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RESUMO

O presente trabalho objetivou estudar a utilizacdo de residuos de pé de fumo e sebo
bovino para a atividade lipase de Aspergillus niger em fermentacdo em fase sdlida.
Oito cepas de A. niger foram testadas em tubos de ensaio contendo agar lipase para
a selecao da cepa mais produtiva, sendo a cepa Aspergillus niger USP 898 a que
apresentou melhor resultado. Dentre as trés faixas de granulometria de p6 de fumo
utilizadas para a producio de lipase, em micro escala, a faixa de 24 — 48 mesh se
mostrou mais efetiva. Para produgao de lipase em macro escala, uma aliquota de
500 mL de suspensdo de esporos do fungo selecionado foi distribuida em seis
recipientes plasticos contendo cada um 5 kg de p6 de fumo e 2 kg de sebo bovino
previamente autoclavados a 120 °C por 15 min. Deste material incubado a 28 °C —
32 °C foram recolhidas amostras para a determinacdo de atividade de lipase,
proteinas totais e gordura residual em funcdo do tempo durante o cultivo em fase
sélida por 63 dias. A atividade lipolitica mostrou ser dependente do tempo,
apresentando picos caracteristicos de produgdo em diferentes periodos do
experimento. O consumo constante de sebo bovino até o fim do experimento mostra
sua importancia como indutor da producdo de lipase. Desta observacao pode-se
concluir que o residuo de p6é de fumo e o sebo bovino apresentam potencial para,
como substrato, possibilitar a producéo de lipase em fase sélida. O baixo custo para
obtencéo do p6 de fumo e sebo bovino é um fator importante para tornar a producéo

de lipase viavel.

Palavras chave: Aspergillus niger, p6 de fumo, lipase, sebo bovino, residuo sélido.



ABSTRACT

This work aimed to assess the lipase activity of Aspergillus niger USP 898 on
tobacco dust in solid state fermentation (SSF). Eight strains of A. niger were
assessed in test tubes with agar lipase to select the most productive. The Asperqgillus
niger USP 898 had the better result. Among the three different granule sizes of
tobacco dust, to produce lipase in micro scale, the best result was obtained with the
24 — 48 mesh. In macro scale six containers containing well mixed 5 kg of tobacco
dust with 2 kg of tallow oil, previously autoclaved at 120 °C during 15 min, received
the aliquot of 500 mL of spores suspension of the selected fungus. This material,
incubated at 28 °C — 32 °C, was the source for the lipase activity, residual fat and
total proteins determinations. The SSF trial was conducted along 63 days. The lipase
activity showed to be dependent of the time exhibiting characteristic peaks of
production during the assay. The consumption of the tallow occurred from the
beginning until the end of the experiment, proving to be important to induce the lipase
activity. The low cost to obtain the Tobaco dust and tallow is an important factor to

turn the lipase production economically viable.

Words key: Aspergillus niger, tobacco dust, lipase, tallow oil, solid waste.
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O biodiesel assumiu importancia substancial como alternativa energética apés
receber incentivos governamentais para sua produgdo. Esta decisdo politica de
estimular a producado de biocombustiveis tem origem no fato de haver uma pressao
internacional para o desenvolvimento de tecnologias limpas de producao de energia,

que substituam as fontes tradicionais causadoras do efeito estufa.

Conforme Fukuda et al. (2001) varios processos para a produgdo do biodiesel
tem sido desenvolvidos. Dentre estes a transesterificacdo usando a catélise basica
apresenta altos niveis de conversao de triacilglicerdis para os seus correspondentes
ésteres metilicos em reagdes de curta duracido. Por isso, este processo tem sido
utilizado para a producdo de biodiesel em varios paises. Recentemente, a
transesterificagcao enzimatica com utilizacao de lipase se tornou mais atrativa para a
producao do biodiesel. Os autores citam ainda que a uUnica restricdo deste sistema

de producéo € ainda o custo elevado de producgao de lipase.

A Universidade de Santa Cruz do Sul, UNISC, através de um grupo de trabalho
que conta com estagiarios, mestrandos em tecnologia ambiental, professores,
pesquisadores, esta estudando sobre métodos para obtengédo de lipase de origem
microbiana. Embora o objetivo principal seja pesquisar a viabilidade técnica de
producao desta enzima, para sua utilizagdo na producéo de biodiesel, a utilizacédo de
substratos de baixo custo € imprescindivel para o prosseguimento dos estudos, por
razbes ja supracitadas. Dentre os substratos utilizados até agora estdo: grama e
sebo bovino em fermentagdo em fase sdélida (FFS) (Macagnan, 2007), substrato
peptona e Tween 80 acrescido ou nao de extrato de pé de fumo em fase sélida e
fase submersa (Schimuneck, 2007) e sebo bovino e pé de fumo em FFS (Bjerk,
2008).

O presente trabalho procurou avaliar a utilizagcao de Aspergillus niger para a

producao de lipase sobre p6 de fumo e sebo bovino em fase sdlida. Estes residuos

sédo encontrados com facilidade em nossa regido, sendo que o p6 de fumo, gerado
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pela industria fumageira, tem no transporte o Unico custo para sua aquisigdo. Ja o
sebo bovino quando adicionado ao p6 de fumo, em estudo preliminar realizado por
Bjerk (2008), provou ser uma alternativa viavel para producao de lipase por mostrar
resultados que nao diferem daqueles apresentados pelo pé de fumo mais nutrientes.
Dentre os substratos lipidicos, € o mais barato existente no mercado regional. J4 o
fato de ter-se optado em trabalhar com fermentagcdo em fase sodlida é devido ao fato

desta ser mais econémica que a submersa (Castilho et al., 1999).
O objetivo geral deste trabalho foi o de aproveitar o residuo de p6 de fumo e o
sebo bovino para produgéo de lipase de Aspergillus niger USP 898 por fermentagao

em fase sdlida. O trabalho contou com os seguintes objetivos especificos:

. Selecionar cepa de Aspergillus niger adaptada a produgéo de lipase usando po

de fumo e sebo bovino como substrato.

. Avaliar o efeito da granulometria do pé de fumo sobre a producgéo de lipase

pela cepa de Aspergillus niger selecionada.

" Acompanhar a evolugao da producao de lipase de Aspergillus niger USP 898

em fungao do tempo.

" Avaliar o teor de gordura residual durante a fermentagcéo em fase solida.

. Avaliar o teor de proteinas totais durante a fermentagcdo em fase sélida.

1 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Dissertagdo de Mestrado Mario Augusto Alexandre Coelho —UNISC - 2009
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1.1 P6 de fumo

Apesar de toda pressao politica exercida nas ultimas décadas contra o cigarro,
o setor fumageiro permanece forte e contribuindo de forma significativa para o

desenvolvimento econdémico do estado do Rio Grande do Sul.

Bem estruturada economicamente, a industria fumageira se faz presente nos
trés estados do sul do Brasil, em quase 800 municipios (Sindifumo, 2008), através
de um sistema integrado de produg&o que atende a milhares de agricultores na zona
rural. Com uma logistica adequada, o fumo, produzido pela agricultura familiar,
chega a industria onde é processado e armazenado para a exportacdo e/ou
comercializagao no mercado nacional. O principal residuo industrial desta atividade

€ 0 po de fumo.

Segundo a PORTARIA N° 016, de 19 de janeiro de 1982, do Ministério da
Agricultura, para classificacdo de residuos gerados no processamento de Tabaco, o
p6 de fumo ja foi denominado como sendo “constituido dos residuos finais
provenientes da destala mecanica e que compreende o0 po e residuos de tamanho
infimo, estes ultimos ndo enquadraveis em SC” (SC — fragmentos de folhas sem

talo, de tamanho nao superior a 10 (dez) milimetros quadrados).

Em 13 de abril de 2007 a legislagdo sobre a classificagdo do tabaco em folha,
curado, foi alterada. Nesta ultima regulamentagdo de identidade, qualidade,
embalagem, marcacao e apresentagcao do tabaco em folha curado, definida pela
Instrucdo Normativa n° 10, (Diario Oficial da Unido, 17 de abril de 2007, Secéo I) ndo
mais aparece a definicdo de pé de fumo. Aparecem classificados como residuos
apenas as denominagdes “SC” e “ST”. Sendo que “SC” é constituido de fragmentos
de laminas maiores que 1,56 cm?, isentos de talos e "ST" constituido de fragmentos

de talos com mais de 4 cm de comprimento. Portanto sob os olhos da legislagdo a
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denominacao “p6 de fumo”, que compreende o po e residuos de tamanho infimo,

passa a nao ser mais definida como tal.

Com isso a classificacdo do fumo passa a ser conforme a tabela 1, do anexo |l

da Instrugdo Normativa numero 10:

Tabela 1 - Classificagdo do Tabaco em Folha, Curado — Quadro Sindptico

Classificacao Tabaco em Folha Curado

Grupos TE - Tabaco de Estufa TG - Tabaco de Galpao
Subgrupos FMe FS FMe FS
Classes X, C.BeT X,C.BeT
Subclasses O.Rel L

Tipos 1,2e3 1,2¢3
Subtipos K, G2, G3 e N K.GeN
Residuos SCeST )

Fonte: Instrugdo Normativa n°10, 2007. Ministério da Agricultura.

1.1.1 Aspectos de producao

De forma muito representativa, o setor abrange um total de 182 mil familias
de pequenos agricultores distribuidos em 780 municipios da regigo sul (Figura 1). E
uma atividade que tem influéncia positiva sobre a economia destas areas
produtoras, remunerando o trabalho da agricultura familiar o suficiente para
sustentar em torno de 800 mil pessoas no meio rural. Para uma producgao estimada
em 678 mil toneladas de fumo, safra 2007/2008, foram plantados 344 mil hectares
de terra. Esta atividade faz com que a industria absorva 30 mil pessoas nos seus
quadros funcionais, contribuindo desta forma para geragao de emprego também no

meio urbano.
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Producao de Fumo no Sul do Brasil

780 municipios produtores
A 182 mil familias de pequenos produtores
800 mil pessoas no meio rural
344 mil hectares plantados
678 mil toneladas

30 mil empregos diretos nas indistrias

R$ 3,2 bilhdes receita aos produtores (satra 06i07)

Figura 1 - Mapa da Regido Sul com principais numeros do setor.
Fonte: SINDIFUMO (http://www.sindifumo.com.br/)

Segundo o SINDIFUMO (2008) em 2007 as exportagcdes do setor alcangaram
700 mil toneladas e divisas da ordem de US$ 2,2 bilhdes/FOB. Este resultado com a
comercializacdo do tabaco faz com que circule entre os plantadores de fumo o

equivalente a R$3,2 bilhdes.

Considerando todo o setor produtivo, como aquisi¢ao de insumos, transporte,
pagamento de funcionarios, energia e toda gama de atividades relacionadas a
producdo, a movimentacgao financeira gerada nesta cadeia supera os R$ 10 bilhdes
(Sindifumo, 2008).

Com relagdo ao numero de pessoas envolvidas, de acordo com a AFUBRA
(2008), “o setor fumageiro presta importante contribuigdo social envolvendo mais de
2,4 milhdes de pessoas no processo. Com isso, ameniza 0 desemprego, uma das

grandes preocupacdes mundiais” (Tabela 2).

Tabela 2 - Fumicultura brasileira. Importancia Social.
Safra: 2006 / 07

- Empregos
Descrigdo Diretos k Indiretos Total %
Lavoura 925.000 925.000 38,5
Industria 35.000 35.000 1,5
Diversos 1.440.000 1.440.000 60,0
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TOTAL 960.000 1.440.000 2.400.000 100
Fonte: AFUBRA. 2008. http://www.afubra.com.br

De acordo com a estatistica realizada pela AFUBRA sobre o perfil do produtor
de fumo, (Figura 2) fica visivel que esta € uma atividade quase que estritamente

apropriada para a pequena propriedade rural.

Mata Nativa

Pastagens
3,5 ha 2,7 ha
Mata
Reflorestada
outras culturas 1,7 ha

0,9 ha ‘

Acudes e
areas
descanso
Milho 2,0 ha

2,8 ha Area com
Feijso Fumo - 2,7ha
h Representa 80%
0,5 ha do valor produzido
na Propriedade

Figura 2 - Perfil do produtor de fumo — area média por propriedade 16,8 ha.
Fonte: AFUBRA. 2008. http://www.afubra.com.br

A area média utilizada nesta atividade é de 16,8 ha. Deste total sdo utilizados
2,7 ha para a producdo do tabaco, que é responsavel por 80% da renda do
agricultor. O espago destinado a preservagdo de mata nativa e reflorestamento
representa em média 26,8% das areas. Acudes e areas de descanso, somados as
areas de pastagens, ocupam 32,7% das propriedades. Milho, feijao e outras culturas
sdo produzidos em um espaco equivalente a 2,8 ha, 0,5 ha e 0,9 ha em média,

respectivamente, por estes agricultores familiares (AFUBRA, 2008).
Para se ter uma nogao do volume de fumo em folha produzido no Brasil e sua

distribuicdo geografica, a Figura 3 mostra que a regido sul é realmente o principal

produtor de tabaco do pais, com 96% do total.
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Figura 3 - Producdo média de fumo do Brasil e dos principais estados produtores — 1998

a 2000 e 2001 a 2003

Fonte: Atlas Econémico do Rio Grande do Sul.

Somente o Rio Grande do Sul produz em torno de 50% deste total, sendo

desta forma o principal produtor brasileiro, seguido por Santa Catarina, 32% e o

Parana com 13%. Todo este volume produzido é quase que totalmente processado

na cidade de Santa Cruz do Sul, RS. Este fato faz com que haja uma grande

producao de residuos desta atividade neste municipio. Nao existem dados oficiais

sobre a quantidade gerada de residuo, mas informalmente o setor informa que esta

quantia possa chegar a soma de 60.000 toneladas por ano.

Visualizando os elos da cadeia produtiva do fumo, conforme organograma da

Figura 4 (AFUBRA, 2008), ha a possibilidade de varios impactos ambientais

decorrerem desta atividade.
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CADEIA PRODUTIVA DO TABACO

ENVOLVIMENTO: 2.4 Milhdes de Pessoas

FABRICAS

Materiais de Maquinas e
Construgio Implementos

-

Transportadores

!

Postos de
Distribuicio

Agroquimicos

¥ Fumicultores

'

Usinas de
Processamento

<

Fabricade
Cigarros

Exportagio — | Vargjista

Figura 4 - Cadeia Produtiva do Tabaco.
Fonte: AFUBRA. 2008. http://www.afubra.com.br

Entre os impactos relacionados a produgdo de fumo destaca-se o impacto
negativo da geragédo de pd de fumo na etapa industrial. Sua destinagéo tem sido a
lavoura dos fumicultores. Por esta razao o setor fumageiro vem buscando solugdes
economicamente viaveis para minimizar os impactos causados pela adi¢ao do p6 de

fumo ao solo, sem um tratamento adequado para tal.

1.1.2 Experiéncias de biorremediagcao de p6 de fumo

Embora em um numero reduzido, algumas alternativas ja foram testadas para
processar este residuo de forma a garantir seu retorno ao meio ambiente de forma

segura. Dentre estas alternativas estao os trabalhos que mostram a degradacgao
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dos residuos, da folha de fumo processada, por processo anaerobio (Meher et al.,
1994; Civillini, 1997). O fato de haver poucos trabalhos sobre a degradacgéo do p6 de
fumo é devido a uma diversidade grande de fatores que influenciam os dois
processos citados e que, por isso, torna-os dificeis de serem trabalhados por um
setor que concentra um numero reduzido de empresas como € o da industria

fumageira.

A literatura sobre degradagdo anaerobia de pé de fumo é bastante limitada.
Um estudo concluido na india (Meher et al., 1994), no Tata Research Design and
Development Center, mostrou que a degradagdo anaerdbia de residuos de fumo
consegue reduzir 60% da DQO, 80% da DBO e em até 75% o teor de nicotina, cuja
concentracéo varia de 3 a 4%, como mostra a Tabela 3. Isto demonstra a habilidade

de certas bactérias em degradar a nicotina.

Tabela 3 - Caracteristica quimica do residuo de tabaco

Constituinte Percentagem
Sélidos Totais 97,2
Sdlidos Volateis (perdidos na queima) 71,9
Carboidratos totais 25-50
Proteina 2,7-4,8
Teor Mineral 12-45
Nicotina 3-4
Cinzas 25

Fonte: Meher et al. (1994)

Em trabalho realizado na Itélia, por Civillini (1997), a bactéria Pseudomonas
putida foi identificada como sendo a de melhor desempenho na degradacédo de
nicotina, quando comparada com Arthrobacter oxidans a 2 e Arthrobacter oxidans
pAO1. Trabalhos como estes demonstram que a possibilidade de degradar o p6 de

fumo é plenamente possivel.

Utilizando p6 de fumo, Schimuneck (2007) comparou seis amostras de
Aspergillus sp. quanto ao potencial de crescimento micelial radial e produgdo de
atividade lipase. Este estudo foi realizado em fungdo do tempo durante cultivo em
meio especifico (fase solida e fase submersa) para indugédo de atividade lipolitica a

base de substrato peptona e Tween 80 acrescido ou ndo de extrato de p6é de fumo.
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Os resultados indicaram que a adicao de extrato de pé de fumo aumenta em
algumas amostras a velocidade de crescimento micelial radial e a atividade lipolitica
para a maioria (cinco) das amostras cultivadas em fase submersa, com excecgao da
cepa de A. fumigatus USP 174. Por outro lado, nos cultivos em fase solida ndo ha

melhora na producéo de lipase com as cepas analisadas.

1.1.2.1 Degradacao anaerdbia

A degradacao anaerdbia apresenta peculiaridades relativas ao processo de
decomposicéo que sdo dificeis de serem controladas quando ndo ha uma tecnologia
apropriada disponivel para tal. Por isso os projetos desenvolvidos para a
decomposicao de residuos organicos sem a presencga de oxigénio se tornam caros
(Landertshammer, 2006).

As fases da fermentacdo anaerdbia sdo bem definidas. Segundo Chernicaro
(1997), citado por Sprenger (2005), “o processo de fermentacdo anaerdbia tem
quatro fases distintas: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese” como

mostra a Figura 5 (Landertshammer, 2006).

1. Fase 2. Fase 3. Fase 4. Fase

Hidrolise Fermentagéo Formacao de acetato  Formagéo de Metano
Macromoléculas Macromoléculas (fase acetogénica) (fase Metanogénica)
(fase hidrolitica) partidas

(fase acidogénica)

H, / CO;
Biomassa / \

Polissaca- > ﬁg@carl y 1 Bactéfias Biogas
rideos AmMincacidos acetogénicas
Proteina Acidos-graxos
A '
Acidos
organicos —P> Acetato
Bactérias Bacteérias Alcool Bactérias
hidroliticas fermentativas Metanogénicas
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Figura 5 - Fases do processo de degradacao anaerdbia.
Fonte: Kaltschmitt et al., 2001.

HIDROLISE — Nesta primeira fase o sistema é dominado por bactérias que
fazem a quebra de polimeros, tais como proteinas, gorduras, celulose, em
mondmeros, como acidos graxos e aminoacidos. Estas bactérias hidroliticas fazem

este trabalho através de suas enzimas extracelulares.

ACIDOGENESE — Nesta fase os monémeros sdo atacados pelas bactérias
fermentativas degradando-os até acidos orgéanicos e alcoois, bem como gas
carbénico e hidrogénio. Os produtos da fermentacdo serdo influenciados pela
concentragcdo do hidrogénio formado. Quanto maior for a pressédo parcial do
hidrogénio, tanto menor sera a formagao de acido acético. Havera mineralizagao das
ligacbes organicas de nitrogénio e enxofre em NH; e H,S. Se isto acontecer em

concentracdes elevadas, podera ocorrer inibicdo da formagao de metano.

ACETOGENESE - nesta terceira fase os acidos organicos e alcoois formados
anteriormente irdo formar acido acético, hidrogénio e diéxido de carbono. Esta fase é
a ultima antes do inicio da metanizacdo. Aqui também ha uma forte dependéncia da

pressao parcial do hidrogénio.

METANOGENESE - quarta e Ultima fase, acontece em condi¢do estritamente
anaerobia. Uma parte das bactérias metanogénicas transforma o hidrogénio e o
dioxido de carbono em metano, e outra parte forma metano a partir do acetato.
Segundo Delweg (1987), citado por TheiRing (2006), 70% do metano formado
provém da degradacao do acetato. Importante ressaltar, também, é que conforme
Kaltschmitt et al. (2001) citado por Landertshammer (2006), 55 a 70% do Biogas
formado é metano (CHs) e 30 a 45% é CO.. Pode haver uma pequena parte de

nitrogénio e oxigénio dentre os gases contidos no Biogas.

Na Tabela 4, abaixo, existem parametros importantes no processo de formacéao

do Biogas que devem ser observados.
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Tabela 4 - Parametros selecionados para o processo de formagéo do Biogas.

Parametros Hidrdlise / Acidificacdo Metanizacio

Mesofilo: 32 —42°C

Temperatura 25-35°C Termofilo: 50 — 58°C
Valor do pH 52-6,3 6,7 -7,5
Potencial Redox - 300mV até + 400mV <-250 mV
Teor de sdlidos < 40% substancia seca < 30% substancia seca
Relagio C/N 10-45 20-30
Necessidade em Nutrientes C:N:P:S 500:15:5:3 600:15:5:3
Micronutrientes Nenhuma exigéncia Ni, Co, Mo, Se

Fonte: Weiland (2001), citado por Theil3ing (2006).

Os principais parametros a serem observados sdo temperatura e pH. Como

mostrado na tabela acima, a melhor temperatura para as trés primeiras fases € em

torno de 30°C. Ja para a fase de formagao do metano € em torno de 35°C a 37°C.

Segundo Theilding (2006), o estagio mesofilico € o mais estavel devido a

grande variedade de bactérias existente nesta faixa de temperatura. Com relagéo ao

pH, a melhor faixa esta entre 6,5 e 7,5. Qualquer variagao fora desta faixa induz a

formacgao de produtos intermediarios capazes de paralisarem a formacgao de metano.

Se durante a metanizacdo o processo se tornar acido demais, o reator deve ser

esvaziado.

Sobre as substancias inibidoras do processo anaerdbio, apresentadas na
Tabela 5, Theilding (2006) destaca que,

“Embora o oxigénio seja toxico para as bactérias estritamente anaerdbias, o
fato de haver 4% de ar advindo do fluxo da formag&o do biogas, no reator
de fermentacao, ndo afeta em nada o processo da pré-retirada de enxofre,
porque as formadoras de metano se encontram em um ambiente no qual
também estao presentes bactérias facultativas anaerébias. Pelo fato destas
consumirem de forma instantdnea o oxigénio presente ndo ha nenhuma
inibigdo da formagdo de metano. Acidos graxos, acido sulfidrico e aménia
na sua forma indissociavel sio inibidores da formacdo de metano. Na
presenca de acidos graxos e H,S livres ha inibicdo quando o pH esta baixo,
enquanto que a amoénia tem sua acgao inibitéria aumentada com valores de
pH altos. Quanto mais alta a temperatura maior o efeito de inibicdo através
da amdnia”.

Tabela 5 - Substancias inibidoras do processo de decomposicao anaerdébio

Concentragio a

Inibidores partir da qual Observagoes
comeca a inibigao
Oxigénio >0,1mg/L O, Inibem as bactérias metanogénicas estritamente anaerdbias.
H.S >50mg /L H,S Com o valor de pH decrescendo aumenta a inibigao
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Com o valor do pH aumentando (a partir de pH =7), e com a
NH, > 3.500 mg /L NH,* . . L
elevacao de temperatura, aumenta o efeito de inibigao.

Acidos
Graxos >2.000 mg/L Hac Com o valor do pH decrescendo aumenta o efeito inibidor

Volateis
Metais Cu > 50, Zn > 150,

O efeito inibidor ocorre somente com metais pesados livres.
Pesados Cr>100mg/L

O efeito inibidor ocorre somente com determinadas espécies de
Antibiético Nenhum efeito bactérias sensiveis a determinados produtos especificos de
antibidticos.

Fonte: Weiland (2001), citado por Theif3ing (2006).

Ja Dellweg (1987), citado por TheiRing (2006) argumenta que,

Outros inibidores como hidrocarbonetos e antibiéticos serao levados para o
processo através dos substratos utilizados na fermentagédo. Assim poderiam
naturalmente os antibidticos exercerem uma agao inibitéria devido ao fato
de serem mortais para as bactérias. Através dos antibiéticos utilizados na
producdo animal poderiam algumas bactérias ndo sobreviverem. Mas isto
geralmente nao atinge as bactérias metanogénicas.

Estes parametros, dificeis de serem controlados, associados as substancias
inibidoras do processo, parecem ser os elementos que impedem um maior
investimento por parte do setor fumageiro, para através de uma degradacéao

anaerdbia, encontrar a solugao para o problema da decomposi¢cao do p6 de fumo.

1.1.2.2 Degradacao aeroébia

Aparentemente mais simples de ser controlada, a degradacdo aerdbia se
apresenta como uma alternativa mais econdmica para degradacdo da matéria
organica em geral. Especificamente como alternativa de estabilizagdo do p6 de

fumo, pode ser visto como uma opcéo interessante.

Kiehl (1985) discorre sobre a existéncia de fatores que regem o processo de
transformagdo da matéria orgénica em humus, através da compostagem aerdbia,

que sao: microrganismos, umidade, aeragdo, temperatura e relagdo carbono /
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nitrogénio (C/N). Para que estes fatores possam contribuir para uma boa

compostagem certos principios devem ser seguidos.

Os microrganismos sdo o0s responsaveis pela transformagdo da matéria
organica crua em matéria organica humificada. Conforme a umidade, temperatura,
pH, teor de oxigénio e tipo de material que estd sendo compostado, estes
organismos podem ser favorecidos ou nao com relagao a sua sobrevivéncia no meio

a ser compostado.

A temperatura € um fator importante e determinante do tipo de microrganismo
que hora atua na decomposi¢cdo. Em funcdo da variagdo da temperatura os
organismos sdo classificados como sendo psicréfilos, meséfilos e termdfilos. A
medida que as condicdes do meio vao se modificando, em funcdo das alteracdes
dos fatores supracitados, as populagdes de organismos vao morrendo e cedendo

espago para outras que passam a dominar a massa.

Todo o processo biolégico necessita da presenga de agua para que 0s
microrganismos possam se desenvolver. Por isso a umidade é um fator
importantissimo na compostagem. A retencado da umidade na massa depende das
caracteristicas do material a ser compostado e de sua porosidade. Quanto mais
finas forem as particulas, menor a presenca de ar e, com isso, a possibilidade de a
agua no meio ocupar 0s espagos vazios € maior. Como consequéncia diminui a
aeracao e o processo bioldgico da decomposigao aerdbia pode ficar prejudicado. O

excesso e a falta de umidade s&o prejudiciais a decomposi¢cdo da matéria organica.

A aeracao contribui para que a decomposicao ocorra de uma forma mais rapida
e para que nao tenha o inconveniente do mau cheiro ocasionado quando a
degradacgéo ocorre na auséncia de oxigénio. O consumo de oxigénio depende da
temperatura, da umidade, da granulometria e do tipo de material que esta sendo

decomposto.
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Outro fator que influencia grandemente o processo aerébio € o aumento ou
diminuicdo da temperatura. Caso o volume da massa a ser processada seja
pequeno, ndao ocorrera aumento de temperatura de forma significativa devido ao
calor gerado pelo metabolismo celular dos organismos se dissipar rapidamente.
Desta forma a temperatura ndo influenciara significativamente a compostagem.
Caso o material seja volumoso, apresentando uma grande massa de matéria
organica, o aumento da temperatura no seu interior sera elevado, podendo atingir
temperaturas bastante altas de até 80°C. Desta forma, a medida que a temperatura
vai aumentando, a diversidade em microrganismos também se alterara. Com a
mudanga da populagcdo de organismo, altera também a velocidade de
decomposi¢cao. Quanto maior a temperatura, maior a velocidade de decomposigao.
Normalmente a compostagem aerdbia ocorre nas faixas mesofila (entre 25°C e 45°C

— faixa 6tima de 30°C a 40°C) e termofila.

A relacao carbono nitrogénio (C/N) é muito importante pois os microrganismos
absorvem estes nutrientes em uma proporcéo de trinta partes de carbono para uma
parte de nitrogénio. Kiehl (1985) cita ainda que o carbono serve ao organismo como
fonte de energia, onde dez partes sao incorporadas ao protoplasma celular e vinte
partes sao eliminadas como gas carbdnico. O nitrogénio é assimilado na estrutura
do organismo na relagao de dez partes de carbono para uma de nitrogénio. Por isso
para que uma compostagem ocorra sem interrupgdes causadas pelo excesso de
carbono em relagédo nitrogénio ou que tenha perdas de nitrogénio devido ao seu
excesso na relagdo com o carbono, o ideal seria que a relagcdo C/N fosse de trinta

para um.

1.2 Lipase

Esta enzima tem sido alvo de estudos devido a sua importancia em processos
industriais. A medida que as tecnologias de producdo vdo se tornando mais

eficientes e baratas, sua utilizacido pela industria se tornara mais frequente.
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As triacilglicerol acil-hidrolases (EC 3.1.1.3) s&o enzimas, denominadas lipases,
que atuam preferencialmente na interface agua/éleo realizando a catalise da reacgao
de hidrélise de triglicerideos para glicerol e acidos graxos livres. Os mais potentes
produtores de lipases sdo os microrganismos, sendo que os fungos sao
notadamente os que produzem maiores quantidades de enzimas (Christakopoulos et
al. 1992, citado por Kamini et al. 1997).

As lipases podem ser usadas em medicamentos (enzimas digestivas) ou ainda
como reagentes clinicos. Estdo presentes também na industria alimenticia como
enzimas modificadoras de sabor. Nas empresas fabricantes de detergentes sao
utilizadas como aditivos nos produtos de limpeza e na industria 6leoquimica para a
sintese de ésteres e modificagdo de gordura. Além disso, as aplicagdes mais
recentes de lipase sao relativas a aplicacdo na resolucido de misturas racémicas
para produzir compostos opticamente ativos (Rao, 1993, citado por Castilho et al.,
1999) e na biodegradagao de plasticos (Jaeger, 1995, Mochizuki, 1995, citado por
Castilho et al., 1999).

1.2.1 Microrganismos produtores de lipases de interesse industrial

Segundo Zaks e Dodds (1998) citado por Silva (2002), as principais fontes
biolégicas de enzimas sdo os fungos filamentosos (60%), bactérias (24%), animais

(6%), plantas (4%), leveduras (4%), e Streptomyces (2%).

Conforme Rapp P. Backhaus (1992), citado por Mahadik et al. (2002), a maioria
das pesquisas tém se concentrado sobre a produgao extracelular de lipase, onde

uma variedade ampla de organismos séao citados.

Em trabalhos realizados com soro de leite para identificagcdo de organismos
produtores de lipase, as bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo os que
predominam. Dartora et al. (acessado internet 2008) cita que o principal grupo

produtor de lipase isolado foi o das leveduras, dentre os quais os géneros
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Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis e Rhodotorula rubra foram identificados.
Com relacao as bactérias, identificou-se a Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.
Ja dentre os fungos filamentosos isolados e caracterizados, aparecem os géneros

Aspergillus e Penicilium.

Varios trabalhos citam a aplicacdo de lipases bacterianas em processos
biotecnolégicos, como constatado no trabalho de dissertacdo de Colen (2006). Ele
destaca que as bactérias produtoras de lipase mais importantes para a industria sao
as dos géneros Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia e
Pseudomonas, sendo que esta ultima se sobressai em relagao as outras. Ja com
relacéo as leveduras, Colen (2006) cita o trabalho de Hadeball (1991) que diz que
apenas alguns géneros como Candida, Saccharomyces, Saccharomycopsis e
Yarrowia sdo capazes de produzir lipase. No entanto a unica levedura que produz

lipase com aplicag¢des industriais é a da espécie Candida rugosa.

Com relagcdo aos fungos, Godtfredsen (1990) e Rubin et al. (1997) em
trabalhos citados por Saxena et al. (2002) afirmam que as espécies mais produtivas

pertencem aos géneros Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Penicillium e Geotrichum.

Conforme Lakshmanan (1993) e Yamane (1987), citado por Ellaiah et al.
(2001), pode-se dizer que dentre os fungos, os mais importantes produtores
comerciais de lipase sao: Rhizopus arrhizus, Rhizopus japonicus, Mucor miehei,
Aspergillus niger, Rhizopus niveus, Candida rugosa, bem como, citado por outros
autores, Aspergillus terreus (Gulati, 1999), Penicillium sp. e Aspergillus sp. (Yadav et
al., 1998).

Dos microrganismos produtores de lipase, os fungos sdao amplamente
reconhecidos como sendo a melhor fonte desta enzima. Por isso sdo usados
preferencialmente para aplicacdes industriais, em especial na industria alimenticia.
Com relagéo a producgdo de lipase, o Aspergillus niger € superior a varios outros
organismos fungicos e sua enzima € apropriada para o uso em muitas aplicagées
industriais (Macris et al., 1996; Fu et al., 1995; citado por Mahadik et al., 2002).
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1.2.2 Métodos de obtencao

Os meétodos comumente utilizados para obtencdo de enzimas sao os de
fermentacdo aerdbia, denominado de “fermentacdo em fase sdlida (SSF, do
acronimo solid state fermentation)” e fermentagdo anaerdbia, denominado de

“fermentacdo submersa (SmF, do acrénimo submerse fermentation)”.

Conforme descrito por Jaeger et al. (1995), citado por Kamini et al. (1997), a
fermentacdo em fase sdlida (SSF) por culturas de fungos resulta em maior

produtividade do que fermentagcéo submersa (SmF).

Na comparagao entre os métodos SSF e SmF, para a producéo de lipase, a
fermentagao solida se mostra economicamente mais viavel do que a submersa. Um
fator que contribui para o baixo custo do processo é a utilizacdo de residuos

agroindustriais, de baixo valor econémico, como substrato (Castilho et al., 1999).

Couto & Sanroman (2004) revisando a literatura afirmou que ha poucos
trabalhos sobre bio-reatores que operam em condi¢gdes SSF. Isto se deve ao fato da
dificuldade que se tem, neste sistema, de se controlar diferentes parametros como
aeracao e oxigenagao, pH, temperatura e umidade. Ja no sistema SmF estes
parametros sdo comumente controlados. Os fatores mais dificeis de serem
controlados no SSF, dentro da massa a ser compostada, sdo temperatura e
umidade. Ainda em sua revisdo Couto afirma o que varios pesquisadores
confirmaram em seus trabalhos ao compararem os dois sistemas de fermentacéao:
que as enzimas produzidas no sistema SSF sdo mais estaveis que as produzidas

em SmF.

Segundo Gombert et al. (1999), o fator que mais influencia na produgao de

enzimas sdo os componentes do meio de cultura, muito mais do que a relagédo C:N.
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Neste mesmo trabalho, comprovou-se que a suplementagdo de 6leo de oliva no
substrato resultava em alta atividade de lipase, enquanto que a suplementacao com

amido resultava em alta atividade de glicoamilase.

1.2.2.1 Fermentagao submersa

Na fermentacdo submersa (SmF) as culturas crescem em um meio aquoso. Os
estudos em laboratérios com SmF sao feitos em bateladas, como por exemplo, no
trabalho realizado por Mahadik et al. (2002). Aqui foram utilizados frascos
erlenmeyer de 250mL contendo 70 mL do meio de cultura SOB. Os frascos foram
inoculados com esporos (aproximadamente 10%.mL™") de culturas crescidas em tubos
de ensaio sobre substrato (inclinado) MYG (extrato de malte 0.5%, extrato de
levedura 0.25%, glucose 1.0% e agar 2.0%) a uma temperatura de 30°C com
agitacdo em incubadora rotatéria (150 — 180 rpm) por diferentes periodos de tempo.
Para separacado do micélio foi utilizado o método de filtracdo, sendo que a cultura
filtrada foi utilizada como fonte de enzima extracelular. Frascos Erlenmeyer com
incubadoras para o controle de temperatura e agitagcdo sado os equipamentos

frequentemente utilizados para trabalhos em laboratérios com SmF.

Até o final da década de 90, século XX, a maioria dos processos
biotecnolégicos com finalidade comercial para extracdo de enzimas eram feitos em

fermentagdo submersa (Castilho et al., 1999).

1.2.2.2 Fermentagao em fase soélida

A fermentacdo em fase soélida (SSF) é definida como qualquer processo de

fermentacao conduzido em um material ndo soluvel que age tanto no suporte fisico
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como no fornecimento de nutrientes na auséncia de liquido livre corrente (Pandey,
1992, citado por Couto & Sanroman, 2004).

Ha muito tempo, suplementos e aditivos (flavorizantes, conservantes,
adogantes, antioxidantes,...) oriundos de microrganismos s&o utilizados na
fabricagdo de alimentos. Exemplos que nos remetem a antiguidade sdo os
processos de fermentacado do arroz pelo Aspergillus oryzae para iniciar 0 processo
“koji” e o do Penicillium roquefortii para produgao de queijo roquefort. Também na
China a fermentacdo em fase solida (SSF) tem sido extensamente utilizada para a

fabricagdo de vinho, molho de soja e vinagre (Couto & Sanroman, 2004).

As possibilidades de utilizacdo do SSF na producédo de suplementos e aditivos
para a industria de alimentos é cada vez mais abrangente. Varios estudos apontam
para as possibilidades de produzir aromas, enzimas (a-amilase, transferase fructosil,
lipase e pectinase), acidos orgéanicos (acido latico), acido citrico e goma xantana
(hetero-polissacarideo, produzido pela bactéria Xanthomonas campestris) (Couto &
Sanroman, 2004).

1.3 O género Aspergillus

Dentre os microrganismos produtores de lipase, o fungo Apergillus niger é o
mais conhecido, bem como reconhecidamente seguro para a produgao de enzimas
a serem utilizadas pela industria de alimentos (Macris, 1996; Fu, 1995; citado por
Mahadik et al., 2002).

Mahadik et al. (2002) cita os trabalhos de Olama & El-Sabaeny (1993) e Kamini
(1998) para mencionar os poucos trabalhos existentes sobre a producao de lipase
por A. niger em SSF, apesar da quase totalidade da literatura sobre sistemas SSF
fazer referéncia a compostagem por fungos. Em seu estudo com A. niger NCIM

1207, demonstrou que esta espécie produz lipase, em SmF, induzido pela presenca
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de dleo, sugerindo que a atividade lipase ocorre na presenga de substratos que
contenham lipidios em seu meio. Todos os estudos feitos com diferentes cepas de
A. niger mostram variagdes na quantidade de lipase extracelular produzida, mas a
fonte de carbono lipidico é essencial para a producdo da enzima. Em especial, a
linhagem A. niger 1207 apresentou caracteristicas interessantes com relagéo a
lipase produzida. Esta se mostrou ativa em um pH 2,5 com 75 a 90% de atividade
residual a uma acidez extrema de pH 1,5 e 2,0, respectivamente. Ao passo que a
atividade normal, conforme trabalhos citados por Mahadik (2002), para as espécies
de A. niger girarem em torno de pH 4 e 7 e temperaturas de 40°C e 55°C (Pabai et
al., 1995; Namboodiri et al., 2000).

Saxena et al. (2002) cita em seu trabalho, na revis&o de literatura, as espécies

A. niger, A. oryzae, A. carneus e A. terreus como sendo produtoras de lipase.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento da pesquisa

Dentre uma amostragem de oito cepas de A. niger, Bjerk (2008) utilizou o
método semi-quantitativo para selecionar a cepa USP 898. O fungo selecionado foi
adicionado ao substrato, para conducdo de um experimento em micro escala

durante 14 dias e outro em macro escala durante 63 dias. Para o experimento em
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macro escala o substrato foi acondicionado em recipientes de 15 litros, contendo p6

de fumo e sebo bovino homogeneizados na proporgao de 2,5:1.

O processo de fermentagcdo aerdbio transcorreu normalmente em micro e
macro escala. Durante o periodo de condugdo dos dois experimentos foi feita
analise bromatoldgica para a determinagcao dos teores de proteina, cinzas, lipidios,

acucares e umidade em diferentes granulometrias do p6 de fumo.

O fluxograma da Figura 6, abaixo, descreve de forma esquematica a

metodologia utilizada para a condugao deste experimento.

‘ Selecao de cepa de A. niger

+ Andlise bromatoldgica do

‘ Preparagao do Inéculo "’ P6 de Fumo
+ em diferentes granulometrias

Fermentagdo em fase soélida de residuos
de p6 de fumo e sebo bovino inoculados
com Aspergillus niger USP898

v v v

Determinacéo de Dosagem de
gordura residual proteina

Dosagem de
atividade lipolitica

Figura 6 - Fluxograma da metodologia empregada para a obtengao de lipase
de Aspergillus niger USP 898 por fermentacdo em fase soélida de sebo bovino

e po6 de fumo.
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2.1.1 Reagentes utilizados

TABELA 6 - Reagentes utilizados durante o desenvolvimento do trabalho.

Os reagentes utilizados encontram-se discriminados na Tabela 6.

Descrigao Marca Lote
Hidroxido de sédio Dinamica 23460
Tween 80 Vetec 0701743
Tampao pH = 10,0 Synth 59837
TampaopH=7,0 Synth 63782
Hexano (PA) Vetec 0701743
Nitrato de aménio Nuclear 99060966
Sulfato de magnésio Synth 67387
Cloreto de sodio Synth 64510
Fosfato monobasico de potassio Synth 42664
Agar bacterioldgico Acumedia 101314
Peptona bacteriolégica Oxoid 331734
Agar Saboreaud Oxoid 288449

32
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2.2 Amostragem

A amostragem foi constituida por oito cepas de Aspergillus niger assim
caracterizadas: USP4, USP9, USP9’, USP10, USP11, CMMI111, USP336 e USP898
(Bjerk, 2008). A sigla USP refere-se a microrganismos pertencentes a Colecao de
fungos da Universidade de Sao Paulo-USP e foi cedido pelo laboratério de
Imunologia de Fungos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A sigla CMMI
refere-se a microrganismos pertencentes a Colecdo de Microrganismos do
departamento de Microbiologia Industrial da Universidade de Santa Cruz do Sul -
UNISC. Os fungos acima relacionados foram mantidos em agar Sabouraud com

repiques quinzenais ou mensais conforme a necessidade.

O p6é de fumo foi obtido do processamento de tabaco de duas industrias
fumageiras, SC e PM, de Santa Cruz do Sul e o sebo bovino recolhido de frigorifico

também do municipio.

2.3 Selecao de cepa de Aspergillus niger

As amostras foram cultivadas em tubos de ensaio inclinados contendo 10 mL
de agar Saboraud (20 g L") previamente esterilizados e incubados por sete dias a
uma temperatura de 30 °C em estufa bacteriolégica. Apds, uma algada de esporos
foram coletados e transferidos para tubos de ensaio de 100 x 10 mm contendo 5 mL
de agar lipase (g L™"): agar bacteriolégico 20; peptona 10; Tween 80 10; sulfato de
magneésio hepta-hidratado 0,5; cloreto de sodio 5; agua destilada 1 L, n&o inclinado e
incubadas por sete dias para determinacado da formacao de coluna de precipitacao

de sab3ao de calcio.

2.4 Analise bromatolégica do p6 de fumo
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A analise foi realizada para a determinacado dos teores de proteina, cinzas,
lipidios e acucares e umidade em diferentes granulometrias: <9, 9-24, 24-48 e >48

mesh para a amostra SC além das amostras brutas SC e PM.

2.4.1 Determinacao de proteinas

Para a determinagdo de proteinas totais foi utilizado o método de Kjeldhal.
Foram pesadas aproximadamente 0,2 g da amostra a ser analisada e 1,5 g da
mistura de catalisadores (96% K,SO., 4% CuS0,.5H,0), para digestdo em tubo Velp
para bloco digestor. Foram acrescentados 3 mL de acido sulfurico concentrado. A
temperatura do bloco foi mantida a 400°C por 20 minutos. O tubo foi retirado do
bloco, e apds esfriar, foram acrescentados 5 mL de perdxido de hidrogénio. O bloco

foi novamente ligado a mesma temperatura por 15 minutos.

Foram acrescentados 40 mL de agua destilada a amostra digerida, para logo
apos ser transferida para um baldo de destilagdo. Foram dissolvidos 7g de NaOH
em 11 mL de agua destilada para adiciona-los ao baldo. Em um erlenmeyer de 250
mL foram colocados 25 mL de H;BO3; 2 %, 10 mL de agua deionizada e 5 gotas de
indicador misto. Este erlenmeyer foi disposto na saida do sistema de destilagdo. A

destilagdo ocorreu durante aproximadamente 3 horas.
A amostra foi titulada com solugdo padronizada de HCI 0,1 mol L. O fator geral

utilizado foi 6,25, para obtengao do resultado em percentual de proteinas.

2.4.2 Determinagao de cinzas
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Na determinacao de cinzas foi utilizado a mufla. Inicialmente os cadinhos foram

tarados por uma hora em mufla a 550°C, ocorrendo seu esfriamento no dessecador.

Foram pesados no cadinho aproximadamente 2 g de amostra, levando-a a
mufla por 3 horas. O cadinho com as cinzas foi pesado e em seguida colocado
novamente a mufla por 1 hora a 550 °C. O cadinho com a amostra foi pesado

novamente. Esta ultima etapa foi repetida até a obtengao de peso constante.

2.4.3 Determinacao de lipidios

Para a determinacgao de lipidios foi utilizado o método de extracdo em extrator
soxhlet. Inicialmente foram tarados os baldes de fundo redondo de 500 mL com as
pérolas de vidro. Foram pesadas aproximadamente 5 g de amostra, em um cartucho
preparado com papel filtro fechado em uma das extremidades, e na outra, fechado
com algodao. O solvente utilizado na extragdo foi o hexano. A extragdo ocorreu
durante 4 horas. Apéds, os baldes foram colocados no rotaevaporador para extracao
do solvente. Feito isto, os baldes foram levados a estufa por uma hora para que todo
o solvente fosse retirado. Esta ultima etapa foi repetida até a obtengdo de peso

constante.

2.4.4 Determinagao de agucares

Para a determinacdo de acgucares totais redutores foi utilizado

espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 420 nm.

Foi preparada uma curva analitica de acordo com a tabela a seguir.
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Tabela 7: Curva analitica de determinacao de agucares totais
redutores em po de fumo.

Solugéao Solugao de

= -1
Baldo Estoque* (mL) Extragdo 1:10*** (mL) mg.mL
Branco 0,0 100 0,0
2 3,0 97,0 0,1250
3 4,5 95,5 0,1875
4 6,0 94,0 0,2500
5 7,5 92,5 0,3125

Foram adicionados 2 mL da solugéo do balédo (2 a 5) em um tubo de ensaio de
30 mL. Ao tubo de ensaio foram adicionados 21 mL de ferricianeto de potassio
alcalino. Os tubos foram aquecidos por dez minutos em banho-maria a 95°C,
resfriados e submergidos em um recipiente contendo agua fria. O espectrofotdmetro

foi zerado com o branco.

Preparo das solugdes:

*Solugao Estoque: Foram dissolvidos 0,625g de D(+) glicose PA e 0,625g de
D(-) frutose PA em baldo volumétrico de 500 mL. O volume foi completado até a
marca com solucao de extracéo 1:10.

** Solugao de ferricianeto de potassio alcalina (solugdo de extragao): Foram
dissolvidos 0,259 de ferricianeto de potassio PA, 12 g de carbonato de sodio anidro
PA e 1,2 g de hidréxido de sédio PA em baldo volumétrico de 1000 mL. A dilui¢o foi
feita até o menisco com agua deionizada.

*** Solugao de Extracdo 1:10: Foram diluidos 100 mL da solucgao de ferricianeto

de potassio alcalina em baldo volumétrico de 1000 mL, com agua deionizada.

2.4.5 Determinagao de umidade
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A umidade foi determinada por secagem em estufa. As placas de Petri foram
colocadas por 1 hora em estufa a 105 °C e apos esfriadas em dessecador. Foram
pesadas aproximadamente 5g da amostra em placa de Petri e secadas em estufa,
com a tampa das placas ao lado, por aproximadamente 5 horas, tampando as
placas imediatamente para evitar que absorvessem umidade. Apds foram esfriadas

em dessecador. A secagem foi feita por uma hora até obter peso constante.

2.5 Producao de lipase em micro escala

O p6é de fumo foi peneirado e separado segundo sua granulometria em 3
faixas: 9-24 , 24-48 e > 48 mesh. Para a obtencdo de enzimas com atividade
lipolitica foram utilizados frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 3 g de p6 de fumo,
2 g de sebo bovino e 2 mL de H,O destilada. Apds a esterilizagdo do meio de cultura
preparado, os frascos foram inoculados com a suspensao do fungo. Os mesmos
foram mantidos a temperatura de 30°C durante um periodo de 14 dias, e as
triplicatas recolhidas em periodos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias, sendo

congeladas e armazenadas para posterior analise.

2.6 Ensaio de producao de lipase em macro escala

A amostra de esporos de cultura de A. niger USP 898 obtida durante cinco dias
de cultivo em agar Sabouraud a 30°C foram suspensas em 3 litros de agua destilada
estéril de modo a obter uma concentragdo de 10" - 10'? esporos vidveis por mL

(quantificados por pour plate).
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Aliquotas de 500 mL de suspensdo de esporos foram distribuidas em 6
recipientes de 15 litros contendo, cada um deles, 5kg de p6 de fumo e 2 kg de sebo
bovino previamente autoclavados e bem misturados. Deste material incubado a 28,5
°C — 32 °C (periodo de 16 janeiro de 2008 a 19 de Mar¢o de 2008) foram recolhidos
10 g de cada recipiente no tempo zero e a cada 2 dias por 14 dias e apds a cada
semana até completar 63 dias, armazenando o material em frascos fechados no

freezer.

A atividade lipase de cada frasco foi determinada recolhendo 1 g de amostra de
fermentacdo (p6 de fumo + sebo) em 19 mL de solugédo de Tween 80 a 5% em
tampao pH 7,0 0,1 mol L e incubada a 37 °C por 50 min em incubadora orbital.
Apos retirada da incubadora orbital, a amostra foi mantida em banho de gelo até
iniciar a titrimetria de acidos graxos liberados. A acidez foi determinada por titrimetria
potenciométrica com hidréxido de sédio a 0,05 mol L™ até pH 9. Simultaneamente foi
realizado para cada frasco um ensaio em branco adicionando 1 g de amostra de
fermentacdo em 19 mL de substrato imediatamente antes de titular. A unidade de
atividade lipolitica (Ul) para esta e demais analises especificadas nas secodes
seguintes, foi considerada como a quantidade em umol de acidos graxos liberados

pela acdo das enzimas contidas em 1g de biomassa durante o tempo de 1 minuto de

incubacao.
Ul = (V NaOH) . (Conc. NaOH) X1 0_3 . 1X106 (1)
T(m inéculo)
Onde:

Ul= Unidade de atividade lipase

V naon = volume de NaOH (mL) consumido durante a titulagcdo, sendo calculado
pela diferenca entre o volume gasto com a amostra e o volume gasto com o branco.

Conc. naon = concentragdo (mol L") do NaOH utilizado

T =tempo de incubagdo em minutos

M inscule = Massa do indculo (g) utilizado
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2.7 Determinacgao do teor residual de sebo bovino

Foi introduzido 1 g de material de fermentagdo em tubo de ensaio grande e
extraido com 3 aliquotas de 10 mL de hexano, agitando por 30 s em agitador de
tubos, o material foi coletado com pipeta pasteur contendo algoddo na ponta e
transferindo o filtrado para um baldo previamente tarado. Foram recolhidas trés
aliquotas no mesmo baldo. O solvente foi evaporado em evaporador rotatério e o
residuo de gordura no baldo determinado por diferenca de massa antes e apés a

extracdo e evaporagao do solvente.

2.8 Determinagao de proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas a partir da utilizacdo do método
espectrofotométrico descrito por Lowry et al. (1951). A partir de uma solugao de 10
g.L™" de albumina bovina, foi confeccionada uma curva de diversas concentragdes de
albumina. Adicionando quantidades previamente calculadas da solugao de albumina
(entre 0 e 500 pL) e 3,5 mL de solugdo C (descrita a seguir), a solugao ficou em
repouso por 15 minutos. Apds foi adicionado 1 mL do reagente de Folin a cada
baldo, completando com agua até 5 mL. A absorbancia foi medida a A 660 nm, em
triplicata, sendo utilizadas concentragdes entre 0 e 10.000 mg L. Para o preparo da
amostra foi pesado 1g de substrato e adicionados 5 mL de tampao fosfato de
potassio pH 7,0 0,1 mol L. Apds, a mistura foi levada a um incubador orbital com
150-200 rpm a uma temperatura constante de 37°C por 30 min. Ao final esta foi
centrifugada (1600xg, 2 min) e filtrada. O sobrenadante foi usado para determinacéo
de atividade enzimatica. Para determinacao das proteinas totais, foram retirados 10
ML de amostra, adicionando-a a 3,5 mL da solugdo C. Ficou em repouso por 15

minutos, logo a seguir foi adicionado 1 mL do reagente de Folin. A absorbancia de
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cada amostra foi medida a A 660 nm, em ftriplicata, correlacionando com os valores

de absorbancia da curva para determinacao da quantidade de proteinas totais.

Solugédo A: Em baldo volumétrico de 250 mL, adicionar 1 g de NaOH, 5 g de

Na,CO; e completar com agua deionizada.
Solucdo B: Em baldo volumétrico de 100 mL, adicionar 1 g de citrato de sédio
(NasCsHs07), 0,5 g de sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO,4. 5H,0) e completar

com agua deionizada.

Solugédo C: Em baldo volumétrico de 50 mL, adicionar 49 mL da solugédo A e 1

mL da solugao B.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise bromatolégica do p6é de fumo

Os teores de proteinas, cinzas, agucares, lipidios e umidade por apresentarem
um padrdo normalmente encontrado nas analises deste material, indicam que o

mesmo pode ser utilizado para a fermentacgéo fungica em fase sodlida.
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Figura 7: Anadlise bromatolégica de amostras de p6 de fumo

Os resultados obtidos na anélise bromatoldgica do p6é de fumo estdo de acordo
com as analises realizadas em outros experimentos com fermentacdo em pé de
fumo (Meher et al., 1994)

Tabela 8: Andlise bromatolégica (em composi¢do ponderal, %) de amostras de p6 de fumo.

Bruto SC <98C 9-24SC 24-488C >48 SC Bruto PM

Proteinas 9,36 +047 7,62+0,62 7,36+123 994+1,73 7,75+1,03 9,45+1,34
Cinzas 19,59+226 14,78+0,05 13,17+0,05 13,20+£0,09 36,42+0,74 14,97+0,16
Lipidios 3,54+0,18 1,14+0,07 3,13%0,18 4,23+0,06 4,48x0,27 3,99%0,17

Umidade 9,30+0,19 10,69+0,20 10,24+0,13 9,46+0,14 7,66+0,13 11,79+0,07

Acucares 6,24+230 494+046 842+156 8,78+156 561+219 9,28+1,94

Os resultados obtidos nas diferentes granulometrias descritas acima, na Tabela
8, mostram pequenas diferengas entre si. Quando visualizamos o0s mesmos
resultados na Figura 7 fica facil perceber uma quantidade maior de cinzas obtidas no
material de menor granulometria (>48 SC) e uma quantidade inferior de lipidios na
amostra de maior granulometria (<9 SC). Ja proteinas, agucares e umidade
demonstram ter um padrao similar em todas as amostras. Isto indica que a utilizagao
do p6 de fumo bruto utilizado em nosso experimento ndo apresenta nenhum risco
com relagcédo a possibilidade de ter algum fator negativo para a producéao de lipase,
que pudesse estar evidenciado quando da comparagdo com os dados de uma

granulometria diferente da utilizada.
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3.2 Selecao de cepa de Aspergillus niger

As oito cepas formaram halos de precipitacdo indicando que os
microrganismos secretaram lipases para a degradacao do Tween 80, adicionado ao

meio de cultura como indutor da atividade lipase.

Segundo Shelley et al. (1987), o agar lipase apresenta caracteristica bastante
interessante, pois ele pode ser utilizado para a determinagdo semi-quantitativa de
acidos graxos liberados pela hidrolise dos ésteres destes acidos. Quando os acidos
graxos sao liberados no meio de cultura, reagem com o calcio também presente,
formando sais de acidos graxos que sao visualizados sob a forma de halos de

precipitacdo brancos na superficie do agar.

Na figura 8 pode ser visualizado que todas as cepas possuem atividade
lipolitica, porém a que se destaca das demais é a cepa (h) de Aspergillus niger USP
898. Pois além de ter formado uma grande coluna de precipitacéo, este € mais turvo
do que os demais, indicando maior concentragcdo de sabao de calcio e,
consequentemente, maior atividade lipase. Além disto, apresentou reprodutibilidade

na triplicata, muito dificil para amostras bioldgicas.
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Figura 8 - Avaliacdo da atividade lipase em coluna das cepas (a) Aspergillus niger
USP 4, (b) Aspergillus niger USP 9, (c) Aspergillus niger USP 9, (d) Aspergillus niger
USP10, (e) Aspergillus niger USP11, (f) Aspergillus niger CMMI 111, (g) Aspergillus
niger USP 336, e (h) Aspergillus niger USP 898

3.3 Determinacgao de lipase em micro escala

Com o objetivo de avaliar a melhor granulometria do pé de fumo e o tempo
necessario para que houvesse uma maior producao de lipase microbiana foi
utilizado no processo de fermentagao o fungo Aspergillus niger USP898 em micro

escala.

A quantidade de acidos graxos liberados esta intimamente relacionada com a
quantidade de lipases microbianas responsaveis pela degradagdo dos respectivos
ésteres de acidos graxos que se encontram presentes no Tween 80 utilizado como

substrato.
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Os resultados obtidos apds a dosagem da atividade lipolitica das amostras

cultivadas em fermentagcao em fase sélida encontram-se na figura 9, a seguir.

—&— 9-24 mesh
—®— 24-48 mesh
> 48 mesh

Atividade lipase (Ul/g)

Tempo de fermentagao (dia)

Figura 9 - Gréfico ilustrativo da variancia de atividade lipolitica com diferentes granulometrias

relacionada ao tempo de incubacgao.

As curvas obtidas com p6 de fumo de granulometria de 9-24 e 24-48 mesh
apresentaram semelhanca no perfil de producgao lipase. Foi possivel verificar uma
resposta mais rapida quanto a produgao de atividade enzimatica utilizando p6 de
fumo com granulometria de 24-48 mesh sendo observados picos de maxima
atividade em 6 e 12 dias de fermentagédo atingindo 12,62+0,66 e 15,05+2,09 Ul/g
respectivamente. Ja utilizando o pé de fumo com menor granulometria foi possivel
observar um pico em 2 dias e outro em 14 dias, mas de menor atividade se
comparado com os valores atingidos com a condigdo de granulometria 24-48 mesh.
E utilizando uma granulometria menor (> 48 mesh) a variagdo da curva foi mais
homogénea. O pico de produgdo mais significativo foi aos 14 dias, porém a

quantidade de enzima produzida foi inferior aos da curva de 24-48 mesh.
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O substrato p6é de fumo possui caracteristicas que aumentam o rendimento do
processo. A principal delas é o grau de acessibilidade do microrganismo ao meio
(tamanho de particula). Quanto menor o tamanho maior sera a area de contado do
microrganismo com o0 meio, entretanto particulas demasiadamente pequenas podem
dificultar a aeracdo e a dissipacdo de gases e calor produzidos, prejudicando o
rendimento do processo. Desta forma €& importante uma granulometria especifica
para otimizar o processo de fermentagcdo (Doelle et al., 1992). Neste trabalho se
percebe que os resultados obtidos estdo de acordo com o observado por Doelle e
colaboradores. A menor granulometria parece oferecer maior resisténcia ao fungo
devido aos fatores citados anteriormente desfavorecerem um pouco o
desenvolvimento do fungo. Quando se compara os dados do de maior tamanho de
particula com os de tamanho intermediario (24 — 48 mesh), as condigbes de melhor
contato, aeragado, dissipagdo dos gases e calor produzidos parecem estar mais

adequadas a granulometria 24 — 48 mesh.

3.4 Avaliagao quantitativa da atividade lipase em macro escala

Com a determinagéo da atividade lipolitica, constatou-se que o fungo se adapta
bem ao p6é de fumo misturado com o sebo bovino, como ja constatado por Bjerk
(2008). A granulometria caracteristica do pé de fumo utilizada neste experimento,
como comentado anteriormente, parece ser um dos fatores que influenciaram na

rapida disseminagao do fungo sobre este substrato, Figura 10.

Figura 10 — Recipientes com substrato (pé de fumo + sebo bovino) colonizado pelo
A. niger USP 898.
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A curva de dados, demonstrada na Figura 11, mostra uma atividade inicial lenta

com picos de produgao caracteristicos no quarto, oitavo e quinquagésimo sexto dias.

Apos o oitavo dia ocorre uma redugao dos valores que é percebido até o
décimo segundo dia. A partir dai comega o segundo pico de produgao que dura dois
dias. Neste momento, décimo quarto dia, inicia novamente uma reducdo da
atividade lipase que se estende até o trigésimo quinto dia. Estas trés semanas, que
denotam a reducgao da lipase no substrato, sdo seguidas por um mesmo periodo de
trés semanas onde ocorre um aumento gradativo da atividade lipolitica. A partir do

quinquagésimo sexto dia inicia novamente o declinio da atividade lipolitica.

14

—l— Experimento |
—@ — Experimento Il

Atividade Lipase (Ul)

0 10 20 30 40 50

Tempo (dias)

Figura 11 - Perfil de atividade lipase em fung¢édo do tempo durante fermentagao em

fase solida de sistema p6-de-fumo/sebo bovino por Aspergillus niger USP 898.

Como observado por Gombert et al. (1999) e Palma et al. (2000), citado por
Macagnan (2007), em experimentos realizados para a producao de lipase em FFS,
sempre ocorre um maximo na atividade lipase devido ao maximo predominio de
fatores indutivos positivos para a producao de lipase, a partir do qual comecam a ser

sobrepujados por fatores negativos, tais como inicio da producao de proteases que
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digerem a enzima, bem como a diminuicdo de substrato indutor ou excesso de acido
graxo livre (retroalimentacdo negativa), além de alteragdo do pH do meio. Se
compararmos o comportamento da atividade lipolitica de nosso experimento com o
grafico apresentado por Macagnan (2007), vemos um comportamento semelhante,
que obedece a logica descrita anteriormente, como periodos alternados de aumento

e decréscimo da producédo de lipase.

3.5 Avaliagao do teor de gordura residual

A Figura 12 descreve a variagado dos teores de gordura, em percentuais, que
ocorreu durante a fermentacdo em fase sélida. Ao analisarmos os resultados obtidos
sobre a gordura residual é possivel notar uma redugao constante dos teores de sebo
bovino. Esta tendéncia € claramente perceptivel a partir do momento em que o
fungo ocupa de forma homogénea a camada superior do substrato. Durante o
periodo inicial de colonizagdo do fungo se percebe uma variagdo com relagdo aos
valores residuais de gordura. Isto pode estar relacionado a coleta das amostras em

pontos que apresentavam concentracdes diferentes do fungo aqui analisado.
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14 T —ll— Experimento |
] —@ — Experimento |l

Gordura residual(%)
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Tempo (dias)

Figura 12 — Percentual de gordura residual em fungao do tempo durante
fermentacado em fase sélida de sistema pé-de-fumo/sebo bovino por Aspergillus
niger USP 898.

3.6 Avaliagao do teor de proteina total

Na Figura 13 observa-se a variagdo do teor de proteina total durante o
experimento. Os valores obtidos variam em propor¢cées bem menores do que os
teores de gordura. Nos quatorze primeiros dias da SSF é mais facil observar uma
variagao, que de acordo com o ja comentado anteriormente pode estar relacionado a
coleta de amostras em pontos cuja colonizagdo do fungo apresentavam diferencga
com relagdo ao tamanho da coldnia contida na amostra. A partir do décimo quarto
dia a variagdo desta curva é mais suave, mas parece acompanhar o observado no
inicio, quando diminui a gordura, diminui também o teor de proteina total, quando

inicia a producgao de lipase os valores iniciam a tendéncia, novamente, de aumento.
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As amostras recolhidas no quadragésimo segundo dia foram perdidas. Por isso, na
Figura 13, observa-se uma descontinuidade dos dados referentes a esta

amostragem.

—#— Experimento 1
—@— Experimento 2

Proteina (nm)

40 50 60

Tempo (dias)

Figura 13 — Teor de Proteina em fungéo do tempo durante fermentagdo em fase

sélida de sistema p6-de-fumo/sebo bovino por Aspergillus niger USP 898.
As variagdes nos resultados obtidas até o décimo quarto dia podem estar

relacionados a coleta de amostras em pontos cuja colonizagao tenha acontecido de
forma mais rapida ou mais lenta. Esta pressdo de indculo diferenciada seria a
responsavel pela obtencdo de valores diferentes do esperado. A partir dai os
resultados, como o de atividade lipolitica, assumem uma tendéncia que esta de
acordo com o observado em outros experimentos, ja citados, como o de Gombert et
al. (1999) e Palma et al. (2000).

Os desvios padrbes observados nos experimentos | e Il podem estar
relacionados a homogeneizacdo do indéculo com o substrato, a diferencas
relacionadas ao crescimento micelial em cada recipiente quando da retirada das

amostras, bem como quanto a profundidade do substrato. Mas, independente da
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diferenca apresentada nestes desvios, o comportamento relativo a produgdo é o

mesmo nos dois ensaios.

Cordova et al. (1997), utilizando bagago de cana e torta de azeite de oliva
como substrato para a SSF de fungos, constatou a importancia da gordura vegetal
para a producgao de lipase. Quando utilizado somente o bagago de cana, os fungos
produziram uma quantidade muito baixa de lipase. Quando a torta de azeite de oliva
foi adicionada ao bagago de cana, a producdo de lipase aumentou
consideravelmente. Em nossa SSF, podemos perceber, da mesma forma, a
importancia da gordura animal, sebo bovino, para a produgao de lipase. Nos trés
ciclos de producéo de lipase observou-se um consumo constante de gordura até o
final do experimento. Gombert et al. (1999), da mesma forma, verificou que os
maiores picos de produgdao de lipase ocorreram quando, ao substrato, foi
acrescentado 6leo de oliva. Ja nos estudos que Mahadik et al. (2002) e Ellaiah et al.
(2001) realizaram com A.niger, também é constatado que o 6leo de oliva € um bom
indutor de lipase e Mahadik et al. (2002), utilizando varias fontes de oleos vegetais,
demonstrou ser a fonte de carbono de base lipidica importante para a formacao de
lipase. Sobre esta importancia da fonte de carbono ser de fonte lipidica pode-se
acrescentar o que Saxena et al. (2002) descreveu em seu experimento com A.
carneus. Os autores mencionam que o mesmo apresentou boa atividade lipolitica
sobre todos os triacilgliceréis utilizados nos varios substratos, mas demonstrou ter
preferéncia por acidos graxos de cadeia de carbono C 12:0. Isto pode indicar que
um dos motivos dos fungos do género Aspergillus produzirem mais ou menos lipase
pode estar relacionado com o tamanho da cadeia de carbono dos acidos graxos

presentes nos triacilglicerodis do sebo.

A grande preocupagao de nosso experimento € poder utilizar residuos
organicos baratos e que estejam disponiveis em grandes quantidades em nossa
regido, como € o caso do pd de fumo e sebo bovino. O p6é de fumo pode ser
adquirido sem custo nas industrias fumageiras de nosso municipio. O sebo bovino,
por sua vez, pode ser adquirido mediante um preco que varia de R$0,20 a R$0,40

por um quilo nos agougues de Santa Cruz do Sul ou por empresas que negociam o
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sebo liquido. Em 28 de agosto de 2008 este produto estava custando R$1,80 o quilo
(Aboissa, 2008). Outras fontes de gordura como azeite de oliva e torta de
oleaginosas, ja citadas em outros trabalhos, sdo mais caras que a gordura de origem
animal utilizada em nosso experimento devido ao custo de transporte. Estes
produtos sdo produzidos em regides muito distantes de nosso municipio e, por isso,
se tornam caros em relacdo ao sebo bovino, que é facilmente encontrado no Vale do
Taquari e Vale do Rio Pardo. Somado a isto os programas e politicas voltadas para
a producdo de biodiesel, bem como a pressao de compra sobre as comodites
agricolas, fazem com que os precos das gorduras vegetais tenham seu prego

impulsionado para cima. Uma tabela de precos pode ser visualizada no ANEXO A.

CONCLUSAO
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Na avaliacdo dos resultados se percebe que o fungo selecionado para
producao de lipase em fase solida, utilizando o p6 de fumo e o sebo bovino como

nutrientes, tem potencial para produ¢cédo em escala comercial.

A producado de lipase através do Aspergillus niger USP 898 demonstrou ser
dependente do tempo, como verificado através dos picos caracteristicos de atividade
lipolitica intercalados por diferentes intervalos de tempo. A boa adaptacédo do fungo
ao p6 de fumo e sebo bovino mostra que ambos podem, perfeitamente, serem

utilizados como substrato para a produgao de lipase.

Analisando os resultados obtidos na analise bromatolégica do pé de fumo, para
diferentes granulometrias, € possivel constatar que os teores de proteina, agucares,
lipidios, cinzas e umidade sdo muito semelhantes. Por ndo haver diferenca entre as
diferentes granulometrias, no que diz respeito ao aspecto nutricional para o fungo, a
utilizacao do po de fumo, na forma bruta, torna-se interessante, pois quanto menor a
necessidade de manipulacdo do material menores serdo os custos para a produgcao

de lipase.
Quando se analisam as curvas de produgdo de lipase e do teor de gordura
residual, fica evidente a importancia da utilizagdo do sebo bovino misturado ao p6 de

fumo. Os dados analisados mostraram que o sebo bovino foi consumido durante

todo o periodo de conducdo do experimento para a producgao de lipase.

PERSPECTIVAS FUTURAS
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Os resultados obtidos pelo grupo de trabalho da UNISC, referentes a
producao de lipase, tém sido animadores. O presente trabalho faz parte de uma
sequéncia de experimentos que visam tornar esta produgao tecnicamente viavel. Por
isso, visando dar sequéncia ao referido trabalho, pode-se pensar na proposicéo de

novos experimentos tais como:
= Realizar experimento em recipientes com menor profundidade, em
formato de bandejas, utilizando uma quantidade maior de substrato para
analisar os resultados relativos a produgao qualitativa e quantitativa de lipase.

= Realizar ensaio para a recuperacao da enzima produzida em SSF.

= Analisar a viabilidade econémica de producao de lipase em SSF com os

residuos po de fumo e sebo bovino.
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ANEXO A — Informativo Semanal www.aboissa.com.br - Acidos Graxos Brutos

Produtos - R$/Ton Min. Max. ICMS Posto Pagto
Acido graxo bruto de algoddo 800,00 1.250,00 12,00% CIF-SP  30dd
Acido graxo bruto de girassol 900,00  1.400,00 12,00 % CIF-SP  30dd

Acido graxo bruto de milho 950,00  1.400,00 12,00% CIF-SP  30dd
Acido graxo bruto misto 850,00  1.350,00 12,00 % CIF-SP  30dd
Acido graxo bruto de palma 900,00 1.400,00 12,00% CIF-SP  30dd
Acido graxo bruto de soja  1.200,00 1.450,00 12,00 % CIF-SP  30dd
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http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/agraxobrutosoja.htm
http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/agraxobrutopalma.htm
http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/agraxobrutomisto.htm
http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/agraxobrutomilho.htm
http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/agraxobrutogirass.htm
http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/agraxobrutoalgod.htm

Gordura recuperada de soja 1.000,00 1.300,00 12,00 % CIF-SP
Oleo recuperado de soja  1.300,00 1.800,00 12,00 % CIF-SP
Residuo de margarina 900,00 1.250,00 12,00 % CIF-SP

28dd
30dd
30dd

Fonte: ABOISSA — 30 de Setembro 2008.
Notas: 1. Informagdes extraidas a partir de negdcios ja realizados
2. Precos e condigdes atuais sob consulta.

3. Especificagdes - clicar sobre o produto
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http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/resmargarina.htm
http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/osojarecup.htm
http://www.aboissa.com.br/informativos/espec/acid/gordrecupsoja.htm
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