microsgass adequados. Novas linhagens,
isoladas de fontes naturais ricas em substancg&etueis a acdo da enzima também séo
ensaiadas por meio dos procedimentos de laborattaseritos, através dos quais se
determinam tanto a quantidade maxima de enzima amrprocedimentos adequados ao
isolamento da enzima do meio de cultura. Finalmessemétodos de isolamento e de
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fermentacdo devem sofrer ampliacdo de escala, stalagdo-piloto para uma escala
industrial (PARK, 1983).

Segundo Malajovich (2004), as enzimas microbianasesttam uma grande
versatilidade. Pode-se encontrar em diferentesnmg@s enzimas com propriedades
distintas, cumprindo uma funcdo semelhante. As icord 6timas de funcionamento
diferem em cada um desses microrganismos, senpecteamente 40°C, 37°C e 55-60°C
para a temperatura, e de 3,0-4,0; 7,2 e 6,6; papH.o Segundo as condi¢cdes do
bioprocesso, podera ser escolhida uma ou outra.

Segundo Park (1983), tém sido encontradas cultataantes de microrganismos com
uma capacidade de producdo comercial de enzimésswazes maior que a capacidade
das culturas originais. Frequentemente, os mutgm@iuzem menos enzimas e maior
guantidade de produtos metabdlicos indesejaveighaimas contaminantes. Isto dificulta
o isolamento da enzima desejada e sua purific&@simutantes séo obtidos submetendo-se
as culturas a agentes mutagénicos, tais como {tewvialeta, raios X, raios y ou agentes
qguimicos; sob tais condi¢cbes, a maioria das célulege. As sobreviventes sdo entdo
isoladas em substratos apropriados e, posterioenemmparadas com as linhagens
originais. Os microrganismos sdo cultivados pouldgédo de culturas puras em meios
estéreis, de pH e composicdo nutritiva adequadagjiredo-se incubacdo a temperatura
adequada, sob condi¢cdes aerdbias ou anaerdbianZmas comerciais sdo usualmente
derivadas de microrganismos aerobios.

Segundo Maldonado (2006), os reatores de mistwarafito empregados nos mais
diversos tipos de processos biotecnologicos. Vatiabalhos na literatura procuram
determinar as melhores condi¢bes de agitacdo edmepara operacdo destes reatores, bem
como influéncia de diferentes tipos de impulsores.

A otimizacdo do processo industrial contempla st@wa matéria-prima, o tipo de
fermentacdo (submersa ou em meio semi-solido) eongoles necessarios para o bom
desenvolvimento do processo, como, por exempld{ @ @ temperatura (MALAJOVICH
2004).

As lipases microbianas séo produzidas em sua rparte pela cultura submersa (ITO
et al., 2001 apud SHARMA, 2002). Muitos estudosfiorrealizados para definir a 6tima

cultura e as exigéncias nutritivas para a produd@dipase pela cultura submersa. A
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producédo de lipase € influenciada pelo tipo e aceoimacdo de fontes de carbono e de
nitrogénio, o pH da cultura, a temperatura do wojtie a concentragcdo de oxigénio
dissolvida (ELIBOL E OZER, 2001 apud SHARMA, 20025 fontes de carbono lipidica
parecem ser geralmente essenciais para obtenc@éiondendimento de lipase elevado;
entretanto, alguns autores produziram bons rendosema auséncia das gorduras e dos
Oleos.

Segundo Lima et al. (2001), a otimizacdo de um rdeicultivo é também, em geral,
um processo de progressivo aprimoramento. A infizgéde certos componentes do meio
na producdo da enzima-alvo pode ser muito sigtifeaeles devem conter fontes de
carbono e energia, fontes de nitrogénio, substameiaerais e fatores de crescimento.

Segundo Maldonado (2006), o estudo de meios indisstde fermentagdo para
obtencéo de produtos biotecnoldgicos tem sido dedgrimportancia nos udltimos anos. A
busca por composicdes que levem a uma maior proderg@imatica € um dos principais
objetivos dos estudos realizados. No entanto, sufstores ganharam importancia
significativa mais recentemente, como a necessidadebtencdo de composi¢cbes com
menor numero de componentes, obtencdo de atividedegmaticas maximas em
determinada condicdo, reaproveitamento de resideosoutros biomateriais e
principalmente, reducdo dos custos de producao.

A producéo de lipase pode ser induzida pela adigi@cido oléico como fonte de
carbono (LOTTI et al., 1998 apud SHARMA, 2002).

O uso de fontes ndo convencionais de carbono @yéitio vem crescendo nos ultimos
anos, como mostram muitos trabalhos. A 4gua de nagie de milho, hidrolisados
protéicos, residuos ricos em agucares, proteinasaberial oleoso estdo entre 0os que mais
frequentemente séo utilizados na producéo de bp@dsa&LDONADO, 2006).

Miranda et al.(1999) estudaram a produgcao de lipase PBenicillium citrinum
utilizando um residuo do refinamento de Oleo végaieno indutor na producdo. Foram
utilizados meio de cultura com 1,0% de 6leo deaoév0,75% de (NSO, e outro com
1,6% do residuo industrial e 0,75% de @8O, Os resultados obtidos foram
comparados, sendo a atividade maxima obtida cotilizagdo do 6leo de oliva de 2,63
U/mL e com o residuo industrial , de 5,79 U/mL. &aadliada ainda a influéncia da fonte de

nitrogénio e do pH inicial no meio utilizando oidks industrial. O sulfato de amonio na
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concentracdo de 0,75% mostrou-se como a melhoe fdatnitrogénio obtendo-se uma
atividade enziméatica de 6,74 U/mL, com 1,6% dedwesindustrial no meio. O pH inicial
do meio de 5,5 propiciou uma maior atividade enticaée 5,26 U/mL, utilizando meio
de cultura com 1,6% de residuo industrial e 0,78%N\H,),SO,.

Maldonadoet al. (2001) investigaram a producao de lipase Penicillium restrictum
utilizando diferentes indutores para producéo pask (6leo de oliva, de sojale milho).
Foi obtido a maxima atividade lipolitica de 23,07l utilizando-se mei@ontendo 3,0%
de peptona e 1,5% de Oleo de milho, apds 96 haraerthentacdo. Aermentacéo foi

realizada a 30° C, 160 rpm e pH inicial do mei® &e

2.5 Fungos

Os fungos foram considerados vegetais durante nteitgpo e, somente a partir de
1969, passaram a ser classificados em um reind& pganominadéungi (TRABULSI et
al., 2000). Os fungos apresentam um conjunto dectsisticas que permitem sua
diferenciacdo das plantas: ndo sintetizam clorofden qualquer pigmento fotossintético;
nao tém celulose na parede celular, exceto algumgos aquaticos, e ndo armazenam
amido como substéancia de reserva. A presenca dgéasgias quitinosas na parede da
maior parte das espécies flngicas e a capacidaderdeenar glicogénio os assemelham
as células animais (TRABULSI et al., 2000).

Os fungos como as algas e o0s protozoarios apreseataa organizagdo celular
eucaridtica, ou seja, 0 seu material genético est#tido no nucleo e separado do
citoplasma pela membrana nuclear (TRABULSI et241Q0). De acordo com Pelczar et al.
(1996), os fungos néo sintetizam o seu préprio ealiim, sendo classificados como seres
heterotroficos e mostram uma organizacéo celulds omanplexa com a presenca de varias
organelas. A dispersdo dos fungos na naturezata ger varias vias: animais, homem,
insetos, agua e, principalmente, pelo ar atmosfgaitavés dos ventos.

Os fungos sdo ubiquos, encontrando-se em veget@isanimais, no homem, em
detritos e em abundancia no solo, participandoaatente do ciclo dos elementos na

natureza. Eles sdo seres vivos eucarioticos, cen@vaduras, ou multinucleados, como os
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fungos filamentosos ou bolores e os cogumelos @singacroscépicos) (TRABULSI et al.,
2000).

2.5.1 Estrutura da célula fungica

As células fungicas séo eucaridticas. Os fungagrain-se de uma unica célula ou de
um fragmento da hifa e estas unidades apresentantuegs variadas, sendo que algumas
delas, mais especificamente a parede celular, sdgrahde auxilio na taxonomia destes
microrganismos (PELCZAR et al., 1996).

A parede celular dos fungos é uma estrutura rigita protege a célula de choques
osmoticos (possui até oito camadas e mede de 208 B60 nm), sendo composta, de
modo geral, por glucanas, mananas e, em menoridadet por quitina, proteinas e
lipidios. A membrana plasmatica atua como bars@raipermeavel, no transporte ativo e
passivo dos materiais, para dentro e para foraéhldac sendo constituida de uma porcgéo
hidrofobica e de uma porcéo hidrofilica. As membgadas células dos fungos tém em sua
composi¢do quimica esterdéis, que ndo sdo encostra® células bacterianas. O nucleo
contém o genoma fangico e esta agrupado em cromaosskineares, compostos de dupla
fita de DNA arrumados em hélice. Dentro do nlclecoatra-se o nucléolo, um corpusculo
esférico contendo DNA, RNA e proteinas. Este canplgsé o sitio de producdo do RNA
ribossomal. Os ribossomos séo sitios da sinteséigapcompostos por RNA e proteina e
ocorrem dentro do citoplasma da célula. Na mitodandcorre a fosforilagdo oxidativa,
sendo a mesma composta por membranas de fosfoBpi®iossui membrana interna
achatada (crista) e contém seu DNA e ribossomagsripsd O reticulo endoplasmatico é
uma membrana em forma de rede que se encontrébuidsr por toda célula fungica. O
complexo de Golgi € uma agregacdo interna de merabrague esta envolvida no
armazenamento de substancias que serdo desprgmddasélula fungica. Os vacuolos
estdo relacionados com o armazenamento de sulast@lecreserva para a célula, tais como
o glicogénio e lipidios (TRABULSI et al., 2000).
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2.5.2 Morfologia fungica

Segundo Trabulsi et al. (2000), os fungos podererdedver-se em meios de cultivo
especiais formando coldnias de dois tipos: levéahmies e filamentosas. As colbnias
leveduriformes sdo, de maneira geral, pastosas rmmosas, lisas e brilhantes
caracterizando o grupo das leveduras. As col6rilaméntosas, que caracterizam 0s
bolores, podem ser algodonosas, aveludadas ourpl@ntas, com os mais variados tipos
de pigmentacdo. Cada hifa tem em torno derba 10um de largura e € formada pela
reunido de muitas células. As paredes rigidas ifes $8dormadas de quitinas, celuloses e
glicanas. As hifas podem ser continuas (ndo-septagaenociticas) ou septadas, conforme
a Figura 2. Ao conjunto de hifas da-se o nome dglini O micélio que se desenvolve no
interior do substrato, como elemento de sustentagimabsorcdo de nutrientes, € chamado
de micélio vegetativo. O micélio que se projetasoperficie e cresce acima do meio de
cultivo € o micélio aéreo. Quando o micélio aéredliferencia para sustentar os corpos de
frutificac@o ou propégulos, constitui o micélio megutivo.

O modo de reproducdo dos fungos assume fundamémiabrtancia em sua
caracterizacdo morfologica, uma vez que diferetipess de reproducdo traduzem-se em
diferentes tipos morfoldgicos (TRABULSI et al., 200

Hirta nio septada Hifes septada

Figura 2 Estrutura de uma hifa ndo septada e denhifmaeptada.
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2.5.3 Crescimento e necessidades nutritivas

O crescimento dos fungos € mais lento que o ddsries; e suas culturas precisam, em
média, de sete a quinze dias ou mais de incubActanperatura de crescimento abrange
uma larga faixa, havendo espécies psicrofilas, files@ termdfilas. Os fungos podem ter
morfologia diferente em funcdo das condicbes notrais e da temperatura de seu
desenvolvimento. A maioria dos fungos tolera umalamariacdo na concentracéo de ions
de hidrogénio com pH 6timo em torno de 5,6 pasawdesenvolvimento. A pigmentacao
dos cultivos, muitas vezes, esta relacionada comd@substrato (TRABULSI et al., 2000).

No desenvolvimento vegetativo os fungos prefereabscuridade ou luz difusa e, no
desenvolvimento da parte reprodutiva, procuramzapira a sua formacao. A luz solar
direta, geralmente, é um fator fungicida devidoa@iactes ultravioletas (PELCZAR et al.,
1996).

Os organismos necessitam de uma variedade de etsmguimicos como nutrientes,
para crescerem. Estes elementos sdo necessatmpaaa a sintese como para as funcoes
normais dos componentes celulares (PELCZAR e1296).

Os fungos, devido a auséncia de clorofila, parauserem, necessitam de substancias
organicas que eles proprios sdo incapazes de afalsendo obrigados a viver em estado
de saprofitismo, parasitismo ou simbiose. A nutrica maioria dos fungos se da por
absorcéo, processo no qual enzimas adequadasigadiomacromoléculas, tornando-as
assimilaveis através de mecanismos de transpost@riAcipais enzimas encontradas nos
fungos séo: lipases, invertases, lactases, amilpseteinases etc. Ha fungos que tém a
capacidade de hidrolisar substancias organicas leaag como quitina, 0SS0, couro,
inclusive materiais plasticos. Os fungos, como $ods seres vivos, necessitam de agua
para o seu desenvolvimento (TRABULSI et al., 2000).

As substancias ou elementos retirados do ambienisados para construir novos
componentes sao chamados nutrientes. Os nutrigotiesn ser divididos em duas classes:
macronutrientes e micronutrientes. Ambos os ti@msisiprescindiveis, mas 0s primeiros
sdo necessarios em grandes quantidades por sereprinegpais constituintes dos
compostos organicos celulares. Os macronutrientdsem carbono, oxigénio, hidrogénio,

nitrogénio, fosforo e enxofre e totalizam cerca@@e% da composicéo celular. Os demais
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10 % sao constituidos pelos micronutrientes: pumassalcio, ferro e magnésio
(BARBOSA; TORRES, 1998).

2.5.4 Metabolismo

De acordo com Lehninger et al. (2000), o metabaistnuma atividade celular
altamente dirigida e coordenada na qual muitosemeis$ multienzimaticos cooperam para
realizar quatro funcdes basicas:

a) obter energia quimica quer a partir da energia salpturada, quer pela degradacédo de
nutrientes obtidos do meio ambiente e ricos emgesaer

b) converter as moléculas dos nutrientes, também elécoias caracteristicas da propria
célula, incluindo precursores macromoleculares;

c) polimerizar precursores monoméricos em proteinasgdod nucléicos, lipidios,
polissacarideos e outros compostos celulares;

d) sintetizar e degradar as biomoléculas necessandsredes celulares especializadas.

Segundo Pelczar et al. (1996), os fungos obtémgienatravés da degradacado, que
consiste na quebra de nutrientes ou substanciasagsi. Durante o catabolismo a energia é
liberada das moléculas nutrientes e € armazenadpotariamente em um sistema de
armazenamento de energia até sua utilizacdo. @nsistle armazenamento de energia
também serve como um sistema de transferénciaetgi@nquando ela é necessaria para a
sintese dos constituintes da célula. O cataboldasanoléculas nutrientes também fornece
as unidades bésicas a partir dos quais os constsuda celula podem ser sintetizados.
Ainda que os processos de degradacdo e sintese ep@stos, eles sdo interativos e
processados concomitantemente na célula microbfasamicrorganismos que obtém a
energia necessaria a partir de nutrientes orggnitmx@m primeiro decompor o nutriente
em compostos que possam ser utilizados para asideeATP. Isto é feito por uma série
de reacOes consecutivas, catalisadas por enzioagpogsistem no catabolismo.

A glicose, além de ser fonte de energia para @lmésmo, é um precursor capaz de
suprir uma gama de intermediarios metabdlicos goeos materiais primarios necessarios
para as reacOes biossintéticas. A partir da glicosemicrorganismos podem obter os

esqueletos carbbnicos para a sintese de aminoAcidokeotideos, coenzimas, acidos
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graxos e outros intermediarios metabodlicos necessfpara 0 seu crescimento e
multiplicacdo (LEHNINGER et al., 2000).

A via de degradacao da glicose € a glicolise, fdar@or duas fases, compostas por dez
etapas enzimaticas em que uma molécula de glicdsgrddada em uma série de reacdes
catalisadas por enzimas para liberar duas molédelagruvato (PELCZAR et al., 1996).

O piruvato formado pela glicdlise pode tomar tr@ss catabodlicas alternativas. Nos
organismos aerbbicos, segundo Lehninger et (2000lmo é o caso dos fungos
filamentosos de interesse neste projeto, a gled@mstitui apenas o primeiro estagio da
degradacao completa da glicose. O piruvato é orideaim perda do seu grupo carboxila
como CQ, para liberar o grupo acetila da acetil-coenzimaa/Ajual é entdo totalmente
oxidada a C@pelo ciclo do &cido citrico (oito etapas enzim&jceom finalidade de
potencializacdo de energia, através da transfer&teielétrons). Os elétrons originados
dessas oxidacdes sao passados para atr@vés de uma cadeia de transportadores na
mitocdndria, formando $#D. A energia liberada nas reacfes de transfer@cialétrons
permite a sintese de ATP nas mitocondrias (LEHNIR@Eal., 2000).

A segunda rota para o metabolismo do piruvatoséaareducéo a lactato através da
chamada via da fermentagcéo do &cido lactico, qogeduto da glicolise sob condigcbes
anaerdbicas nos microrganismos que realizam a fdag&o lactica. A terceira rota
principal do metabolismo do piruvato leva ao etaBwh certosmicrorganismos, como a
levedura da fabricacdo da cerveja, o piruvato &eido anaerobicamente em etanol e

CO,, um processo chamado de fermentacéo alcoolicaNLIEBER et al., 2000).

2.5.5 Taxonomia fungica

A classificacao dos fungos baseia-se primariameodeseguintes critérios:
a) caracteristicas dos esporos sexuais e corpiatiieacido presentes durante os estagios
sexuais dos seus ciclos de vida,;
b) natureza dos ciclos de vida;
c) caracteristicas morfolégicas do micélio vegetatbu das células (PELCZAR et al.,
1996).
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Muitos fungos produzem esporos sexuais e corpdsutiBcacdo somente sob certas
condi¢cbes ambientais. Os micologistas dividem worEungi em trés principais grupos: 0s
fungos limosos, os fungos inferiores flageladossefungos terrestres. Os fungos de
interesse neste projeto de pesquisa séo os fuaigesttes, os quais sdo abordados a seguir.
Este grupo inclui leveduras, bolores, orelhas-de-paofos, fungos em forma de taca,
ferrugem, carvao e cogumelos. Todos caracterizapelsenutricdo através da absorcéo, e
com excecao das leveduras (que sao geralmentdulaies), a maioria produz um micélio
bem desenvolvido constituido de hifas septada®paditicas (PELCZAR et al., 1996).

De acordo com Pelczar et al. (1996), existem quptincipais grupos de fungos

terrestres sdo @ddygomyceteAscomyceteBasidiomycetes Deuteromycetes.

2.6 Efluentes de laticinios

Os laticinios representam um importante setor désimia alimenticia, tanto do ponto
de vista econbmico quanto social. Entretanto, demado o grande nimero de empresas
gue lancam seus efluentes sem nenhum tipo de ®watamnos cursos d'agua, a
contribuicdo dessas industrias, em termos de @Eauigdrica, principalmente com relagéo
a carga organica, € bastante significativa. O probl agrava-se se for considerado que
90% dos laticinios em funcionamento, sdo de pequwemeoedio portes, ndo possuindo
guadro qualificado para lidar com as mudancas sadas a implementacgéo de tecnologias

limpas e com a operacao de sistemas de tratanBNDES, 2003).

As aguas residuérias de laticinios sdo formadateitke e seus derivados diluidos,
detergentes, sanitizantes, lubrificantes e outrodytos quimicos. Por apresentar contetdo

basicamente organico, este tipo de efluente é dpdupao tratamento bioldgico (SA,
1997).

A industria de laticinios produz diferentes produtmomo leite pasteurizado, leite
condensado, leite desnatado e leite em p0, iogudateiga, diferentes tipos de sobremesas

e queijos e algumas vezes soro do queijo (VIDA&l 22000 apud MENDES, 2005).

Os efluentes de industrias de laticinios sdo genaten produzidos de uma maneira
intermitente, e a vazao e as caracteristicas magamma fabrica para outra dependendo do
tipo de sistemas e os métodos de operacdes (VIDAL,&2000 apud MENDES, 2005).
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Na industria de laticinios ocorre a geracdo deeefk carregado de matéria organica
(residuos de leite diluido em quantidades variGgessus derivados processados), de uma
variedade de fontes detergentes, desinfetantesfidahtes e de esgoto doméstico. A
guantidade e a carga poluente das aguas residuéaidam bastante, dependendo,
sobretudo da agua utilizada, do tipo de procesdo eontrole exercido sobre as varias
descargas de residuos (BRAILE e CAVALCANTI, 1998@BRIAO, 2000).

A qualidade dos efluentes varia em funcdo dos posdandustrializados (resfriamento e
ensacamento, fabricacdo de queijos, iogurtes, mganteequeijdo, leite em pod, entre
outros.), capacidade de producalay-out industrial, tecnologia utilizada para a
higienizacao das instalacdes e qualidade do lglieaglo (GIORDANO, 2004).

Os efluentes brutos apresentam uma rapida alterdgdpH devido a fermentacéo
lactica, o que deve ser considerado em relacaonateriais empregados na execucdo do
sistema de tratamento (BRAILE; CAVALCANTI, 1993).

Os efluentes de industrias de laticinios contémtantlactose e quando feito um
tratamento bioldgico, reduz-se consideravelmentguantidade presente deste acuUcar.
(BRAILE; CAVALCANTI, 1993; METCALF & EDDY, 1991).

Os lipideos e proteinas contidos nos efluentesdigstrias alimenticias sdo lentamente
biodegradados. Além disso, a baixas temperaturasliptdeos solidificam, causando
problemas de colmatagéo nos reatores e desenvoleslules desagradaveis (TEIXEIRA,
2001).

A fracdo de lipidios dos efluentes é caracterizamtadleos, graxas, gordura e acidos
graxos livres e, juntamente com proteinas e cardimisl compdem 0s principais compostos
organicos de agua residuéarias de diversas indsistéaalimentos. Lipidios sdo compostos
gue causam grandes danos ao meio ambiente, commnaciio de filmes de dleos nas
superficies aquéticas, impedindo a difusdo de okigélo ar para esse meio e 0 mais
importante, promovendo a mortandade da vida aqué@ASTRO; MENDES, 2005).

Os lipidios impedem a adsor¢do de acidos graxosuperficie celular causando
flotacdo da biomassa e impedindo a formacao deugréime lodo em reatores anaerobios
do tipo UASB (GAVALA et al.,1999; HWU et al., 192pud Mendes, 2003)
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A hidrdlise de lipideos é uma etapa limitante rgeslido anaerobia de solidos, presentes
em diversos tipos de efluentes devido ao baixowunnsde acidos graxos de cadeia longa
pelas bactérias e a necessidade de uma pequerentagéo de hidrogénio £} formado
nas reagfes de encurtamento da cadeia carbonicA@GCE (acidos graxos de cadeia
longa). O acumulo deste gas pode afetar o equilitbeis reacdes de decomposicdo dos

AGCL que séo termodinamicamente desfavoraveis (MESI2005).

As principais fontes de geracdo de lipideos saalsinds de o6leos comestiveis,
sorvetes, laticinios, curtumes, matadouros e asemrtiéts domeésticos e de restaurantes,
principalmente de “fast food” (MENDES, 2005).

Os contaminantes organicos tais como gordurasné&aco-se entre as maiores fontes
de contaminacdo do solo e das aguas superficiaihterraneas. Produzidas a partir de
diversas atividades industriais, estas gordura@® gsesentes em quantidades significativas
em varios efluentes, como por exemplo, os geradosnglUstrias de processamento de
alimentos, de cosméticos e restaurantes em gemabpPesentar baixa degradabilidade na
natureza, a gordura acumulada no meio ambientsitirobjetivo de constantes pesquisas,
como desenvolvimento de tecnologias que visem unililedo entre o binbmio custo
versus eficiéncia de remocéo (VEIGA, 2003).

O objetivo do tratamento de efluentes € reduziren Bnpacto adverso no meio
ambiente (flora e fauna). O sucesso de qualqu&ntento incluindo a bioremediacéo
depende da escolha de um agente adequado, datocstio com as condi¢cdes ambientais

corretas (MISHRA, 2000).

Segundo Thassitou e Arvanitoyannis (2001), as inddsde laticinios contribuem
substancialmente para a poluicdo da superficiegda & do solo. Os principais residuos
destas induastrias sdo residuos liquidos quimicamanbdificados. As principais

caracteristicas dos residuos de laticinios sé&o:
a) carga organica elevada (substancias gordureisay,
b) grandes variacdo de desperdicio na fonte;
c) variacdes consideraveis no pH (4,2 — 9,2);

d) carga de solidos suspensos (SS) relativameatéd@omg/L a 2000mg/L).
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Os residuos de agua dos laticinios podem contéipes, sais, substancias gordurosas,
lactose e outros tipos de produtos quimicos dedrapOs detergentes representam a maior
guantidade de produtos quimicos usados em lat&inigTHASSITOU;
ARVANITOYANNIS, 2001).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacdo do efluente

A caracterizagao do efluente foi realizada em guoistos do sistema de tratamento de
efluentes de uma industria de laticinios da Red@dasso Fundo. O primeiro ponto foi na
saida do equalizador (P3) e o segundo na saidardeim tanque de aeracéo (P6).

Os pontos foram escolhidos pela diferenca de coraggo de Oleos e graxas entre o0s
mesmos. A saida do equalizador caracteriza-se naodg concentracdo de 6leos e graxas,
enquanto na saida do tanque de aeragdo a conéenttagleos de graxas é menor devido o
efluente ja ter sofrido varias etapas do tratamento

A Figura 3 apresenta o fluxograma da estac&o thetemto da industria de laticinios.

As Figuras 4 e 5 apresentam as fotos do equalizadoraerador da ETE da indUstria de

laticinios.
ESQUEMA ETE
PARA TRATAMENTO DE EFLUENTE DE UM LATICINIO
Cﬁ;.DGDYBdw‘a e |Caiven de dreia le| Grade |1 Efluente Bruto
. m 0.4 m3

E gqualizador



Figura 3: Fluxograma da ETE para o tratamento ldemte de laticinios
Fonte: Adriana Schimitt*

2 i

Fonte: Adriana Schimitt*

Figura 4: Foto do equalizador da ETE da indUstisaticinios.

* Funcionaria da industria de laticinios.
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Fonte: Adriana Schimitt*.

Figura 5: Foto do tanque de aeracéo da ETE datmalde laticinios.

A caracterizacao do efluente foram determinadoseggiintes parametros: DQO, DBO,
nitrogénio amoniacal total, fésforo e 6leo e goadur

3.1.1 Determinacao da DQO (Demanda quimica de @énio)

A analise de DQO foi realizada em refluxo fechad@dordo com a metodologia descrita
pelo Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASS@TION, 1995) com
amostras do efluente de laticinios coletado natasalo equalizador (P3) e do aerador (P6).
O método baseia-se no principio da colorimetri@@rén pela oxidagdo da matéria organica
por uma mistura de dicromato e &cido sulfurico. ri@@auma amostra € digerida, o ion
dicromato oxida a matéria organica da amostra sfhoxo fechado. Isto resulta na mudanca
do cromo do estado hexavalente ao estado trivaldmbas espécies do cromo séo coloridas
e absorvidas na regido visivel do espectro. O iondidromato (GiO; %) é absorvido
fortemente na regido 400 nm, onde a absorcdo dartono (Cf*) é muito menor. O fon
dicromato é fortemente absorvido na regido de @d®metros, onde o dicromato tem uma
absorcado de quase zero. Para valores de DQO @fte 900 mg/L, o aumento do *Cdever

ser determinado na regidao de 600 nm.

3.1.2 Determinagédo daDBO (Demanda bioguimica de oxigénio)



55

A analise de DBO foi realizada com o efluente décilsios coletado na saida do
equalizador (P3) e na saida do aerador (P6) atdavédmetodologia descrita pelo Standard
Methods (American Public Health Association, 1998)método baseia-se no principio da
volumetria e € realizado pela diferenca entre oeres de concentracdo de oxigénio
dissolvido de uma amostra de efluente incubadaépbia 20°C, sendo a diferenca atribuida
ao consumo do oxigénio pelos microrganismos presard amostraO oxigénio dissolvido é
medido inicialmente e apés a incubacéo, e a DBG#patada da diferenca entre o oxigénio
inicial e o final. Como a demanda de oxigénio mligera determinada logo depois feita a
diluicdo, toda a percepcéo de oxigénio que ocaepoid desta medida € incluida na medida
da DBO.

3.1.3— Nitrogénio amoniacal total

A determinagao da concentracdo de nitrogénio aroahiatal foi feita com o efluente de
laticinios dos pontos selecionados de acordo cometbdologia descrita pelo Standard
Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 19950 método baseia-se na
digestdo das amostras com &cido sulflrico e sutfateobre como catalisador. A amostra
digerida é destilada por arraste de vapor, sobrraafale nitrogénio amoniacal, obtida por
deslocamento com hidréxido de sédio. A amdnia tedalem solucéo fraca de acido borico €
titulada com solucdo de &acido sulfdrico, o que rmigtea a quantidade de nitrogénio

amoniacal total da amostra.

3.1.4 — Fésforo

A determinacdo da concentracdo de fésforo foi feden o efluente de laticinios dos
pontos selecionados de acordo com a metodologi@ridespelo Standard Methods
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1995). O métadbaseia-se na conversao
do fosforo( orto-fosfato) pelo calor, pela radiacdo ultravialetpela digestdo com persulfato.
Ao mesmo tempo, os poli-fosfatos inorganicos sawedidos em orto-fosfatos por digestao
pelo acido sulfurico. O molibdato de amoénia e tatato de potassio e antimdnio reagem em
meio acido com o orto-fosfato para formar o acidweflopolifosfomolibdénico que sera
reduzido intensivamente a molibdénio, colorido de pelo &cido ascorbico. A concentragéo

de fosforo foi obtida através da leitura da amostneespectrofotometro a 880 nm.
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3.1.5 — Oleos e Graxas

A concentracdo de Oleos e graxas foram determineataso efluente de laticinios dos
pontos selecionados de acordo com a metodologi@ridespelo Standard Methods
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1995). O métadbaseia-sena extragéo
de lipidios da amostra através do uso de hexano sotuente. Qualquer 6leo sélido ou graxa
viscosas presente sdo separadas das amostrasasiquod filtracdo. Apds a extracdo em
aparelho de Soxhlet com solvente, o residuo resegpis a evaporacdo do solvente é pesado
para determinar o indice do 6leo e graxas. Os cetapo/olatilizados ou abaixo de 103°C
serdo perdidos quando o filtro é seco.

3.2 Isolamento de microrganismos

O isolamento de microrganismos foi realizado asaga semeadura direta do efluente
obtido dos pontos selecionados em meio de culfivopiado para o crescimento de fungos.
Para tanto, foram adicionados 0,3 mL de amostrefldente dos pontos de coleta em placas
de Petri contendo meio agar dextrose batata (PR#ljfieado com éacido tartarico a 10%,
realizando-se o espalhamento com uma alca de Bkigahs placas foram incubadas a 30°C
durante 5 d. A sequéncia do isolamento foi readizailavés da técnica de esgotamento por
estrias.

Os microrganismos isolados foram mantidos em taleosnsaio contendo o meio PDA a
4°C.

3.2.1ldentificacéo dos fungos através de microcultivos

Os fungos isolados foram identificados quanto aoege através da realizacdo de
microcultivos.

O preparo do microcultivo foi realizado em uma plate Petri esterilizada, contendo
papel filtro no fundo e, sobre este, um bastéoid®\em “U”, junto com uma lamina e uma
laminula. A técnica seguiu 0s seguintes passos:

a) foi cortado um quadrado de 5 mm de agar Saborahgportado com uma
alca de platina, sobre a lamina;
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b) foram retirados pequenas porc¢des de colonia quenf@emeada em dois
lados do quadrado de agar Saboraud;

C) o cultivo foi coberto com a laminula;

d) o papel filtro foi umedecido com agua destiladeémdspara que a placa
funcione como uma camara umida;

e) a placa foi identificada e colocada na estufa a&C2@hde foi observado
diariamente o crescimento da cultura;

f) guando o crescimento foi suficiente, foi retiradminula, observando a
lamina para que o quadrado nao deslize. Este qimadreou aderido na
lamina ou laminula, por isso, deve ser retirado ocemixilio de uma pinga e
colocado em um recipiente com desinfetante;

0) as faces da lamina ou laminula que estavam emtoarien o0 quadrado e
foram montadas a lamina e a laminula separadaneemtiactofenol azul-

algodéo e fechadas com esmalte incolor.

A Figura 6 apresenta a técnica de microcultivoldatlamente.

i
. IV//\\"\

Cuftura do:
| iAspergilis.ap .

Fonte: Ribeiro et al, 2001.
Figura 6 - Técnica para microcultivo para estudorasicépico dos fungos.

As estruturas microscopicas foram analisadas e amdps em Atlas para identificacao
do fungo, garantido que diferentes espécies fossaladas para posterior selegcdo dos fungos

produtores de lipase.

3.3 Selecéo de microrganismos produtores de lipases
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Os microrganismos isolados na etapa anterior forestados quanto a habilidade de
crescimento em meios contendo 6leos vegetais. @®manismos foram cultivados em meio

PDA adicionado de azeite de oliva a 5%.

A inoculacao foi realizada pontualmente no cents placas de Petri contendo o meio de
cultivo. Foi preparada uma suspensao de esporosigan®,1% e realizada a inoculagdo com
um micropipetador de 0,2 uL, a fim de evitar o #spaento dos esporos sobre a superficie
do meio. Os cultivos foram mantidos em estufa &€ 3@% 144 horas.

As placas foram marcadas a fim de se realizar didaedo raio das colbnias em seis
pontos ao longo da circunferéncia das mesmas. Aledasedos raios foram realizadas a cada
24 h através do uso de um paquimetro. Os expemmémam realizados em triplicata.

A velocidade de crescimento radial foi calculattaves da regresséao linear dos dados de

raio das colbnias versus tempo, segundo a Equacao 1

r(cm)= VCR.t+b (1)

Os dados de VCR dos fungos foram analisados atideédnova e Teste de Tukey para

comparacao de médias.

3.4 Producéo de lipases via Fermentacdo Submersa
3.4.1 Microrganismos

Os microrganismos selecionados no item 3.3 foralmados para a producao de lipases

via fermentacao submersa.
3.4.2 Preparo do indculo

O preparo dos inéculos foi realizado em placasealg pontendo o meio PDA utilizando
os fungos que apresentaram maiores velocidadesredeirnento radial. O indéculo foi
incubado durante 7 d em estufa a 30°C. Apos o ionesto, foi preparada uma solucéo de
esporos atraveés da adicdo de 20 mL de uma soly2&6 e Tween 80, seguida de raspagem
dos esporos com uma alca de Drigalsky e filtragAagaze estéril para retencdo das hifas. A
inoculagéo dos meios foi realizada adicionando-sd_Sle solu¢ao de esporos para cada 200

mL de meio de cultivo.
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3.4.3 Meio de cultivo e condi¢bes experimentais

O meio de cultivo utilizado nas fermentacdes feifflaente de laticinios coletado na saida
do equalizador e na saida do aerador acrescidosiddentes: nitrato de sédio (NaiO
0,1%, fosfato de potassio monobasico ¢RB,) 0,1%, sulfato de magnésio (MgsTH,O)
0,05% e azeite de oliva como indutor. O pH fostgado a 6,5 com 430, 1,5 M.

Os experimentos foram realizados em duplicata éemreeyers de 500 mL, com volume
inicial de meio de 200 mL e mantidos em agitadditara 30 °C por 4 d, com agitacédo de
130 rpm. Amostras de 10 mL foram coletadas no temig@l e a cada 24 h, para avaliacéo
da atividade lipasica da fermentacao.

3.4.4 Atividade lipasica

Para a determinagdo da atividade lipolitica em &nadiquidas, foi feita a extracdo da
lipase produzida. O método consistiu em retiramlOde solucdo dos erlenmeyers e filtrar
para a retencao dos solidos.

Na determinacdo da atividade lipolitica foi adotadmétodo descrito por Burkert et al.
(2004), que é baseado na titulagdo com NaOH 0d4.thdos acidos graxos liberados pela
acdo da enzima lipase presente no extrato enzonali@ fermentacdo, sobre os
triacilglicerideos do 0Oleo de oliva emulsionados goma arabica. Em frascos de 125 mL
foram adicionados 2 mL de tampéo fosfato 10 mmobim pH 7,0 e 5 mL de emulsdo de
azeite de oliva (75 % de solucdo de goma arabi¥a & 25 % de azeite de oliva). A este
sistema foi adicionado 1 mL de extrato enzimatiadeimentacao e incubado a 37°C por 30
min a 160 rpm. ApOs a incubacao a reacao foi Eaad pela adicdo de 15 mL de solucéo
acetona:etanol:agua 1:1:1 v/v e os acido graxaddos titulados com uma solucdo de
NaOH 0,05 mol.[, utilizando fenolftaleina como indicador. Uma wmiéd de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade deirea necessaria para liberapumol de
acido graxo por minuto por mL de meio fermentads condi¢cdes do ensaio (BURKERT et
al., 2004). As determinacdes de atividade lip@ifmram realizadas em duplicata.

A produtividade enzimatica méaxima foi calculadaafis da equacao 2:

Pe = Aemax-AEeTo

. (2)



Pe = produtividade enzimatica
Aevax= atividade enzimatica maxima
Aeto= atividade enzimatica tempo zero

t= tempo
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo do efluente

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados obtal@snacterizacdo do efluente de
laticinios. A variabilidade dos resultados de DEBXQO, NTK, fésforo e 6leos e graxas nas
analises fisico-quimicas ocorrem pelo fato delggedderem da producao diaria do laticinio
estudado, e principalmente pelos pontos de cotéitzados serem localizados em pontos bem
distintos da estacdo de tratamento, a saida ddizaga, localizada no inicio do processo de
tratamento e a saida do aerador, localizada nd finaprocesso ja tendo ocorrido a

degradacéo da matéria organica do efluente.

Tabela 2: Caracterizacao do efluente de laticinesaida do equalizador (P3) quanto

aos parametros de DQO, nitrogénio amoniacal tfitsfioro total e 6leos e graxas.

Parametros Concentracédo (mg/L)
Minimo Méaximo Média Dp** C\V***
DQO* 803,27 4975,95 1740,86 222,87 10,75
Nitrogénio 0,50 12,32 5,00 2,73 54,66
amoniacal total
Fosforo Total 0,16 0,55 0,33 0,06 16,49
Oleos e Graxas 0,01 4,40 1,89 0,38 20,26

* DQO: Demanda quimica de oxigénio; ** DV: Desvio g *** CV: Coeficiente de
variacdo OP/médiax100)
Tabela 3: Caracterizagdo do efluente de laticinsaida do tanque de aeracéo (P6)

guanto aos parametros de DQO, nitrogénio amoniatzd] fésforo total e 6leos e graxas.
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Parametros Concentracéo (mg/L)
Minimo Méaximo Média Dp** C\***
DQO* 76,58 2810,22 534,64 48,33 23,02
Nitrogénio 1,01 35,62 6,91 3,78 54,73
amoniacal total
Fosforo Total 0,06 0,32 0,22 0,04 16,33
Oleos e Graxas 0 5,31 1,81 0,67 37,07

* DQO: Demanda quimica de oxigénio; ** DV: Desvio @am *** CV: Coeficiente de
variacdo OP/médiax100)

A DQO média na saida do equalizador foi de 1746)86.+222,87 mg/L e na saida do
aerador de 534,64+48,33 mg/L, sendo estes valggesdicativamente diferentes (p=0,0120)
a um nivel de significancia de 5% diminuicdo da DQO na saida do aerador em relagéo
a saida do equalizador foi menor e isso indicouaguatamento esta sendo eficiente.

Segundo Poester e Leitdo (1989), a DBO e DQO dspejles de laticinios variam muito
em funcdo do produto fabricado, ja que diferentggntidades de oxigénio sdo necessérias
para a oxidacdo de diferentes constituintes de,ld¢dis como gordura, carboidratos e
proteinas.

A concentracdo de nitrogénio amoniacal total n&dmuale um ponto de coleta para outro
(p = 0,6711). Na saida do equalizador obteve-sé B@/L + 2,73 mg/L de nitrogénio
amoniacal total; na saida do aerador o nitrogémorgacal total foi de 6,91 mg/L + 3,78
mg/L. A Fundacédo Estadual de Protecdo Ambientajeegue industrias de laticinios emitam
concentracdes de nitrogénio totais menor que 1/Q em seus residuos liquidos.

A concentracao de fosforo total na saida do ecaddizfoi de 0,33 mg/L + 0,06 mg/L. Na
saida do aerador obtiveram-se valores de concéotideg fosforo total de 0,22 mg/L £+ 0,04
mg/L, observando-se que o valor da concentracaisfero total diminuiu do equalizador
para o aerador, confrmando o bom funcionamentarat@amento. A andlise dos dados de
fosforo através do Teste de Tukey demonstrou alifg significativa (p = 0,027) entre os
valores obtidos nas saidas do equalizador e aer&ddtundacdo Estadual de Protecao
Ambiental tem como parametro de controle a emisddiocefluentes industriais com no
maximo, 1,0 mg/L de fésforo para residuos liquidos.

A concentracdo de 6leos e graxas na saida do eagatifoi de 1,89 mg/L + 0,38 mg/L.

Na saida do aerador obteve-se 1,81 mg/L + 0,67 ndg/loleos e graxas, ndo havendo
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diferenca significativa entre estes valores (p $185). Segundo a portaria n° 128/2006 —
SSMA a concentracdo de Oleos e graxas permitidasfler@ntes liquidos & 30 mg/L em
Oleos e graxas de origem vegetal ou animal & d® mg/L em 6leos e graxas de origem
mineral.

A DBO na saida do equalizador foi de 452,0 mg/lguamto que na saida do aerador foi
de 255,3 mg/L demonstrando que 0s microrganismagteaxes neste efluente degradaram

matéria organica na etapa de aeracao, ou sejetamento bioldgico do efluente.

4.2 Isolamento e selecdo de microrganismos

A quantidade de fungos isolamentos foi de 21 fanggartir do efluente de laticinios
utilizado (denominados fungos E1, E2, E3, E4, BEQ,H/, E8, E9, E10, E11, E12, E13, E14,
E15, E16, E17, E18, E19, E20 e E21). A realizag&ordicrocultivos possibilitou identificar
os fungos isolados através da analise microsc@usamicélios. Os fungos E6, E7, E8, E9,
E10, E15, E17 e E21 foram identificados como doeggAspergillus os fungos E3, E12, e
E20 comoPenicilliun os fungos E2, E13, E18 e E19 cofimichoderma os fungos E1, E4,
E5 e E14 com&usariume o fungo E16 néo foi identificado.

Os fungos pertencentes aos génekepergillus, PenicilliumFusarium e Trichoderma
foram isolados a partir do efluente.

A Tabela 4 apresenta a classificacéo dos 21 fuaegosntrados na fase de isolamento.

Tabela 4: Identificacdo dos fungos quanto ao géaeavés de microcultivos

Fungo Género Ponto de isolamento
E: Fusarium P3
E, Trichoderma P3
Es Penicillium P6
E4 Fusarium P3
Es Fusarium P3
Es Aspergillus P6
= Aspergillus P3
Es Aspergillus P3
= Aspergillus P6

Eio Aspergillus P6
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= Levedura P3
Ei, Penicillium P6
Eis Trichoderma P6
Ei4 Fusarium P3
Eis Aspergillus P6
Eie Nao identificado P3
Ei7 Aspergillus P6
Eis Trichoderma P6
Eio Trichoderma P3
Exo Penicillium P6
Ex Aspergillus P6

As Figuras 7 a 10 apresentam microfotografias ttaitesa dos fungos isolados na etapa

de microcultivo, nos pontos analisados.

Figura 7: Estrutura do fundeenicillium (E3) isolado do efluente de laticinios.

L

m!L

Figura 8: Estrutura do fungsspergillus(E6) isolado do efluente de laticinios
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)
.

Figura 10: Estrutura do fungaichoderma(E19) isolado do efluente de laticinios.

4.3 Selecédo de microrganismos produtores de lipases

A Tabela 5 apresenta as velocidades de crescimmadial para os fungos isolados do
efluente de laticinios, cultivados em PDA adiciamdé 5% de azeite de oliva.

As velocidades de crescimento radial (VCR) sao eficdente angular da reta obtida a
partir da regressao linear dos raios das coléme&iacdo do tempo, portanto, quanto maior a
inclinacdo da reta, maior é a velocidade de cremuion radial, maior o potencial de
crescimento do fungo e o potencial de degradacdontia de carbono.

As VCR dos fungos isolados do efluente de laticgifigyam analisados através da Anova,
sendo observadas diferencas significativas entresagtados obtidos pelos diferentes fungos

(p<0,001). A comparagdo das meédias de VCR dos &uraggmavés do Teste de Tukey



66

demonstrou que os fungos E6, E17, E10, E21, ESEE9E20, e E12 apresentaram VCRs
significativamente superiores (p<0,05) que os deraigos (Tabela 5), sendo utilizados para

a continuidade dos experimentos de fermentacaoexsiam

Tabela 5Velocidade de crescimento radial para os fungdadss de efluente de laticinios,
cultivados em Agar Batata Dextrose adicionado dalB%zeite de oliva

Fungo VCRY? (cm/d)
E6 1,7742+0,004
E17 1,6814+0,018
E10 1,6628+0,032
E21 1,5528+0,034°
E8 1,53+0,04%°
E9 1,425+0,14%°
E7 1,3671+0,008
E20 1,3442+0,038
E12 1,160,000
E16 0,6839+0,002
E14 0,6528+0,054
E18 0,6392+0,2%%
=i 0,4857+0,05%
E13 0,3857+0,02%"
E19 0,3946+0,019"
E5 0,2971+0,008"
E11 0,1660+0,088
E15 0,1042+0,028'
E3 0,0798+0,01%

'Resultados de médiadesvio padréo
2 Médias seguidas de letras diferentes indicametife significativa (p<0,05)

A Figura 11 apresenta as curvas de crescimental rdols fungos com excecgao do fungo
E4, o qual ndo apresentou crescimento radial, sgugona Figura 12 sdo mostrados 0s

crescimentos radiais dos fungos selecionados paranantacdo submersa.
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Tempo (dias)

Figura 11: Crescimento radial dos fungos E3, E1 B3, E18, E13, E14, E15, E16 e E19

Tempo (dias)

o E12
o E9
e E6
. E7
e E8
“m E10
e E17
N E21

N E20

Figura 12: Crescimento radial dos fungos E12, B9 B7, E8, E10, E17, E21 e E20

As elevadas velocidades de crescimento radial apt@sas pelos os fungos E6, E7, ES,
E9, E10, E12, E17, E20 e E21 indicam a habilidaekted fungos de crescerem em meios

contendo azeite de oliva como fonte de carbono.
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Os fungos séo considerados bons produtores de anZMuia et al.,, 2001) e as lipases
fungicas séo preferidas para a aplicacdo induspraicipalmente na industria de alimentos
(Mahadik et al., 2002). Sharma et al. (2001) cithmeras cepas de fungos como boas
produtoras de lipases, entre elaspergillus Rhizopus Penicillium, Mucor, Geotrichum
Fusarium RhizomucarAcremoniume Alternaria. Segundo a literatura (Carvalho et al, 2005;
Hasan et al, 2005; Mendes e Castro, 2003), os tudg@ménerdspergillus, Penicilliunséo
bons produtores de lipase.

Os fungos selecionados através da técnica de VE€Ryaohabilidade de crescimento em
meio adicionado de azeite de oliva sado pertencerdsggéneroéspergilluse Penicillium
conforme Tabela 4.

Na literatura ndo foram encontrados relatos da yp@aol de lipases por cepas de
Trichoderma Mas os fungos do géneFfusariumtém se mostrado bons produtores, entre
estes a cepa deisarium solanicomo demonstrado por Maia et al. (2001).

A selecdo de cepas selvagens hiperprodutoras éindsa técnica de grande importancia,
principalmente em paises que apresentam uma gbaodigersidade como o Brasil. (Freire e
Castilho, 2000 apud Vargas, 2004). O gue justiidausca de fontes alternativas de novas

cepas fungicas para a producéo de lipase.

4.4 Atividade lipolitica

As Figuras 13a a 13i apresentam os gréaficos dalatig lipolitica gmolAG/mL.min) no
decorrer do tempo da fermentacdo submersa patmgss e meios utilizados, cujo meio fora
formulado com agua residuaria (item 3.4.3 de MalteriMétodos)A Tabela 6 apresenta as
méaximas atividades lipoliticas obtidas, o tempdedmentacao e a produtividade maxima.
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Figura 13a: Atividade lipoliticginolAG/mL.min) versus tempo de fermentacéo do fungo
E6. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: sfidanque de aeragéo.
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politicaumolAG/mL.min) versus tempo de fermentacéo do fungo

E7. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: shkbdanque de aeracéo.
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politicaumolAG/mL.min) versus tempo de fermentacéo do fungo

E8. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: shkidanque de aeracéo.
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politicaumolAG/mL.min) versus tempo de fermentacéo do fungo

E9. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: sfidanque de aeracéo.
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Figura 13e: Atividade lipoliticginolAG/mL.min) versus tempo de fermentacéo do fungo
E10. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: skidanque de aeragéo.
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Figura 13f: Atividade lipoliticalfmolAG/mL.min) versus tempo de fermentagéo do fungo
E12. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: shidanque de aeracao.
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Figura 13g: Atividade lipoliticaumolAG/mL.min) versus tempo de fermentacédo do fungo
E17. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: shidanque de aeracao.
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Figura 13h: Atividade lipoliticaumolAG/mL.min) versus tempo de fermentagéo do fungo
E20. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: shidanque de aeracao.
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Figura 13i: Atividade lipoliticai(molAG/mL.min) versus tempo de fermentacéao do fungo
E21. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: shidanque de aeracao.
Tabela 6: Maximas atividades lipoliticas, tempofdanentacdo e produtividade maxima

obtidos durante a fermentacdo submersa.

Fungo Ponto de coleta do Atividade Tempo de Produtividade
efluente lipolitica maxima fermentacéao (d) maxima*3
(umolAG/mL.min) (umolAG/mL.min.d)

E6 0,496 1 0,068
E7 0,579 1 0,151
E8 0,744 1 0,316
E9 1,250 2 0,411
E10 Ponto 3* 0,750 4 0,081
E12 - - -

E17 0,667 1 0,239
E20 2,042 2 0,807
E21 2,250 4 0,456
E6 0,597 1 0,321

E7 - - -
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ES8 - - -
E9 - - -
E10 Ponto 6% 0,500 2 0,121
E12 0,417 1 0,159
E17 0,333 2 0,038
E20 0,333 1 0,075
E21 . - -

*1 AE inicial = 0,428(umolAG/mL.min); * AE inicial = 0,258(umolAG/mL.min); *
P max= AEmax- AEinicial +t

Verifica-se nas Figuras 13a a 13i e na Tabelagbagumaiores atividades lipoliticas foram
obtidas utilizando-se o efluente coletado na sd@aqualizador (P3) como meio de cultivo
para a producdo de lipases. O efluente coletada mmlizacdo do processo fermentativo
apresentou concentragdo de DQO de 835,97+17,26; rfigloro 0,26+0,04 mg/L; NTK foi
10,55+0,15 mg/L e 6leos de graxas de 4,032+0,344.ndg na saida do aerador obtiveram-se
0s seguintes resultados: DQO de 115,90+61,37 nig#foro de 0,06+0,01 mg/L; o NTK de
14,45+0,05 mg/L e bleos e graxas de 4,084+0,051..mg/

A concentracdo de DQO diminuiu da saida do ecadiz (835,97+17,26) mg/L para a
saida do tanque de aeracdo (115,90+61,37) mg/Lomnando que a quantidade de matéria
organica presente no efluente foi reduzida duramgeocesso. O mesmo pode-se observar em
relacdo a quantidade de fosforo presente na saidguhlizador (0,26+0,04) mg/L e na saida
do tanque de aeracédo (0,06+0,01) mg/L demonstrarai® uma vez a eficiéncia do processo.
Os valores de NTK obtidos na saida do equalizail®oy55+0,15) mg/L foram inferiores
aqueles obtidos na saida do aerador (14,45+0,08), iferenca a um nivel de significancia
de 0,0016. A diferenca obtida entre os valores @K Node ser explicada pela solubilizacéo
de nitrogénio organico na forma de nitrito e ndrab tanque de aeracdo ou ainda pelo fato
das amostras terem sido coletadas simultaneameddevando-se em consideracédo o TDH
(tempo de detencao hidraulica) do reator de lodadd. As concentracdes de Oleos e graxas
obtidos nas saidas do equalizador e do aeradomfata (4,032+0,344) mg/L e de
(4,084+0,051) mg/L, diferenca a um nivel de sigdificia de 0,077.

As atividades lipoliticas maximas utilizando-se comeio de cultivo o efluente coletado
na saida do equalizador (P3) foram obtidas a mtirfungos E9, E20 e E21, de 1,250, 2,042
e 2,250 umolAG/mL.min, respectivamente (TabelaB)tretanto, verifica-se que para 0s

fungos E9 e E20, a atividade maxima foi obtida echde fermentacdo, enquanto que para o
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fungo E21, a atividade maxima foi obtida no temgo4dd. Desta forma, a produtividade
méaxima em lipases, de 0,807 U/dia, foi obtida coftngo E20, em 2 d de fermentacéo.

O fungo E20 foi classificado como do géné@enicillium enquanto que os fungos E9 e
E21 foram pertencentes ao génaspergillus sendo ambos reportados como bons produtores
de lipases por Carvalho et al, (2005); Hasan €2@05); Mendes e Castro, (2003).

O Penicillium foi identificado como bom produtor de lipases emmfentacédo submersa
por D’Aniballe et al. (2005), que realizaram a s&tede microrganismos para a producao de
lipases utilizando como meio de cultivo efluentes producdo de azeite de oliva
suplementado com extrato de levedura 0,5'g/(NH,), SQ, 1,0 g/L* e pH ajustado em 6,1.

Segundo D’Aniballe et al. (2005), todos os fungtiBzados cresceram em efluente da
producdo de 6leos e obtiveram atividades enzinstiteeriores que 0,30 Ul flL As
atividades de lipoliticas mais elevadas foramdatsticomC. cylindraceaNRRL Y-17506 e
G. candidumY-553 do C. (0,46 e 0,52 Ulnl, respectivamente) apds 168 h de fermentac&o.
O P. citrinumNRRL 3754 e ISRIM 118 produziram niveis de atidieaapreciaveis (0,34 e
0,38 UImL?, respectivamente). Os autores definiram 1UI congoantidade de enzima que
produz 1lpmol produto/min nas condicdes do ensaoadd sido utilizado o meétodo
espectrofotométrico que upanaftilmiristato como substrato.

Os fungos E20Henicillium), E9 e E21 Aspergillug apresentaram atividade de 1,250 a
2,250 pmolAG/mL. As atividades enzimaticas obtidas sdo comparaveis com as atividades
enzimaticas obtidas por D’Aniballe et al. (2005t os métodos de determinacdo serem
diferentes. Enquanto o autor utilizou o método espotométrico, neste estudo a
determinacao de lipases foi realizada pelo métibgdormétrico.

Lin, Wang e Sung (2005) determinaram as melhoredi¢coes requeridas para a producao
de lipases peld. cinnamomea&m culturas submersas em frascos agitados. Umguea
composicao do meio afeta a producdo de lipasetddnmente, € importante compreender a
influéncia de varios fatores para determinar adic@es o6timas de cultivo. Além disso, o
aumento da produtividade das lipases em culturamersas pode ser de grande beneficio
para a reducdo dos gastos com a fabricacdo damaneim escala industrial. Estes autores
obtiveram rendimento mais elevado em lipases peloinnamomeage 26,69 mU/mL, em
meio contendo glicerol. Empregaram também difeeipos de fontes de nitrogénio, em
concentracdo de 0,5% (p/v), para a producdo desdgpam culturas submersas Ae
cinnamomea As fontes estudadas foram amoénia, sais de am@niteinas, peptideos e
aminoacidos. A producdo maxima de lipase foi d& &/mL para a cultura suplementada

com L-aspargina, seguido, em ordem pela glicinds(,U/mL), triptona (4,77 mU/mL) e L-



76

glutamina (4,74 mU/mL). Os mesmos autores estudasapfeitos inibitorios e estimulatorio
de ions metélicos sobre a producdo de lipasesalim @oA. cinnamomeabservou-se uma
maior producao de lipase quando os fon¥,Q4g**, F€*, Na' ou K' foram acrescentados ao
meio. Em contraste, ndo detectou-se producao pdses nos meios contendo’Gwr’* ou
Li*. O efeito dos ions foi estudado em meio contemittato de sddio 0,1%, fosfato de
potdssio monobasico 0,1%, sulfato de magnésio 0,65&zeite de oliva como fonte de
carbono na concentracdo de 1%. Para os autoresunimade (1U) foi definida como a
guantidade de enzima liberada por 1ppraltrophenol/min nas condi¢cdes do ensaio.

Segundo Silva et al. (2005), a producao de lipasduenciada pelo tipo e concentracao
de carbono e origem do nitrogénio, como também e pHemperatura.

De acordo com Ghosh et al.,, (1996) apud Lin, Wan§ueg (2005), determinados
indutores como o glicerol possuem forte efeito strailacdo da producdo de lipases. Os
autores obtiveram um rendimento mais elevado easdip pelcA. cinnamomeage 26,69
mU/mL, em meio contendo glicerol. Apesar dos salssr lipidicos e dos acidos graxos
geralmente agirem como indutores para os fungosneitas espécies, tais corspergillus
e Rhizopusas lipases caracteristicas sao produzidas. Erguasitautores ndo detectaram a
producéo de lipase pelo fungo cinnamomeam meio contendo lipidios ou acidos graxos.

Mahadik et al.(2002) relataram que a atividade reatica foi praticamente nula
(0,02U/mL) quando a fermentacg&o foi realizada seatigdo do 6leo de oliva. Entretanto,
valores superiores de atividade foram relatados par lipases produzidas pelos fungos
Aspergillusniger (7,6U/mL) eAspergillusoryzae(9,5 U/mL), quando cultivados em meio de
composi¢cdo mais rica em fonte de carbono (2,0%dg/wlicose) e fonte de nitrogénio
(extrato de levedura, 1,0% p/v e peptona 2,0% pwlgionado de 6leo de oliva (2,0% p/v)
apos 48h de incubacéo a 30°Bara os autores uma unidade de atividade foi esqnesr
pnmol dep-nitrophenol liberado por min nas condi¢cdes do iensa

Os valores da atividade enzimatica na hidrolisexzigite de oliva tem sido amplamente
utilizados para efeito de comparacao e selecdeepascprodutoras de lipase. Estes valores
podem variar significativamente dependendo do dipdermentacdo, da composi¢cdo do meio
de cultivo e também de outras variaveis do processeentativo, tais como pH, temperatura
de incubacdo e presenca de indutores da sinteskpat® como o0s Oleos vegetais
(CARVALHO et al., 2005).

Verifica-se que o azeite de oliva tem sido indicadono o indutor que apresenta 0s
melhores resultados de inducdo da sintese de Igmaskingos, o0 que esta de acordo com o

utilizado neste trabalho. Entretanto, o custo dgdadde azeite de oliva como indutor é
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elevado se for considerada a producdo de enzimakrga escala. Desta forma, pode-se
estudar a utilizacdo de outros indutores, tais conéteo de soja proveniente de frituras, o
qual seria facilmente obtido, visto ser um resideoestaurantes.

Os autores Baron et al. (2005) estudaram a produgidipases porPenicillium
corylophilumIOC 4211 em dois meios de cultivo. O primeiro aum 0,2% KNQ@; 0,1%
K.:HPO,; 0,05% MgSQ. 7H20; 0,043% ZnSEOrH,O; 0,11% FeSQ7H,O; 0,015%
MnSO,.4H,0; 1,25% (NH).SOy; 0,5% de extrato de levedura; 2% de peptona deead %
de Oleo de oliva. JA o segundo meio de cultivo icbat 0,14% de NENOs; 0,073%
MgSO,.7H,0O; 0,067% KHPO; 0,01% ZnSQ7H,O; 0,0007% FeSHO7H0; 0,067% de
glicose e 2% de Oleo de oliva. As atividades entigad obtidas com o segundo meio de
cultivo foram superiores, de 7,1 U.rhiapds 6 dias de fermentacéo a 29°C e 120 rpm.nda co
o primeiro meio de cultivo, o qual era mais simplesteve-se atividade maxima de 3,25
U/mL apos 3 dias de fermentagédo. Os meios de oultilizados pelos autores sdo meios com
maior quantidade de nutrientes que o meio de culiiMizado para a producdo de lipases
nesta pesquisa, onde utilizou-se o efluente deinais adicionado de nutrientes (nitrato de
sodio, fosfato de potassio monobasico, sulfato dgnésio e azeite de oliva), o que justifica
as menores atividades enziméticas obtidas. O neegultivo utilizado neste trabalho consiste
em um meio barato, visto ser sua base agua residdvas pesquisas podem ser realizadas
a fim de otimizar a producéo de lipases pelos fargglecionados, estudando-se a adi¢céo de
outros nutrientes ao efluente, temperaturas deugémj pH, concentracdo de oxigénio
dissolvido, entre outros.

O uso de triglicerideos como fonte de carbono é@atdo para crescimento celular e
producdo de enzima, embora a inducdo da biossitéeligase em presenca de 4cidos graxos
livres ou triglicerideos seja controverso (Freirale 1997b apud Vargas 2004). A presenca
de materiais que apresentam lipidios no meio deireulsualmente aumenta em muito os
niveis de atividade lipasica (Dominguez et al.,28pud Vargas 2004).

Vérios trabalhos tém reportado o uso de residuosepientes da agroindistria na
producao de lipase por fermentacdo em estado s@jiskoestdo sendo utilizados como fonte
de nutrientes para o crescimento microbiano. Residamo os da industria de Oleos vegetais
(6leo de oliva, 6leo de soja, 6leo de babacu, deegergelim, 6leo de semente de girassol,
Oleo de coco) (Cordova et al., 1998; Kamini et H998; Gombert et al., 1999; Palma et al.,
2000; Capra et al., 2003; Leal et al., 2003 apuhd® 2004) e subprodutos como farelo de
casca de trigo (Bertolin et al., 2001; Benjamina@drey, 2001; Mahadik et al., 2002; Ul-Haq
et al., 2002; Meira et al., 2003 apud Vargas 20f4glo de cevada (Dominguez et al., 2003
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apud Vargas 2004), farelo de arroz (Rao et al.3188ud Vargas 2004) dentre outros, vem
sendo utilizados (Vargas 2004).

Os efeitos causados pela adicdo de nutrientepresanca de indutores durante o processo
de producéo da lipase em estado solido ou subrfeesn estudados por Freire et al., 1997b;
Maia et al., 1999; Gombert et al., 1999; CorzoewdR, 1999; Pastore, 2000; Palma et al.,
2000; Maia et al., 2001; Elibol e Ozer, 2002; Doguiez et al., 2003 apud Vargas 2004. Em
alguns casos, 0 uso de suplementacfes tem pdasibikumentos razoaveis na capacidade
produtiva dos microrganismos. (Kamini et al., 1998d Vargas 2004).

O melhor meio de cultivo para a de producdo deséipafoi o efluente da saida do
equalizador (P3), o que pode ser justificado pela®res quantidades de matéria organica,
fésforo e nitrogénio encontradas neste efluentecemparacdo com o efluente coletado na
saida do aerador. Mahadik et al.(2002) utilizaraios de cultivo ricos em fontes de
carbono e de nitrogénio para a producao de lip&egrogénio € um nutriente essencial para
a formacéo estrutural dos fungos, bem como par@@dupdo de enzimas, visto estas serem
constituidas de aminoacidos, os quais apresentapgémio na sua estrutura. Baron et al.
(2005) utilizaram extrato de levedura e peptonaatae como fontes de nitrogénio e glicose
como fonte de carbono, além de outros nutrientegssarios, observando-se assim ser
necessaria a utilizacao destas fontes para umagiodipésica mais elevada.

As lipases podem ser utilizadas para o tratamemtefldentes. O uso do préprio efluente
na producdo de lipases constitui um processo de lzaisto, sendo uma alternativa para as
industrias, visto as lipases comerciais possuinenpreco muito elevado.

A producdo de lipases utilizando o efluente € \Jjauena vez que esta apresenta
elevada carga de nutrientes ainda disponiveis pateescimento fingico e producdo de
enzimas. A presenca de lipidios no efluente pdgaila producédo das lipases, uma vez que
estes sao utilizados como fonte de carbono parasgimento fungico. Além disso, 0 meio de
cultivo € de baixo custo e as lipases produzidadem ser utilizadas posteriormente no
tratamento de efluentes.
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5 CONCLUSAO

A caracterizacdo do efluente de laticinios mostjee os parametros DBO, DQO, fosforo,
nitrogénio e dleos e graxas neste efluente vargpentdendo da producao diaria do laticinio;
Foram isolados 21 fungos, pertencentes aos géAspesgillus, Penicillium, Fusariura
Trichoderma

Foram selecionados os fungos E6, E7, E8, E9, E1Q, E17, E20 e E21 devido a
capacidade de crescimento em meio contendo azedbva,

Na fermentacdo submersa os fungos pertencentegéaesosAspergillus(E9 e E21) e
Penicillium (E20) apresentaram as maiores atividades enzmsatie 1,250, 2,042 e 2,250
pmolAG/mL.min;

A maior producao de lipases ocorreu com a utiliaal@@efluente da saida do equalizador.
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