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Resumo

A produgdo enzimatica ¢ um dos campos mais promissores dentro das tecnologias para a
sintese de compostos de alto valor agregado, estando em constante crescimento pela grande
capacidade dos microrganismos de realizarem transformagdes quimicas. Dentre os produtos
obtidos via processos fermentativos através de microrganismos estdo as enzimas. As enzimas
produzidas por processos fermentativos tem sido utilizadas para o controle ambiental de
varios ecossistemas, sendo que muitas destas enzimas podem ser produzidas a partir de
residuos industriais, diminuindo os custos de produgdo. Os efluentes de laticinios sdo ricos em
gorduras lentamente biodegradaveis, o que dificulta o tratamento destes efluentes em baixas
temperaturas. As lipases s3o enzimas que catalisam a hidrélise de longas cadeias de
triglicerideos transformando-os em glicerideos e acidos graxos. As lipases microbianas tém
recebido grande atencdo, constituindo o mais importante grupo de enzimas para a aplicagdo
biotecnologica. As lipases vém sendo utilizadas na reducdo da concentragdo dos lipidios
contidos nos efluentes, promovendo a hidrdlise dos dleos e gorduras presentes. Objetivou-se
avaliar a producdo de lipases por fungos isolados a partir de efluentes de laticinios. O efluente
foi coletado na saida do equalizador (P3) e saida do aerador (P6) de uma estacdo de
tratamento de efluentes de laticinios da regido de Passo Fundo, sendo caracterizado quanto a
DBO, DQO, fésforo, nitrogénio e oleos e graxas, de acordo com a metodologia descrita por
APHA (1995). Foi realizado o isolamento de microrganismos dos pontos de coleta através de
técnicas de diluicdes seriadas seguidas de plaqueamento em meio PDA acidificado e
incubagdo a 30° C durante 5 dias. Os microrganismos isolados foram identificados através de
técnicas de microcultivo. A sele¢do dos fungos com potencial de produgdo de lipases foi
avaliada a partir do crescimento dos mesmos em meio PDA contento azeite de oliva como
fonte de carbono. O crescimento dos microrganismos foi acompanhado a partir da medida do
diametro das colonias diariamente, calculando-se a velocidade de crescimento radial (VCR).
Os fungos que apresentaram as maiores VCRs foram utilizados para a produgao de lipases via
fermentagdo submersa, utilizando-se como meios de cultivo os efluentes coletados na saida do
equalizador e aerador do sistema de tratamento de efluentes da industria de laticinios,
acrescido de nutrientes. A fermentacdo foi realizada em erlenmeyers de 300 mL, a 30°C em
“shaker”. Foram coletadas aliquotas para a determinagdo da atividade lipasica. A
caracterizagdo do efluente indicou valores de DQO de 803,27 a 4975,95 mg/L na saida do
equalizador e de 76,58 a 2810,22 mg/L na saida do aerador, o NTK variou de 0,50 a 12,32
mg/L na saida do equalizador e de 1,01 a 35,62 mg/L na saida do aerador, o fésforo total
variou de 0,16 a 0,55 mg/L na saida do equalizador e de 0,06 a 0,32 mg/L na saida do aerador
e o valor dos 0leos e graxas variou de 0,01 a 4,40 na saida do equalizador e de 0 a 5,31 mg/L
na saida do aerador. Na etapa de isolamento foram isolados 21 microrganismos, pertencentes
aos géneros Penicillium, Aspergillus, Trichoderma e Fusarium. A etapa de sele¢do selecionou
os fungos E6, E7, E8, E9, E10, E12, E17, E20 e E21 devido a capacidade de crescimento em
meio contendo azeite de oliva. Na fermentacdo submersa, os fungos E9 (A4spergillus), E21
(Aspergillus) e E20 (Penicillium) foram os que apresentaram as maiores atividades
enzimaticas, de 1,250 a 2,250 pumolAG/mL.min, utilizando-se como meio de cultivo o
efluente coletado na saida do equalizador.

Palavras-chaves: producdo de enzimas, efluente agroindustrial, gorduras e lipidios.



Abstract

The enzymatic production is one of the most promising fields inside of the technologies for the
synthesis of compound from the high value added, being in constant growth for the great
capacity of the microorganisms to carry out chemical transformations. Among the products
gotten from fermentative processes through microorganisms are the enzymes. The enzymes
produced from fermentative processes have been used for the ambient control for several
ecosystems, being that many of these enzymes can be produced from industrial residues,
reducing the costs production. The effluent of dairy is rich in slowly biodegradable fats that
make difficult the treatment of these effluents in low temperatures. Lipases are a group of
enzymes that catalyzes hydrolysis of long chains of triglycerides transforming them into
glycerides and fatty acids. Microbial lipase has received great attention, constituting the most
important group of enzymes for the biotechnological application. Lipases have being used in
the reduction of the lipids concentration contained in the effluent, promoting hydrolysis of the
presents oils and fats. The objective of this work was to evaluate the production of lipase from
isolated fungus from the dairy effluent. The effluent was collected in the exit of the equalizer
(P3) and the exit of the aerator (P6) from an effluent treatment station at a dairy industry in
the region of Passo Fundo/RS being characterized as for DBO, DQQO, phosphorous, nitrogen
and oils and greases, in accordance with the methodology described at APHA (1995). It was
carried out through the isolation of microorganisms from the collection points through
techniques of series dilutions followed of the plating in medium PDA acidified and incubate at
30° C during 5 days. The isolated microorganisms had been identified through micro culture
techniques. The selection of the fungi with potential of lipases production was evaluated from
the growth of them in medium PDA added with olive oil as a carbon source. The growth of
the microorganisms was followed from the measure of the diameter of the colonies daily,
calculating the radial growth velocity (VCR). The fungi that had presented the greater VCRs
had been used for the production of lipases in submerged fermentation, using as a medium of
culture the effluent collected in the exit of the equalizer and aerator from the effluent
treatment system at the dairy industry, increased of nutrients. The fermentation was carried
out in erlenmeyers of 500 mL, at 30°C in shaker. An aliquot had been collected daily for the
lipase activity determination. The characterization of the effluent indicated values of DQO
between 803,27 to 4975,95 mg/L at the exit of the equalizer and the 76,58 to 2810,22 mg/L for
DQO in the exit of the aerator, the NTK varied between 0,50 to 12,32 mg/L in the exit of the
equalizer and from the 1,01 to 35,62 mg/L in the exit of the aerator, the total phosphorus
varied between 0,16 to 0,55 mg/L in the exit of the equalizer and from the 0,06 to 0,32 mg/L
in the exit of the aerator and the value of oils and greases varied from 0,01 to 4,40 in the exit
of the equalizer and from 0 to 5.31 mg/L in the exit of the aerator. In the isolation stage 21
microorganisms had been isolated, they pertained to the genus of Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma and Fusarium. The selection stage selected the fungi E6, E7, ES, E9, E10, E12,
El7, E20 and E21 due their capacity of growth in medium containing olive oil. In the
submerged fermentation, the fungi E9 (Aspergillus), E21 (Aspergillus) and E20 (Penicillium)
had been the omes that had presented the biggest enzymatic activity, from 1,250 to
2,250umolAG/mL.min, using as a cultivation medium the effluent collected from the exit of
the equalizer.

Keywords: production of enzymes, effluent agro-industrial, fats and lipids.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimdtica ¢ um dos campos mais promissores dentro das novas
tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. A tecnologia de produgio e
de aplicagdo das enzimas em nivel industrial estd em poder de algumas companhias
internacionais, que ndo desenvolvem pesquisa no Brasil. A industria quimica brasileira
importa a maior parte das enzimas bio-catalizadoras de matérias auto-sustentaveis. Os altos
custos envolvidos com a tecnologia de producdo e a aplicagdo das enzimas fazem com que
poucos grupos brasileiros sejam competitivos na area de tecnologia enzimatica,
especialmente relacionada as enzimas lipases.

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando gradativamente,
especialmente em areas de engenharia de proteinas e enzimologia em meios nao
convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicagdo das enzimas
como catalisadores em processos industriais. Entre os processos de maior interesses estdo
as reagdes de hidrdlise, as de sintese e as de interesterificacdo de lipideos por meio das
lipases. O elevado potencial de aplicagcdo das lipases € justificado pela sua capacidade de
utilizagdo de uma ampla gama de substratos, sua estabilidade frente a temperatura, pH e
solventes organicos, e sua régio e enantiosseletividade. O reconhecimento dessas vantagens
tem proporcionado um aumento consideravel na producdo e comercializagdo de lipases,
resultando no desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para utilizagdo no
setor industrial. As lipases vém, conquistando uma faixa de mercado crescente das enzimas
industriais.

As lipases sdo encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes animais,
vegetais e microbianas. As lipases eram obtidas a partir de pancreas de animais e usadas

como auxiliar digestivo para consumo humano. As lipases microbianas tinham também um
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custo bem mais elevado quando comparado com outras hidrolases, como proteases e
carboxilases em fun¢do do baixo rendimento do processo fermentativo. Os recentes
avangos registrados na tecnologia do DNA tém permitido aos fabricantes de enzimas
colocar no mercado lipases microbianas com atividade bem elevada, a um custo bem mais
acessivel. As lipases microbianas sdo produzidas por diversas industrias.

A grande diversidade de microrganismos brasileira justifica a busca por novos
produtores de enzimas com caracteristicas especiais, que podem ser aplicadas na producao
de compostos de quimica fina através da biocatalise.

Os fungos filamentosos sdo considerados bons produtores de enzimas, e as lipases
fingicas sdo as preferidas para aplicagdo industrial.

As enzimas sdo na maioria das vezes produzidas na presenca de um indutor, que muitas
vezes pode ser o proprio substrato ou o produto da hidrolise do mesmo, que podem ser
adicionados ao meio de varias maneiras.

A utilizacdo de enzimas no tratamento de despejos industriais t€ém sido desenvolvida
como alternativa ao tratamento convencional de efluentes e tem despertado grande interesse
para pesquisa, em fun¢do das vantagens apresentadas.

A quantidade de proteinas e lipidios que entra nas plantas de tratamento de efluentes
fica entre 60 — 70% do total de matéria organica. No processo de lodo ativado uma elevada
variedade de microorganismos participam do processo de remoc¢do da matéria organica.
Mas apenas pequenas moléculas podem ser capturadas diretamente pelos microorganismos
para o metabolismo intracelular. Conseqiientemente, uma grande fracdo da matéria
organica do tratamento deve ser enzimaticamente hidrolisada através de uma série de
reagdes hidroliticas a unidades menores, que podem ser capturadas pelas células bacterianas
presentes no sistema. Nos dias atuais, estd havendo um crescente interesse no estudo das
exoenzimas em corpos de aguas naturais e em plantas de tratamento de efluente. O
conhecimento da variagdo espacial e temporal das enzimas em tais ecossistemas, dos
organismos produtores de diferentes enzimas, e nos fatores que afetam a atividade das
enzimas, ¢ importante compreender para otimizar a remog¢do da matéria organica em
plantas de tratamento do de efluente.

Os processos alternativos vém sendo utilizados na redugdo da concentrag@o de lipideos

contidos em efluentes por meio de a¢do de enzimas, particularmente as lipases. As enzimas
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apresentam uma importancia particular, pelo fato de hidrolisarem especificamente 6leos e
gorduras, o que pode ser de grande interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de
gordura. As lipases compreendem um grupo de enzimas hidroliticas que atuam na interface
organico-aquoso, catalisando a hidrolise de ligagdes éster-carboxilico, presentes em
acilglicerois. A utilizagdo das lipases reduz os niveis de s6lidos suspensos e lipideos, o que
possibilita melhores condi¢gdes de operagdo no tratamento anaerdbio e desobstrui filmes de
oleos em tubulagdes, resultando no aumento da vida util dos equipamentos.

A questdo desta pesquisa foi verificar se 0os microrganismos presentes no efluente de
laticinios produzem lipases, utilizando um meio de cultura de baixo custo.

O objetivo geral foi avaliar a produg¢do de lipases em fermentagdo submersa por
microrganismos isolados de efluente de laticinios. Os objetivos especificos foram:
a) Caracterizar o efluente dos pontos de coleta (saida do equalizador e do aerador);
b) Isolar microrganismos presentes no efluente de laticinios;
¢) Identificar os microrganismos isolados do efluente de laticinios;
d) Selecionar os microrganismos com potencial de producao de lipases;
¢) Avaliar a produgdo de lipase pelos microrganismos selecionados utilizando como meio

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

2.1 Fermentac¢ao submersa

O processo fermentativo industrial consiste em varias etapas, que sdo divididas em:
operagdes de upstream (pré-tratamento da matéria-prima), quando se trata das etapas pré-
fermentacdo, ou seja, que antecedem a operagdo do reator e cuja finalidade € colocar o
sistema nas condi¢des previamente escolhidas, para que as transformagdes, no reator, se
desenvolvam em condigdes Otimas; e operagdes de downstream (obtengdo do produto),
quando se refere as etapas que ocorrem apos a fermentag@o, que englobam a separagdo e
purificagdo dos produtos e subprodutos obtidos, bem como o tratamento dos residuos
formados (BORZANI et al., 2001).

Os processos submersos consistem naqueles em que o microrganismo ¢ introduzido em
um meio liquido na forma de um indculo, sendo o meio contido em fermentadores providos
de agitacdo e aeragdo (microrganismos aerobios) (REGULY, 2000) e outros controles, tais
como: medidores de pH, temperatura, concentragdo de oxigénio dissolvido, entre outros.
Os nutrientes encontram-se dissolvidos no meio liquido tornando-se facilmente acessiveis
para utiliza¢do pelos microrganismos.

O processo de produgdo ¢ delicado e sofre a interferéncia de grande ntimero de
variaveis, que tornam baixas as chances de éxito. A idade da cultura também interfere, as
culturas jovens sdo mais produtivas. A temperatura de armazenamento dos esporos também
influi, tendo-se verificado que melhor ¢ a faixa de 0 a 5°C. Interfere, ainda, a composi¢ao
do meio de esporulacdo (LIMA et al., 2001).

Os processos de fermentacdo submersa (FSm) foram ampliados mundialmente com a

producdo de antibiodticos, devido a importancia da penicilina durante a segunda guerra
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mundial, tendo sido realizadas inimeras pesquisas a fim de conhecer a cinética destes
processos, os dados de dimensionamento e controle de biorreatores (PANDEY, 2000).

A fermentagdo ¢ uma manifestacdo fisioldgica da célula viva, podendo ser definida
como desassimilagdo (catabolismo de matéria organica como carboidratos, gorduras e
proteinas) através de reagdes acopladas, catalisadas por enzimas intra e extracelulares,
acarretando formacgdo de substancias intermediarias dos produtos finais da oxidacdo
bioldgica total, ou entdo, derivados destas substincias (REGULY, 1996). J4& no sentido
tecnoldgico, significa todo processo em que atuam microrganismos sobre os substratos
organicos, através de seu metabolismo, produzindo determinadas substancias ou substratos
modificados de maior valor agregado. Essas substancias ou produtos de fermentagdes vao
desde alimentos modificados e bebidas alcdolicas, a outros produtos industriais, como
solventes, acidos organicos, enzimas, vitaminas, antibidticos, hormonios, biopolimeros e
proteinas unicelulares (PRESCOTT, 1962).

Os processos fermentativos podem substituir processos puramente quimicos, de sintese
organica, no entanto, aqueles utilizados em escala industrial geralmente dependem da
capacidade do microrganismo responsavel em proporcionar bom e regular rendimento
econdomico do produto, a partir de um substrato barato e disponivel, da facilidade de
recuperacdo ou obtencdo do produto visado, sob forma pura ou, conforme o caso, pronta
para o uso e da impossibilidade ou dificuldade de se obter o produto através de outros
processos (REGULY, 1996).

O processo fermentativo come¢ca com a escolha do agente bioldgico adequado
(microrganismo ou enzima); segue com a transformac¢do da matéria-prima, em condi¢des
que podem exigir esterilizag@o, aeragdo e controle do processo (pH, temperatura etc.); e
finaliza com a separagdo e purificagcdo do produto final (MAKAJOVICH, 2004).

A parte central de um processo fermentativo ¢ o crescimento do microrganismo
industrial em condi¢des ambientais que estimulem a sintese do produto comercial que se
pretende obter, portanto, conforme TREVAN et al. (1990), faz-se necessario conhecer os
microrganismos, controlar seu metabolismo e crescimento, bem como, maneja-los em
grande escala.

No processo fermentativo, a escolha do microrganismo € extremamente importante para

o sucesso da produgdo desejada. A a-amilase, por exemplo, pode ser produzida por, no
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minimo, 28 diferentes cultura microbiana. A cultura de Aspergillus niger tem a capacidade
de produzir mais de 19 tipos de diferentes enzimas, dependendo da indug¢do e/ou do
substrato utilizado (SCHMIDELL et al., 2001).

Os meios de obteng@o de microrganismos de interesse industrial podem ser: isolamento
a partir de recursos naturais, compra em cole¢des de culturas, obten¢do de mutantes
naturais, obten¢do de mutantes induzidos por métodos convencionais e obtengdo de
microrganismos recombinantes por técnicas de engenharia genética. Apds a obten¢do do
microrganismo, ele deve ser isolado, para que se consiga uma cultura pura, sendo que essa
cultura deve ser mantida e cultivada em laboratorio, observando-se as condi¢des 6timas de
pH e temperatura para garantir a sua manutengdo. Na etapa seguinte, se d4 o preparo do
inéculo em laboratdrio, que tem por finalidade conservar a cepa viavel e com capacidade
produtiva. A partir da cultura estoque, propaga-se o microrganismo por meio de
metodologia conveniente até que atinja o volume adequado, em dimensdo industrial, para
entdo ser introduzido no fermentador (BORZANI et al., 2001).

Segundo Lima et al. (2001), chama-se inoculo o volume de suspensdo de
microrganismo de concentragdo adequada, capaz de garantir em condi¢des econdmicas a
fermentagdo de um dado volume de mosto.

O volume do in6culo, bem como sua concentragdo de células, depende do processo de
fermentacgdo subseqiiente e do volume de mosto a ser fermentado. Indicando-se como V a
capacidade util do fermentador, o volume de indculo pode variar, dependendo da
fermentacdo desejada, de 0,005V a 0,5V (0,5 a 50% da capacidade util do tanque). A
técnica de preparo do inéculo, variavel de caso para caso, compreende duas fases: a de
laboratorio e a industrial (LIMA et al., 2001).

Na fase de laboratorio, partindo-se de uma cultura pura, inocula-se um volume
relativamente pequeno de meio nutriente, que ¢, em seguida, incubado em condicdes
favoraveis ao desenvolvimento do microrganismo. A suspensdo obtida é transferida para
um volume maior de meio que €, por sua vez, adequadamente incubado e, a seguir,
transferido para um frasco contendo um volume ainda maior de meio nutriente; e assim por
diante, até se conseguirem alguns litros de suspensdo microbiana. Os cuidados de assepsia,

bem como os volumes de meio utilizados, o nimero de transferéncias ¢ as condi¢des de
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incubagdo, variam com o processo de fermentacdo que se deseja realizar (LIMA et al.,
2001).

O cultivo de microrganismo € sé uma das numerosas fases do processo. O meio em que
cresce 0 microrganismo deve ser formulado de acordo com as matérias-primas e,
posteriormente esterilizado. O conteudo do fermentador, depois de esterilizado deve ser
inoculado com um cultivo viavel, metabolicamente ativo. Logo, para que se possa realizar a
fermentagdo é necessaria, em primeiro lugar, obter um microrganismo adequado para o
processo que se pretenda levar adiante, o que se efetua normalmente selecionando cepas
naturais. A produtividade do mesmo deve aumentar até se obter niveis econdmicos
aceitaveis, o que se realiza mediante melhoras por muta¢do, recombina¢do ou melhoria do
processo (TREVAN et al.,1990).

O processo fermentativo envolve etapas distintas como, a preservagdo € o crescimento
do in6culo, o pré-cultivo no fermentador e a fermentacdo de produgao.

A preservacdo das cepas de produgdo ao longo de um periodo de tempo € um requisito
béasico para uma fermentacdo. Deve-se encontrar um método 6timo de preservagdo para
cada processo e também para cada cepa. As técnicas utilizadas mais freqiientemente sdo o
armazenamento a baixa temperatura (2°C a 6°C); o armazenamento por congelamento (-
18°C a -80°C) e a liofilizagdo que é o melhor método de conservagio (CRUEGER;
CRUEGER, 1993). Outra técnica amplamente difundida é a preservagdo em agar inclinado,
que pode ser combinada com a refrigeragao.

O crescimento do inoculo tem a finalidade de preparar o microrganismo em condigdes
apropriadas, de modo a garantir o desenvolvimento adequado das etapas posteriores. O
cultivo preservado se prolifera inicialmente mediante crescimento em um cultivo liquido
agitado ou em um meio sélido (quando se quer a formagdo de esporos). As condigdes
utilizadas no cultivo inicial (meio, temperatura, entre outras) dependerdo do processo
especifico. Os tempos normais de crescimento variam em fun¢do do tipo de conservacao
das cepas, sendo que os cultivos refrigerados crescem em um tempo menor. Para se obter
bons rendimentos influi, ndo s6 o nimero de células e esporos, mas também o meio
nutritivo utilizado para o indculo, a temperatura de crescimento e a idade do indculo

(CRUEGER; CRUEGER, 1993).
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A concentracdo 6tima de indculo para um fermentador determina o nimero de etapas do
pré-cultivo que sdo necessarias. As vezes, o meio de cultivo de produgdo se utiliza para a
ultima etapa de formag¢do do indculo a fim de induzir a formag¢ao do produto (CRUEGER;
CRUEGER,1993).

Segundo Makajovich (2004), a composi¢do do meio de cultura depende das
necessidades metabdlicas do microrganismo escolhido. Este deve conter todos os nutrientes
necessarios nas concentragdes adequadas, que variam em fun¢@o do microrganismo e do
objetivo do processo. Os meios de cultura utilizados no laboratorio incluem:

a) agua;

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

¢) uma fonte de nitrogénio inorganica (sulfato de amoénia, nitrato de potassio, etc.), organica
(aspargina, succinato de amonia, glutamato, uréia, etc.) ou complexa (farinha de soja,
peptona, etc.);

d) sais minerias, tais como fosfato de potassio, sulfato de magnésio, cloreto de calcio, etc.;
e) elementos tragos: ferro, zinco, manganés, cobre, cobalto, molibdénio.

O meio de cultivo tem uma forte influéncia no processo de fermentagdo e deve possuir os
nutrientes requeridos para o crescimento microbiano, e, além disso, deve favorecer a formacgdo do
produto que se deseja (BORZANI et al., 2001).

Os meios nutritivos para a produ¢do devem ser otimizados ndo s6 nos ingredientes
utilizados, mas também na forma em que se prepara o meio. Os parametros mais
importantes durante a fermentagdo sdo a temperatura, a aeracdo, a pressdo e a agitagdo
(CRUEGER; CRUEGER,1993).

Segundo Lima et al. (2001), os meios devem conter fontes de carbono e energia
(farinhas amiléceas, licores de milho, soja e outros cereais, melagos), fontes de nitrogénio
(farinha de peixe, gelatinas, licores de milho e de soja), substdncias minerais e fatores de
crescimento (extrato de levedura, licor de milho, farinhas de sementes oleaginosas). No
caso de produgdo de enzimas indutiveis, a presen¢a de um indutor ¢ essencial (exemplos:
amido para amilase, uréia para uréase, xilose para xilose isomerase). A otimizacdo de um
meio de cultivo é também, em geral, um processo progressivo de aprimoramento. A
influéncia de certos componentes do meio na produgdo da enzima-alvo pode ser muito

significativa.
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A fermentacdo pelo método de cultura submersa é executada em fermentadores
fechados, equipados com agitadores, dispositivos de aeragdo para introdugdo de ar estéril, e
camisas e serpentinas para o controle de temperatura (PARK, 1983).

Segundo Makajovich (2004), se o processo de fermentagdo submersa exigir assepsia,
esta se consegue mediante a esterilizagdo do meio (dentro ou fora do fermentador), a
desinfec¢do ou esterilizagdo do equipamento por inje¢do de vapor ou mediante o calor
gerado por serpentinas, sendo esta medida extensiva a todos os ductos de entrada e saida e
as valvulas correspondentes e a esterilizagdo do ar mediante filtros adequados.

As fermentagdes sdo realizadas, normalmente, em uma faixa mesdfila em temperaturas
otimas entre 20-45°C. Deve-se escolher a temperatura apropriada para conseguir 0 maximo
crescimento por uma parte e a formagdo Otima de produto por outra (CRUEGER;
CRUEGER,1993).

Durante o processo de fermentacdo, uma série de varidveis devem ser controladas, tais
como temperatura, pH, pressdo e concentracdo de oxigénio; com o intuito de garantir o
maximo de rendimento no decorrer do processo (BORZANI et al., 2001).

A linhagem microbiana utilizada industrialmente ¢, em geral, fruto de um longo
trabalho de melhoramento e, portanto, sigilosamente protegida. A manutencdo da linhagem
requer um minucioso e permanente trabalho de microbiologia industrial (LIMA et al.,

2001).

2.2 Enzimas

As enzimas sdo catalisadores naturais (JUNG, 2002; MENDES, 2005) e muitas sdo
produzidas pela fermentagdo de biomateriais (material de natureza diversa com
caracteristicas para serem usados na fermentacao).

Segundo Lehninger (1976), as enzimas sdo proteinas especializadas na catélise de
reagcdes bioldgicas. Elas estdo entre as biomoléculas mais notdveis devido a sua
extraordindria especificidade e poder catalitico, que sdo muito superiores aos dos
catalisadores produzidos pelo homem.

As enzimas sdo catalisadores organicos produzidos pelas células vivas, que catalisam as

reagdes quimicas nos processos vitais. Uma vez elaborada em uma célula, uma enzima
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podera manter-se independentemente da célula, se condi¢des apropriadas forem mantidas
(PARK, 1983).

As enzimas sdo produzidas em escala crescente através de processos fermentativos
utilizando-se bactérias e fungos, em crescimento em meios nutritivos apropriados. O
Quadro 1 relaciona como exemplos algumas enzimas produzidas industrialmente com o
agente fermentativo, o meio de cultivo, o sistema de fermentagao usado e o seu uso pratico
(REGULY, 1996).

As enzimas sao obtidas de trés grandes fontes:

a) vegetais superiores (malte-amilase, papaina, bromelina, ficina);
b) animais superiores (enzimas pancreaticas, pepsina, catalase, renina); e
¢) microrganismos (amilases, proteases, pectinases, lipases, invertase, glicose-oxidase,

celulase, glicose-isomerase (PARK, 1975).

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

Enzima Agente Meio de Sistema de Uso da enzima
produzida por formador cultivo fermentacio
fermentacio
industrial
o amilase Bacillus Farinha de soja | Cultivo liquido | Liquefacdo de amido
bacteriana subtitilis ¢ desengordurada, | submerso ou (pressacarifica¢do) no
termoestavel Bacillus farelos de cultivo semi- | preparo de mostos para
licheniformis cereais, solido producdo de alcool e
autolisados de conforme o bebidas alcodlicas.
leveduras, agua meio. Preparo de xaropes de
de remolho de glicose, panificagio,
cereais. adesivos de dextrinas.
Protease Bacillus Agua de « Detergentes
bacteriana licheniformis remolho de enzimaticos ¢ producéo
milho de gelatina.
Lactase Aspergillus Meios “ Adocamento de leite,
oryzae amilaceos; impedimento de
farinhas e cristalizagdo de
farelos de arroz, sorvete.
trigo, centeio e
soja
Glicoamilase « « «“ Sacarificagdo de
(amiloglicosidase) mostos amildceos para
produgao de alcool,
bebidas alcodlicas e
xaropes de glicose.




19

Lactase Aspergillus “ « (vide lactase de A.
niger oryzae)
Glicoamilase « « « (vide enzima de A.
oryzae)
Glicose-oxidase « «“ « Remocio de glicose de
ovo desidratado.
Remocdo de O, de
enlatados. Andlise de
glicose em sangue e
urina.
Celulase «“ Meios « Processamento de
amilaceos: frutas e hortaligas.
farinhas e
farelos de arroz,
trigo, centeio e
soja, além de
polpas
Lipase « Meios « Processamento de
amilaceos: laticinios:
farinhas e aromatizacao.
farelos de arroz, Producéo de acidos
trigo, centeio e graxos. Detergentes
soja. enzimaticos.
Pectinase « Meios « Clarificagéo de sucos
amilaceos: de frutas. Correcao de
farinhas e viscosidade de vinhas.
farelos de arroz,
trigo, centeio ¢
soja, além de
polpas de frutas
e hortalicas
Celulase Trichoderma | Meio contendo « Produgio de glicose de
reesei celulose e polpas celulosicas.
hemicelulose,
residuos
agricolas,
previamente
tratados

2.2.1 Caracterizacio das enzimas

Uma das caracteristicas salientes das enzimas é sua especificidade sobre o substrato. As
enzimas atacam um numero muito limitado de compostos, e ndo tem qualquer efeito sobre
os outros. As reagdes enzimaticas se processam sob condi¢des brandas de temperatura e pH

(PARK, 1983).
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As propriedades adicionais das enzimas s2o a atividade de baixa concentragdo, a rapidez
de acdo e a ndo toxicidade. Sdo empregadas em industrias farmacéuticas, alimenticias,
téxteis, de couro, de papel e de minérios (PARK, 1983).

As enzimas sdo essenciais para a vida. Elas catalisam todas as rea¢des bioquimicas na
célula, que na auséncia dela se processariam tdo lentamente que ndo sustentariam a vida
(KREUZER, 2002). As enzimas apresentam como caracteristicas:

a) diminuirem a energia de ativagao, levando a altas velocidades de reagdo,

b) serem muito especificas,

¢) serem sintetizadas pelas proprias células onde atuam,

d) ter concentragdo celular variavel, de acordo com as condi¢des fisioldgicas e

e) podem ter sua atividade modulada, permitindo um ajuste fino do metabolismo ao meio

ambiente (BORZANI et al., 2001).

2.2.2 Estrutura das enzimas

Segundo Lehninger (1995), todas as enzimas sdo proteinas. A sua atividade catalitica
depende da integridade da sua conformagdo protéica nativa. A atividade catalitica
geralmente se perde caso uma enzima seja desnaturada ou dissociada em subunidades. A
atividade catalitica ¢ sempre destruida quando uma enzima ¢ quebrada em seus
aminodcidos componentes. Assim, as estruturas protéicas primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria das enzimas sdo essenciais para o exercicio da atividade catalitica.

As enzimas sdo proteinas globulares e, como todas as proteinas, sdo heteropolimeros de
vinte diferentes aminoacidos; algumas incluem em sua estrutura um componente nao
protéico, designado grupo prostético. Com exce¢do da prolina, os aminoacidos
componentes das proteinas apresentam uma por¢do comum: um atomo de carbono ligado a
uma carboxila, a um grupo amino e a um atomo de hidrogénio. O quarto substituinte do
carbono ¢ uma cadeia, chamada grupo R, especifica para cada aminoacido. As propriedades
particulares de cada aminoacido sdo dadas, portanto, pelo grupo R (BORZANI et al., 2001).

A estrutura protéica e, portanto, das enzimas, pode ser classificada em estrutura

primaria, secundaria, tercidria e quaternaria.
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Na estrutura primdria, os aminoacidos estdo ligados uns aos outros através da ligagdo
peptidica, estabelecida entre o grupo a-carboxila de um aminoacido e o grupo a-amino do
aminodcido subseqiiente, formando uma longa cadeia (BORZANI et al., 2001).

Na estrutura secunddria existem dois tipos diferentes de organizacdo regular,
encontradas nas enzimas. A cadeia peptidica pode ter segmentos organizados em a-hélice.
Essa estrutura é formada e estabilizada por pontes de hidrogénio estabelecidas entre o
atomo de nitrogénio e o dtomo de oxigénio. Cada ligacdo peptidica oferece os elementos
para a formagao da ponte de hidrogénio: um atomo de hidrogénio covalentemente ligado ao
nitrogénio e o oxigénio preso ao carbono por uma dupla ligacdo. O segundo tipo de
estrutura secundaria encontrada nas proteinas ¢ chamada folha B-pregueada. Essa estrutura
¢ formada por um arranjo paralelo de dois ou mais segmentos de cadeias peptidicas quase
totalmente distendidas e também ¢é mantido por pontes de hidrogénio formadas pelos
mesmos elementos que constituem as pontes de hidrogénio da a-hélice. Nesse caso, a ponte
de hidrogénio une dois segmentos distintos da cadeia protéica, e situa-se em posicao
perpendicular ao eixo da cadeia polipeptidica (BORZANI et al., 2001).

A estrutura terciaria descreve a conformagdo tridimensional que a molécula protéica
assume em solucdo, explicando o dobramento da cadeia peptidica com os enrolamentos,
dobras e voltas que a compdem e que a levam a uma forma geral globular. As ligacdes
quimicas que estabelecem e mantém a estrutura terciaria sdo formadas sempre entre os
grupos R dos aminoacidos, que variam em numero € em posi¢cdo para cada enzima e a
organizacdo espacial também varia para cada enzima. Para entender o enovelamento da
cadeia protéica, em primeiro lugar, os grupos R dos aminoacidos podem ser divididos em
dois tipos. Cerca de metade deles sdo apolares (hidrofobicos) e os outros sao polares. Entre
estes, alguns apresentam carga elétrica liquida (positiva ou negativa) e os restantes, embora
ndo tenham carga elétrica, sdo polares por apresentar regides do grupo R mais negativas e
regides mais positivas. Como a adgua ¢ um solvente polar, os grupos R apolares tendem
sempre a aproximar-se uns dos outros (de forma a excluir a dgua) e, no seu conjunto,
situarem-se voltados para o interior da molécula, enquanto os grupos polares voltam-se
para a superficie. Essa localizagdo diferencial dos grupos R, provocada pelas interagdes

hidrofébicas, constitui uma forga poderosa de dobramento da cadeia polipeptidica. E
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importante ressaltar que a forma espacial da enzima, responsavel pela sua funcdo, é
resultado indireto de sua estrutura primaria (BORZANI et al., 2001).

Uma mutagdo que levasse a troca de um unico aminodcido da longa cadeia polipeptidica
de uma enzima poderia acarretar sua completa inativacdo (BORZANI et al., 2001).

Na estrutura quaterndria a organizagdo presente nas proteinas compostas por mais de
uma cadeia polipeptidica e descrevem quantos e quais mondmeros compdem a molécula e
como estes mondmeros estdo associados. As for¢cas que mantém unidos os monomeros
componentes de enzimas com estrutura quaternaria s3o as mesmas que mantém a estrutura
terciaria, ou seja, interagdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e ligacdes salinas,
formadas, entretanto, entre grupos R de aminoacidos pertencentes a cadeias polipeptidicas
diferentes (BORZANI et al., 2001).

Os termos polipeptidicos e proteina ndo sdo sindnimos. Polipeptidio ¢ a cadeia
constituida pelos aminodcidos ligados por ligagdes peptidicas; tem, portanto, uma acep¢ao
estrutural. A palavra proteina esta associada a uma fung¢do. Muitas enzimas sao constituidas
por uma Uunica cadeia polipeptidica, organizada espacialmente e, por terem uma funcao,
sdo, consideradas proteinas. Outras enzimas sdo formadas por duas ou mais cadeias
polipeptidicas, iguais ou diferentes, que isoladamente ndo tem capacidade catalitica; nestes

casos, o termo proteina s pode ser aplicado ao conjunto funcional, e ndo as subunidades.

2.2.3 Acio catalitica

A partir da estrutura protéica pode-se entender melhor a propriedade catalitica das
enzimas. O primeiro ponto a considerar ¢ a grande diferenca de tamanho entre a enzima e
seus substratos. Os reagentes (aqui chamados de substratos) devem ligar-se a molécula da
enzima em uma regido especifica de sua superficie, chamada sitio ativo. O sitio ativo ¢ uma
cavidade com forma definida, aberta na superficie da molécula globular da enzima,
constituida por grupos R de aminoacidos que podem estar distanciados na estrutura
primaria da proteina, mas que os dobramentos da estrutura terciaria trouxeram a
proximidade uns dos outros. E esta forma definida de sitio ativo que confere a

especificidade a catalise enzimatica: para ser reconhecida como substrato uma molécula
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deve ter a forma adequada para acomodar-se no sitio ativo e os grupos quimicos capazes de
estabelecer ligagdes com os grupos R ali presentes (BORZANI et al., 2001).

A caracteristica distintiva de uma reagdo catalisada enzimaticamente € que ela ocorre no
inteiro dos limites de uma cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da enzima chamada
sitio ativo. A molécula que se liga ao sitio ativo e que sofre a a¢do da enzima ¢ chamada de
substrato. O complexo enzima — substrato tem papel central na reagdo enzimatica, ele ¢ o
ponto de partida para os tratamentos matematicos que definem o comportamento cinético
das reagdes catalisadas enzimaticamente e para as descrigdes tedricas dos mecanismos
enzimaticos (LEHNINGER, 1995).

A enzima pode empregar maneiras adicionais de catdlise para ajudar no rompimento e
na formagdo de liga¢des, utilizando grupos -cataliticos funcionais apropriadamente
posicionados. Entre os mecanismos melhor caracterizados estdo a catlise acido base geral
e a catalise covalente (LEHNINGER, 1995).

A catalise acido base geral em muitas reagdes bioquimicas envolvem a formacio de
intermedidrios carregados instaveis que tendem a se romper rapidamente em suas espécies
reagentes constituintes, falhando, assim, em completar a reagdo. Esses intermedidrios
carregados freqlientemente podem ser estabilizados (e, por conseqiiéncia, a reacdo
catalisada) pela transferéncia (retirada ou adi¢do) de prdtons do substrato, ou de um
intermediario, formando uma espécie que se rompe nos produtos mais rapidamente do que
o faz para regenerar os reagentes. A transferéncia de prdotons pode envolver apenas os
constituintes da dgua, ou pode envolver outros doadores e receptores fracos de protons
(LEHNINGER, 1995).

A catélise covalente envolve a formacgido de uma ligagdo covalente transitoria entre a
enzima e o substrato. A ligagdo covalente formada entre a enzima e o substrato pode ativar
o substrato para uma reac¢do subseqiiente em uma forma tal que ¢ usualmente especifica
para o grupo ou coenzima envolvido (LEHNINGER, 1995).

A relagdo espacial entre substrato e enzima ndo deve ser vista segundo um modelo
rigido de chave-fechadura. A aproximacdo e a ligagdo do substrato a enzima altera o
delicado balango de forgas responsaveis pela manutencdo da estrutura tridimensional da
enzima, amoldando sua forma a forma do substrato e fazendo-a adquirir uma nova

conformagdo, ideal para a catalise. Assim como a enzima, os substratos tem sua
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conformacgdo tencionada e distorcida, aproximando-se da conformag¢do do estado de
transicdo. Além disso, o substrato, corretamente posicionado no sitio ativo, estd préximo
de grupos R decisivos para a catalise (BORZANI et al., 2001).

A funcdo de um catalisador ¢ aumentar a velocidade de uma reacdo. Os catalisadores
ndo afetam o equilibrio da reacdo (LEHNINGER, 1995).

A velocidade de uma rea¢do quimica pode também ser acelerada pela adicdo de um
catalisador. Os catalisadores se combinam transitoriamente com os reagentes para produzir
um estado de transi¢do que apresenta uma energia de ativagdo menor do que o estado de
transicdo da rea¢do ndo catalisada, assim, eles aceleram as reagdes quimicas pela reducao
da energia de ativagdo da reagdo. Quando os produtos de reagdo se formam, os
catalisadores livres se regeneram (LEHNINGER, 1976).

A velocidade de uma reagdo reflete sua energia de ativagdo; uma energia de ativacdo
alta corresponde a uma reagdo lenta. A velocidade das reacdes pode ser aumentada pela
elevacdo da temperatura, pois desta forma aumenta o numero de moléculas com energia
suficiente para vencer esta barreira energética. Alternativamente, a energia de ativacdo
pode ser diminuida pela adi¢do de um catalisador. Os catalisadores aumentam a velocidade
das reagdes pela diminuicdo das energias de ativagdo. A enzima nao € gasta no processo € o

ponto de equilibrio ndo ¢ afetado (LEHNINGER, 1995).

2.2.4 Especificidade

A especificidade de acdo ¢ um dos atributos mais notaveis das enzimas, de modo que
somente certos substratos sofrem sua a¢do e unicamente um tipo de reacdo ocorre, sem
reagdes colaterais ou produtos derivados. Se ndo fosse a especificidade das enzimas, as
células brevemente estariam inundadas com reagdes colaterais e produtos derivados. Outro
atributo notdvel das enzimas ¢ sua enorme capacidade catalitica. Ainda que as enzimas
sejam proteinas, sendo, portanto, moléculas relativamente frageis, elas realizam agdes
cataliticas extraordinarias em solucdes aquosas diluidas, nos pHs biologicos e a
temperaturas moderadas, em contraste marcante com as condigdes relativamente extremas

que sdo, muitas vezes, necessarias para acelerar as reagdes quimicas no laboratorio de

quimica organica (LEHNINGER, 1976).
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A mesma enzima de ligacdo que fornece a energia para a catalise € também quem faz a
enzima especifica. Especificidade ¢ a habilidade da enzima de discriminar entre dois
substratos competidores. A energia total derivada da interagdo enzima — substrato ¢
chamada de energia de ligacdo. O seu significado estende-se além da simples estabilizagdo
do complexo enzima — substrato. A energia de ligagdo é a maior fonte de energia livre

usada pelas enzimas para baixar a energia de ativagao das reagdes (LEHNINGER, 1995).

2.2.5 Influéncia do meio sobre a atividade enzimatica

Segundo Borzani et al. (2001), a estrutura e a forma do sitio ativo s3o uma decorréncia
da estrutura tridimensional da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes
de provocar mudangas conformacionais na estrutura protéica. Isso torna a atividade
enzimatica dependente do meio ambiente, notadamente do pH e temperatura.

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH caracteristico em que sua atividade ¢
maxima; acima ou abaixo desse pH, a atividade se reduz. O pH 6timo de uma enzima nao ¢
necessariamente idéntico ao pH de seu meio intracelular normal, que pode estar situado na
parte ascendente ou descendente de seu perfil de atividade em fungdo do pH. Isso sugere
que a inter — relagdo pH — atividade enzimatica pode ser um fator de controle intracelular da
atividade da enzima. A regido do pH na qual ocorre a mudanca de atividade pode fornecer
uma pista para sabermos qual aminoécido esta envolvido. Os efeitos do pH precisam ser
interpretados com um pouco de cautela (LEHNINGER, 1995).

Em resumo, a influéncia do pH sobre a catalise enzimatica ¢ exercida sobre os grupos
dissociaveis de varios aminoacidos. Alguns desses grupos podem fazer parte do sitio ativo
ou serem importantes na manuten¢do da estrutura espacial da molécula. A cada valor de
pH, alguns desses grupos apresentam-se protonados ou desprotonados. Existe uma
concentracdo hidrogenidnica que propicia um determinado arranjo de grupos protonados e
desprotonados, que leva a molécula de enzima a conformagao ideal para exercer seu papel
catalitico. Esse pH otimo depende, portanto, do nimero e do tipo de grupos ionizaveis que
uma enzima apresenta, ou seja, depende de sua estrutura primaria. Por outro lado, quando o

substrato contém grupos ionizaveis, as variacdes de pH também poderdo afetar sua carga. A
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eficiéncia da catdlise dependera entdo, de encontrarem-se, enzimas e substrato com
conformacgdo e carga adequadas para permitir sua interagdo (BORZANI et al., 2001).

A velocidade das reacOes catalisadas por enzima aumenta geralmente com a
temperatura, dentro de certa faixa de temperatura na qual a enzima é estavel ¢ mantém
atividade integral. A velocidade da maioria das reacdes enzimaticas se duplica
aproximadamente para cada elevacdo de 10°C em temperatura. As enzimas, sendo
proteinas, sdo desnaturadas pelo calor e se tornam inativas a medida que a temperatura ¢é
elevada além de certo ponto. O “6timo” aparente de temperatura €, assim, resultante de dois
processos: (1) o aumento normal na velocidade de reagdo com a temperatura e (2) o valor
crescente de desnaturagdo térmica da enzima acima de uma temperatura critica. Ainda que
muitas enzimas sejam inativadas em temperaturas acima de 55 a 60°C, algumas sao
bastante estdveis ¢ mantém a atividade em temperaturas muito mais elevadas
(LEHNINGER, 1976).

A influéncia da temperatura sobre a cinética da reacdo enzimatica deve ser entendida
em duas fases distintas: em principio, aumentos de temperaturas levam a aumentos de
velocidades de reag@o, por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do
sistema, aumentando a probabilidade de choques efetivos entre elas. Este efeito é observado
em um intervalo de temperatura compativel com a manuten¢do da estrutura espacial da
enzima. Temperaturas mais altas levam a desnaturacdo da enzima, ou seja, a perda de sua
estrutura nativa catalitica, por alterarem as ligagdes quimicas que mantém sua estrutura
tridimensional. Rompidas as pontes de hidrogénio, que sdo ligacdes bastante termolabeis,
desencadeia-se uma cascata de alteragdes estruturais, levando a enzima a uma nova
conformagdo ou a um estado sem estrutura definida; a enzima ¢ dita, entdo, desnaturada. A
temperatura que provoca desnaturacdo naturalmente varia para cada enzima, mas
geralmente, estd pouco acima de sua temperatura Otima. A desnaturagdo protéica &
entendida como a perda da estrutura que propicia a funcdo da proteina. Os agentes
desnaturantes preservam apenas as ligagdes covalentes da estrutura protéica, ou seja, as
ligacdes peptidicas (da estrutura primaria) e as pontes dissulfeto (da estrutura terciaria).
Nao s6 temperaturas elevadas levam a desnaturagdo. Outras varidveis do meio que afetam

as ligacdes quimicas tém o mesmo efeito. Assim, valores extremos de pH, provocando
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protonagdo ou desprotonacdo de grupos, ocasionam a perda da atividade da enzima. Na

maior parte dos casos, a desnaturagdo € um processo irreversivel (BORZANI et al., 2001).

2.2.6 Co-fatores e coenzimas

Algumas enzimas dependem, para exercer sua atividade, somente de sua propria
estrutura como proteina, enquanto outras requerem também um ou mais componentes nao —
protéicos chamados co-fatores. Os co-fatores sdo geralmente estaveis ao calor, enquanto
que muitas proteinas enzimaticas perdem sua atividade pelo aquecimento. Quando o cofator
¢ removido a proteina remanescente, que é ela prdpria, cataliticamente inativa recebe o
nome de apoenzima (LEHNINGER, 1976).

O cofator pode ser um ou mais ions organicos, tais como Fe*, Mg2+, Mn*" ou, Zn**, ou
uma molécula organica complexa (metalorganica) chamada, neste caso, de coenzima.
Algumas enzimas requerem ambos, uma coenzima € um ou mais ions metalicos, para
exibirem sua atividade. Uma coenzima (ou ion metéalico) que esta covalentemente ligada a
parte protéica da enzima ¢é chamada de grupo prostético. Uma enzima completa,
cataliticamente ativa unida a sua coenzima e /ou ions metalicos ¢ chamada de holoenzima.
A parte exclusivamente protéica desta enzima é chamada de apoenzima ou apoproteina. As
coenzimas funcionam como transportadoras transitérias de grupos funcionais especificos
(LEHNINGER, 1995).

Os ions metalicos ligam-se a grupos R de aminodcidos da cadeia protéica ou estdo
presentes em grupos prostéticos. Cumprem papel decisivo na catdlise, participando
efetivamente da reacdo quimica. Algumas enzimas aceitam varios ions metalicos bivalentes
como ativadores, como Ca*", Mg”" ou Mn”’, enquanto outras exigem um ion especifico
para a catalise. Esse ion pode ser de Fe, Cu, Ni, Co, Zn, Se ou de outros metais (BORZANI
etal., 2001).

As enzimas que requerem ions metalicos sdo algumas vezes denominadas
metaloenzimas. Em algumas metaloenzimas, o componente metalico sozinho ja possui uma
atividade catalitica primitiva, que é grandemente acentuada pela proteinas enzimatica

(LEHNINGER, 1976).
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As coenzimas funcionam usualmente como transportadores intermedidrios dos grupos
funcionais, de atomos especificos, ou de elétrons que sdo transferidos na reacdo enzimatica
global. Quando a coenzima esta firmemente ligada a molécula enzimatica, ela é geralmente
denominada grupo prostético (LEHNINGER, 1976).

As coenzimas atuam como aceptores de atomos ou grupos funcionais retirados do
substrato em uma dada reagdo e como doadores destes mesmos grupos ao participarem de
uma outra reacdo e, por isto, diz-se que as coenzimas sao transportadas de determinados
grupos (Quadro 2). Durante a catélise, coenzima e substrato acham-se alojados no centro
ativo da enzima, consistindo a reagdo na remocdo de determinado grupo quimico do
substrato e sua transferéncia para a coenzima e vice-versa. Vé-se, portanto, que as
coenzimas ndo apenas sofrem modificagdes em sua estrutura ao participar de uma reagio
enzimatica, mas sdo necessarias em quantidades estequiométricas em relagdo ao substrato.
Todavia, o fato de as coenzimas estarem sendo constantemente recicladas, oscilando entre
apenas duas formas, permite que suas concentragdes celulares possam ser bastante

reduzidas, muito menores do que as concentragdes de substrato (BORZANI et al., 2001).

Quadro 2: Coenzimas e grupos aos quais se ligam ou desligam em diferentes reagdes.
(BORZANTI et al., 2001).

Coenzima Grupo transportado
Adenosina trifosfato (ATP) Fosfato
Biotina CO,
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 reacdo que restaura sua forma original &
catalisada por enzimas diferentes e especificas, que tem em comum apenas o fato de

utilizarem a mesma coenzima. Além disso, na maior parte das reacdes, a ligagdo da
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coenzima a enzima precede a ligagdo do substrato a enzima. A estrutura quimica das
coenzimas ¢ bastante varidvel. Algumas coenzimas, como ATP e o GTP (guanosina
trifosfato), sdo integralmente sintetizadas pelas células. Outras apresentam em sua molécula
um componente organico que ndo pode ser sintetizado pelos animais superiores. Esse
componente, ou um precursor imediato deve entdo ser obtido 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 reagcdes quimicas se aplicam as reagdes catalisadas
por enzimas, porém eles mostram também um aspecto distinto que ndo se observa
usualmente em reagdes ndo — enzimaticas, a saturagdo com o substrato (LEHNINGER,
1976).

Segundo Lehninger (1976), em 1913, uma teoria geral de acdo enzimadtica e cinética foi
desenvolvida por L Michaelis ¢ M. L. Menten, que foi mais tarde ampliada por G.E. Briggs
e J.B.S. Haldane. Essa teoria, que é fundamental para a andlise quantitativa de todos os
aspectos da cinética enzimatica e inibi¢cdo, ¢ melhor desenvolvida para o caso simples de
uma reagdo na qual existe somente um substrato. A teoria de Michaelis — Menten considera
que a enzima E se combina primeiramente com o substrato S para formar o complexo
enzima — substrato ES; este se rompe, e entdo, em uma segunda etapa para formar a enzima
livre e o produto P:

E+S < ES
ES - E +P.

Essas reagdes sdo consideradas reversiveis; as constantes de velocidade para as diregoes

da esquerda para a direita e da direita para a esquerda tém, respectivamente, uma indicagio

positiva e uma negativa (LEHNINGER, 1976).

2.3 Lipidios

Os lipidios sdo compostos organicos soluveis em solventes ndo polares como o

benzeno, cloroformio, e éter, ¢ sdo praticamente insoluveis em agua. Conseqiientemente,
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estas moléculas sdo diversas em suas estruturas quimicas e suas fungdes bioldgicas. Os
lipidios também podem apresentar-se como conjugados a outras macromoléculas como
proteinas, polissarideos, formando lipoproteinas e lipossacarideos. (BAILEY e OLLIS,
1986).

Os lipidios constituem uma grande parte da biomassa da Terra e as enzimas lipoliticas
atuam na modificag¢@o destes componentes insoluveis em dgua. Muitas enzimas processam
diferentes substratos especificos ja sabidos, enquanto apenas comparativamente poucas
enzimas tém estado isoladas em uma forma pura e cristalizadas, e poucas tem sido
conhecidas sobre a sua estrutura e fungao (JUNG, 2002).

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

a) como componentes estruturais de membranas,

b) como formas de armazenamento e transporte de combustivel metabolico,

¢) como uma pelicula protetora sobre a superficie de muitos organismos e

d) como componentes da superficie celular incumbidos do reconhecimento de células, da

especificidade de espécies e da imunidade dos tecidos.

2.4 Lipases

2.4.1 Definicao

As lipases sdo um grupo versatil de biocatalizadores e a sua fungdo natural ¢ de
hidrolisar os triglicerideos para glicerideos e acidos graxos durante a digestdo. Elas s@o
ativas em faixa ampla de pH e temperatura e a maioria das lipases mostram atividade
maxima em pH 7 — 9 e temperatura de 30°C — 40°C (BOMSCHEUER, 2002; CASTRO et
al. 2004; JUNG, 2002; CARVALHO, 2005).

As lipases (triacilglicerol de acil hidrolases, EC 3.1.1.3) catalisam a hidrdlise e a sintese
dos ésteres formados do glicerol e dos 4cidos graxos de cadeia longa. As lipases ocorrem
amplamente na natureza, mas somente as lipases microbianas s3o comercialmente

significativas. As muitas aplicagdes das lipases incluem sinteses organicas, hidrdlise das
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gorduras e dos 6leos, modificagdo das gorduras, realce do sabor no processamento de
alimentos, defini¢do de misturas racémicas e andlises quimicas (SHARMA et al. 2005).

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam na interface organico-aquosa, catalisando a hidrolise de
ligagdes éster-carboxilicas, presentes em acilglicerdis e podendo a reacgdo inversa (sintese)
ocorrer em ambientes com baixa atividade de 4gua (SAXENA et al., 2003 apud MENDES,
2003). As lipases podem ser classificadas como régio-especificas e ndo especificas, ambas
de grande interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de lipideos (SAXENA et
al.,2003 apud MENDES, 2003). As lipases especificas hidrolisam acidos graxos
especificos, como ¢ o caso das lipases de fonte animal que hidrolisam acidos graxos na
posi¢do 1,3 (BENZONANA e DESNUELLE, 1965 apud MENDES, 2003). Esse tipo de
tratamento apresenta algumas vantagens tais como a especificidade que permite controlar
os produtos, o que leva a um aumento dos rendimentos pela ndo-geracdo de subprodutos
téxicos, condicdes moderadas de operacdo, redu¢do do custo em termos de energia e de
equipamentos tornando este processo atrativo sob o ponto de vista ambiental (MASSE et al.
2001 aput MENDES, 2003).

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes, além de quebrar as ligagdes de
éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas de agua (hidrolise). Elas sdo também
capazes de catalisar a reagdo reversa sob condi¢des microaquosas, como por exemplo, a
formacao de ligagdes éster, a partir de um alcool e 4cido carboxilico. Lipases de diferentes
fontes sdo capazes de catalisar a mesma reacdo, embora possam diferir no desempenho sob
as mesmas condig¢des reacionais (CASTRO et al. 2004).

A enzima pode ser especifica com relagdo a molécula dcida ou alcodlica do substrato.
As lipases sao divididas em 3 grupos baseados em sua especificidade.

a) Lipases ndo especificas que quebram a moléculas de acilglicerol na posi¢do randdmica,
produzindo acidos graxos livres, glicerol, monoacilglicerdis como intermediarios. Neste
caso, os produtos sdo similares aqueles produzidos por catalise quimica, porém com menor
grau de termodegradacio, devido a temperatura na biocatélise ser bem inferior.

b) Lipases 1,3 especificas liberam acidos graxos das posi¢cdes 1 e 3 e formam, por essa
razdo, produtos com composi¢cdes diferentes daquelas obtidas pelas lipases nao

regiosseletivas ou mesmo pelo catalisador quimico.
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¢) Lipases acido graxo especificas sdo lipases com acdo especifica na hidrolise de ésteres,
cujos acidos graxos sdo de cadeia longa insaturada com duplas ligagdes, em cis no carbono
9 (CASTRO et al. (2004)).

As lipases microbianas sdo mais utilizadas do que as vegetais e, na sua grande maioria,
ndo sdo nocivas a saude humana, sendo reconhecidas como “Generally Recognized as Save
— GRAS”. Do ponto de vista industrial, os fungos sdo especialmente valorizados como
produtores de enzimas, o que facilita sua recupera¢do do meio de fermentag@o. Os trabalhos
relatados em literatura sobre lipases fungicas sdo numerosos, sendo que o0s mais
extensivamente estudados sdo os fungos Geotrichum candidum, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Rhizopus delemar e Penicillium cyclopium.  As lipases tém sido
utilizadas em industrias de alimentos (desenvolvimento de aromas e maturagdo de queijos),
de detergentes, 6leo quimicas (hidrdlise de dleos e gorduras, sintese de biosurfactantes) e
para tratamento de residuos oleosos provindos da industria do couro e de papel
(CARVALHO, 2005).

As lipases hidrolisam os triglicerideos em di ou monoglicerois e acidos graxos. S@o
geralmente enzimas extracelulares. Os fungos produtores de lipases incluem Aspergillus,
Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichum ¢ as leveduras Torulopsis e Candida. Entre as
bactérias produtoras de lipase se encontram: Pseudomonas, Achromobacter e
Staphylococcus. Destes organismos se utilizam comercialmente Aspergillus, Mucor,
Rhizopus, e Candida aunstrup (CRUEGER, 1993).

As lipases sdo sintetizadas na presenga de indutores, sendo estes o farelo de trigo, farelo
de arroz, dextrinas, bagaco da cana-de-agucar, pedagos de coco e dleo de oliva. As lipases
podem ser produzidas por meio solido ou por fermentacdo submersa (UL-HAQ, 2001).

Segundo Gupta (2003), lipases s3o um importante grupo de enzimas
biotecnologicamente relevante e elas encontram imensas aplicacdes em industrias
alimenticias, laticinios, detergentes e farmacéuticas. Lipases bacterianas sdo na maioria das

vezes extracelular e sdo produzidas por fermentacdo submersa.
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2.4.2 Aplicaciao

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas aumentaram gradativamente,
principalmente, nas 4reas de engenharia de proteinas e enzimologia em meios ndo
convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplica¢@o das enzimas
como catalisadores em processos industriais. Entre os processos de maior interesse estio as
reagOes de hidrolise, sintese e interesterificagao de lipidios por meio das lipases. As razoes
do enorme potencial biotecnologico dessas enzimas incluem fatos relacionados com
(CASTRO et al. (2004):

a) sua alta estabilidade em solventes organicos;

b) ndo requerem a presenga de co-fatores;

¢) possuem uma larga especificidade pelo substrato e,
d) exibem uma alta enantiosseletividade.

Atualmente, as aplicagdes industriais das lipases estdo concentradas nas industrias de
detergentes. Novas aplicagdes vém se estabelecendo nos mais diversos campos, tais como
industrias farmacéuticas, quimicas finas, cosméticas, oleoquimica, couros, polpa de
celulose e papel e no tratamento de residuos industriais. As lipases vém conquistando uma
faixa crescente do mercado de enzimas industriais (CASTRO et al. 2004).

Os beneficios particulares oferecidos por enzimas sdo a especificidade, as suaves
condig¢des e a reducdo do desperdicio. Isto pode ser possivel pela escolha da enzima certa
para controlar quais os produtos sdo produzidos (JUNG, 2002).

As enzimas lipoliticas estdo atraindo uma enorme atengdo por causa do seu potencial
biotecnoldgico. Elas constituem o mais importante grupo de biocatalizadores para
aplicacdes bioquimicas. O alto nivel de produgao de lipase por microrganismos requer nao
somente a super expressdo dos genes correspondentes, mas também um entendimento
detalhado dos mecanismos moleculares governando suas dobras e secre¢do (JUNG, 2002).

O uso de enzimas em biocatalise ambiental vem ao encontro da forte tendéncia dos
governos atuais de intensificar as restricdes a polui¢do ambiental. No caso brasileiro, o
controle ambiental ¢ ainda mais relevante a preservagdo dos ecossistemas que, em fungio
da sua extensdo ¢ biodiversidade, constituem um ativo de valor incalculavel, além de

garantir a representatividade nacional no cendrio mundial (MENDES, 2005).
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As lipases microbianas constituem um importante grupo de enzimas valiosas, devido a
versatilidade de suas propriedades e a facil producdo em massa. As lipases microbianas sao
amplamente diversificadas em suas propriedades enzimaticas e especificidade do substrato,
0 que as torna muito atrativas para a aplicag@o industrial (HASAN, 2006).

A extraordindria diversidade microbiana e a importancia dos fungos como produtores de
enzimas, justifica a busca de novos biocatalisadores com caracteristicas especiais e
passiveis de aplicacdo em biocatalise (CARVALHO, 2005).

As lipases apresentam uma importancia particular, pelo fato de hidrolisarem
especificamente os Oleos e graxas, e isto pode ser de grande interesse para diferentes
finalidades industriais, entre elas o tratamento de efluentes industriais com alto teor de
gordura, como é o caso dos efluentes gerados em laticinios. Quanto ao processo de
obtencdo das lipases, existem dois processos disponiveis € em uso na produg¢do comercial
de enzimas, que sdo a fermentagdo submersa e a fermentagdo em meio solido (LEAL, 19
)

As lipases podem ser utilizadas diretamente na forma bruta (caldo fermentado) ou
isoladas para promover um pré-tratamento do efluente antes da digestdo anaerdbia.
Entretanto, estudos tém sido realizados para verificar a possibilidade de cultivo de
microrganismos produtores de lipases do género Penicillium em associagdo com a digestao
do efluente de extracdo de azeite de oliva (MENDES, 2005).

As lipases sdo extensivamente usadas na industria de laticinios para a hidrolise da
gordura do leite (HASAN, 2006).

As lipases sdo utilizadas em lodo ativado e outro processo de tratamento de aguas
residudrias aerdbicos, nos uma fina camada de gordura deve ser continuamente removida
da superficie dos tanques aerados para permitir o transporte de oxigénio. A escuma rica em
gordura ¢ digerida com lipases (GANDHI, 1997).

Segundo Mendes (2005) e CASTRO et al. (2004), o tratamento de efluentes com
enzimas apresenta algumas vantagens, tais como a especificidade que permite controlar os
produtos, o que leva a um aumento dos rendimentos pela ndo geracdo de subprodutos
toxicos, condi¢des moderadas de operagdo, redugdo do custo em termos de energia e de
equipamentos, simplicidade e facilidade no controle do processo; ndo ha necessidade de

aclimatacdo de biomassa; ndo ha efeitos de choque por carga de poluentes, aplicacdo em
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processos com baixa ou alta concentracdo de poluentes; operacdo em amplas faixas de pH,
temperatura e salinidade, tornando este processo atrativo sob o ponto de vista ambiental.
Para viabilizar economicamente este tipo de tratamento, alguns pontos de natureza técnica
devem ser considerados. E necessdrio conhecer em detalhes os processos industriais
responsaveis pela produgdo dos efluentes: suas variacdes ao longo do tempo, os insumos
empregados, o regime de descarga dos efluentes, o procedimento para limpeza das
instalagdes, sua freqii€ncia e produtos utilizados para esse fim. Todos esses detalhes
operacionais podem influenciar na qualidade dos efluentes. E necessario também fazer uso
de preparagdes enzimaticas ativas e otimizar as condi¢des adequadas de hidrolise.

A aplicacdo de lipases tem sido também preconizada na degradagdo bioldgica e
remogao de carga lipolitica tornado o substrato mais facilmente biodegradavel nos efluentes
industriais gerados em frigorificos, abatedouros, laticinios e industrias de alimentos em
geral. Essas industrias produzem um elevado teor de residuos liquidos e solidos, com
odores desagradaveis, que prejudicam intrinseca e extrinsecamente as unidades industriais.
Além disso, esses residuos contem elevados teores de demanda bioquimica e quimica de
oxigénio (DBO e DQO), tendo em vista que o conteudo de gorduras aumenta a
concentracdo de matéria orgdnica. Neste contexto, processos alternativos que visam a
recuperacdo ou diminuicdo da carga de gorduras de efluentes sdo de extremo interesse para
a industria. Um tratamento preliminar desses efluentes por meio da acdo das lipases reduz o
teor de lipideos, o didmetro das particulas de gorduras em até 60% e o tempo de residéncia
do efluente nas lagoas de estabilizagdo (CASTRO et al. 2004).

O elevado potencial de aplicagdo das lipases ¢ justificado pela sua capacidade de
utilizagdo de uma ampla gama de substratos, sua estabilidade frente a temperatura, pH e
solventes organicos, e sua regio e enantioseletividade (FERNANDES et al., 2004).

A Tabela 1 sintetiza as principais aplicagdes das lipases em diferentes tipos de

industrias de acordo com Castro & Anderson (1995) apud Maldonado (2006).
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Tabela 1 — Aplicacdes industriais de lipases

Industria Aplicagdo
Laticinios Hidrdlise de gordura do leite
Panificagdo Aumento do aroma e da vida de prateleira
Cervejaria Aceleragio da fermentacdo em fungdo dos lipidios
Carne Desenvolvimento do aroma e remog¢ao do excesso de gordura
Farmacéutica Digestao de oleos e gorduras em alimentos
Médica Determinag¢do de triglicerideos no sangue
Papel Tratamento de polpas de celulose
Tratamento de residuos Decomposi¢@o e remogao de substancias oleosas

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

2.4.3 Producao de lipases

Durante o inicio do século XX, houve um crescente conhecimento da enorme
capacidade dos microrganismos em realizar transformagdes quimicas. Logo, pesquisas
sobre as atividades quimicas dos microrganismos — a bioquimica — comegaram a fornecer
varias informacdes. Parece ndo haver limites para os tipos de substancias que podem ser
decompostas ou o tipo de novos compostos quimicos produzidos pelos microrganismos
(PELCZAR, 1996).

Os fungos, os protozoarios, as algas, as bactérias e os virus estdo presentes nas aguas
residudrias. A eficiéncia do processo de tratamento depende das alteragdes bioquimicas
conduzidas pelos microrganismos. Muitos fungos e bactérias sintetizam e secretam enzimas
industrialmente tteis no meio circundante (PELCZAR, 1996).

As enzimas de interesse industrial, em especial as lipases, tém sido produzidas
tradicionalmente por fermentacdo submersa. Entretanto, a fermentacdo em estado solido
pode ser uma alternativa muito interessante quando se utiliza como meio de fermentagdo

um rejeito de baixo custo (GUTARRA, 2005).
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Segundo Sharma (2002), as lipases sdo produzidas por muitos microrganismos e
principalmente por eucariotos. Muitas lipases uteis comercialmente s3o de origem
microbiologica. Os microrganismos produtores de lipase incluem as bactérias, fungos,
leveduras e actinomicestos.

Os microrganismos produtores de lipase tem sido encontrados em diversos habitats tais
como residuos industriais, industrias de processamento de oleo vegetal, laticinios, solo
contaminado com oleos e sementes oleaginosas (SZTAJER et al., 1998 apud SHARMA,
2002), pilhas de adubos quimicos, extremidades do carvao e termas quentes (WANG et al.,
1995 apud SHARMA, (2002)).

Os processos de fermentagdo, inclusive os de produtos alimenticios fermentados, sao
manifestagcdo de reagdes enzimaticas. Apos o conhecimento da natureza das enzimas que
atuam nos processos fermentativos, foi natural que se procurasse isola-las, pois seriam mais
faceis de manipular, permitiriam padronizar sua poténcia e agiriam mais especificamente,
do que os microrganismos intactos. Tais enzimas microbianas isoladas tém uma historia de
uso em alimentos preparados comercialmente e em produtos alimenticios como, por
exemplo, o pao (PARK, 1983).

O primeiro passo na fabricagdo de enzimas microbianas comerciais ¢ a sele¢do de um
microrganismo que, quando cresce em cultura pura, produza a enzima desejada em grande
quantidade. As linhagens especificas de microrganismos empregados na producdo de
enzimas eram originalmente obtidas por isolamento a partir de fontes naturais ou das
culturas mantidas em coleg¢oes estabelecidas, como as de varios laboratérios (PARK, 1983).

A Figura 1 apresenta o procedimento para a produ¢@o de enzima microbiana
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Sele¢do de microrganismos

Incubagdo de microrganismos em tubo de ensaio contendo agar inclinado

—

Incubagdo submersa
Inoculacdo de microrganismos
em meio liquido para semente

Inoculagdo de semente no fermentador
contendo mesmo meio liquido e
incubagio.

Apos incubagdo, centrifugacdo ou
filtrag@o para separagdo de
materiais insoliveis

l

Precipitag@o da enzima por
solvente organico

Secagem da enzima

I

incubagdo semi-solida
inoculagdo de microrganismos
em meio semi-solido para semente

inoculagdo de semente no meio semi-
solido e incubacgao

Apos incubagdo, centrifugagdo ou
filtrag@o para separag@o de materiais
insoluveis.

l

precipita¢do da enzima por
solvente organico

secagem da enzima

/

Padronizagdo da atividade da enzima

Figura 1: Produgdo de enzima microbiana (PARK, 1983). Adaptado por Mirela Roveda.

Segundo Maldonado (2006), a obtengdo do indculo é uma etapa de fundamental

importancia para se atingir bons niveis de atividade enzimatica na fermentagdo e, também,

para garantir a reprodutibilidade dos resultados. A utilizagdo de fungos em fermentacdes

torna a tarefa de reproduzir os resultados mais dificeis, pois o fato de serem organismos
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pluricelulares faz com que padronizacdo do indculo seja mais complexa. E comum nestes
casos a utilizagdo da contagem de esporos em camara de Newbauer para preparacdo do
in6culo, no entanto, tal procedimento ndo garante necessariamente bons niveis de atividade
enzimatica na fermentagdo e nem uma boa reprodutibilidade dos resultados. Além da
quantidade de esporos utilizados e a quantidade de inoculo, a composi¢do do meio de
cultivo, pH e tempo de incubagdo sdo outros fatores muito relevantes na obtencdo de um
inéculo capaz de levar a resultados satisfatorios e reprodutiveis no processo fermentativo.

Segundo Park (1983), cada linhagem de microrganismo produz um grande nimero de
enzimas, mas a quantidade absoluta e relativa de varias enzimas individuais produzidas
varia bastante de uma espécie para outra, e também entre linhagens de uma mesma espécie.
Portanto, selecionam-se linhagens, para produ¢do comercial de enzimas especificas, que
tenham a capacidade de alta produ¢@o de enzima desejada. O processo de sele¢@o consiste
na escolha de culturas originais para producdo da enzima, e na obten¢@o de novas linhagens
de potencial mais alto. As culturas para selegdo sdo obtidas na natureza, particularmente
das fontes ricas em substrato, isto ¢, material no qual a enzima desejada deve agir. A
selecdo inicial pode ser realizada por plaqueamento das culturas em meio de agar sélido
contendo o substrato potencial. Essas linhagens sdo cultivadas como culturas puras no
laboratdrio, e a sele¢do posterior ¢ baseada em ensaios da poténcia da enzima produzida.
Variando-se os constituintes do meio e as condi¢des de producdo, atinge-se o potencial
maximo produtor da enzima desejada.

O nimero de enzimas produzidas por microrganismos atinge milhares, somente em
nimero limitado tem-se atingido significado comercial. Quando se deseja obter uma
enzima que efetue uma certa reagdo, deve-se procura-la entre os microrganismos através de
métodos apropriados de selecdo. Freqiientemente, a descricdo taxondOmica de
microrganismos encontrados em trabalhos especializados como o Manual de Bergey, ou
citagdes da literatura podem conduzir aos microrganismos adequados. Novas linhagens,
isoladas de fontes naturais ricas em substancias suscetiveis a a¢do da enzima também sao
ensaiadas por meio dos procedimentos de laboratorio descritos, através dos quais se
determinam tanto a quantidade maxima de enzima como os procedimentos adequados ao

isolamento da enzima do meio de cultura. Finalmente, os métodos de isolamento e de
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fermentacdo devem sofrer ampliagdo de escala, da instalagdo-piloto para uma escala
industrial (PARK, 1983).

Segundo Malajovich (2004), as enzimas microbianas mostram uma grande
versatilidade. Pode-se encontrar em diferentes organismos enzimas com propriedades
distintas, cumprindo uma fun¢@o semelhante. As condi¢cdes oOtimas de funcionamento
diferem em cada um desses microrganismos, sendo respectivamente 40°C, 37°C e 55-60°C
para a temperatura, ¢ de 3,0-4,0; 7,2 e 6,6; para o pH. Segundo as condi¢des do
bioprocesso, podera ser escolhida uma ou outra.

Segundo Park (1983), tém sido encontradas culturas mutantes de microrganismos com
uma capacidade de producdo comercial de enzimas varias vezes maior que a capacidade
das culturas originais. Freqiientemente, os mutantes produzem menos enzimas € maior
quantidade de produtos metabdlicos indesejaveis, ou enzimas contaminantes. Isto dificulta
o isolamento da enzima desejada e sua purificacdo. Os mutantes sdo obtidos submetendo-se
as culturas a agentes mutagénicos, tais como luz ultravioleta, raios X, raios y ou agentes
quimicos; sob tais condi¢des, a maioria das células morre. As sobreviventes sdo entdo
isoladas em substratos apropriados e, posteriormente, comparadas com as linhagens
originais. Os microrganismos sdo cultivados por incubagdo de culturas puras em meios
estéreis, de pH e composi¢do nutritiva adequados, seguindo-se incubagdo a temperatura
adequada, sob condi¢des aerobias ou anaerobia. As enzimas comerciais sdo usualmente
derivadas de microrganismos aerobios.

Segundo Maldonado (2006), os reatores de mistura sd3o muito empregados nos mais
diversos tipos de processos biotecnoldgicos. Varios trabalhos na literatura procuram
determinar as melhores condi¢des de agitagdo e aeracdo para operagdo destes reatores, bem
como influéncia de diferentes tipos de impulsores.

A otimizagdo do processo industrial contempla o custo da matéria-prima, o tipo de
fermentagdo (submersa ou em meio semi-sélido) e os controles necessarios para o bom
desenvolvimento do processo, como, por exemplo, o pH e a temperatura (MALAJOVICH
2004).

As lipases microbianas sdo produzidas em sua maior parte pela cultura submersa (ITO
et al., 2001 apud SHARMA, 2002). Muitos estudos foram realizados para definir a 6tima

cultura e as exigéncias nutritivas para a producdo de lipase pela cultura submersa. A
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produgdo de lipase ¢ influenciada pelo tipo e a concentragdo de fontes de carbono e de
nitrogénio, o pH da cultura, a temperatura do cultivo, e a concentracdo de oxigénio
dissolvida (ELIBOL E OZER, 2001 apud SHARMA, 2002). As fontes de carbono lipidica
parecem ser geralmente essenciais para obtencdo de um rendimento de lipase elevado;
entretanto, alguns autores produziram bons rendimentos na auséncia das gorduras e dos
6leos.

Segundo Lima et al. (2001), a otimizagdo de um meio de cultivo é também, em geral,
um processo de progressivo aprimoramento. A influéncia de certos componentes do meio
na produgdo da enzima-alvo pode ser muito significativa, eles devem conter fontes de
carbono e energia, fontes de nitrogénio, substancias minerais e fatores de crescimento.

Segundo Maldonado (2006), o estudo de meios industriais de fermentagdo para
obten¢do de produtos biotecnoldgicos tem sido de grande importancia nos Gltimos anos. A
busca por composi¢des que levem a uma maior produgdo enzimatica ¢ um dos principais
objetivos dos estudos realizados. No entanto, outros fatores ganharam importancia
significativa mais recentemente, como a necessidade da obtengdo de composigdes com
menor numero de componentes, obten¢do de atividades enzimdticas maéximas em
determinada condi¢do, reaproveitamento de residuos e outros biomateriais e
principalmente, redu¢@o dos custos de produgao.

A produgdo de lipase pode ser induzida pela adicdo de acido oléico como fonte de
carbono (LOTTI et al., 1998 apud SHARMA, 2002).

O uso de fontes ndo convencionais de carbono e nitrogénio vem crescendo nos ultimos
anos, como mostram muitos trabalhos. A agua de maceracdo de milho, hidrolisados
protéicos, residuos ricos em agucares, proteinas ou material oleoso estdo entre os que mais
freqientemente sdo utilizados na produgdo de lipases (MALDONADO, 2006).

Miranda et al. (1999) estudaram a producdo de lipase por Penicillium citrinum
utilizando um residuo do refinamento de 6leo vegetal como indutor na produg¢do. Foram
utilizados meio de cultura com 1,0% de 6leo de oliva e 0,75% de (NH4),SO4 e outro com
1,6% do residuo industrial e 0,75% de (NH4),SO4. Os resultados obtidos foram
comparados, sendo a atividade maxima obtida com a utilizagdo do 6leo de oliva de 2,63
U/mL e com o residuo industrial , de 5,79 U/mL. Foi avaliada ainda a influéncia da fonte de

nitrogénio e do pH inicial no meio utilizando o residuo industrial. O sulfato de amonio na



42

concentracdo de 0,75% mostrou-se como a melhor fonte de nitrogénio obtendo-se uma
atividade enzimadtica de 6,74 U/mL, com 1,6% de residuo industrial no meio. O pH inicial
do meio de 5,5 propiciou uma maior atividade enzimatica de 5,26 U/mL, utilizando meio
de cultura com 1,6% de residuo industrial e 0,75% de (NH4),SOy.

Maldonado et al. (2001) investigaram a produgdo de lipase por Penicillium restrictum
utilizando diferentes indutores para produ¢ao de lipase (6leo de oliva, de soja e de milho).
Foi obtido a maxima atividade lipolitica de 23,0 U/mL, utilizando-se meio contendo 3,0%
de peptona e 1,5% de 6leo de milho, apds 96 horas de fermentagdo. A fermentagdo foi

realizada a 30° C, 160 rpm e pH inicial do meio de 5,5.

2.5 Fungos

Os fungos foram considerados vegetais durante muito tempo e, somente a partir de
1969, passaram a ser classificados em um reino a parte, denominado Fungi (TRABULSI et
al., 2000). Os fungos apresentam um conjunto de caracteristicas que permitem sua
diferenciagdo das plantas: ndo sintetizam clorofila nem qualquer pigmento fotossintético;
ndo tém celulose na parede celular, exceto alguns fungos aquaticos, € ndo armazenam
amido como substancia de reserva. A presenca de substancias quitinosas na parede da
maior parte das espécies fungicas e a capacidade de armazenar glicogénio os assemelham
as células animais (TRABULSI et al., 2000).

Os fungos como as algas e os protozoarios apresentam uma organizacdo celular
eucaridtica, ou seja, o seu material genético estd contido no ntcleo e separado do
citoplasma pela membrana nuclear (TRABULSI et al., 2000). De acordo com Pelczar et al.
(1996), os fungos ndo sintetizam o seu proprio alimento, sendo classificados como seres
heterotroficos € mostram uma organizagao celular mais complexa com a presenca de varias
organelas. A dispersdo dos fungos na natureza € feita por varias vias: animais, homem,
insetos, agua e, principalmente, pelo ar atmosférico, através dos ventos.

Os fungos s3o ubiquos, encontrando-se em vegetais, em animais, no homem, em
detritos e em abundancia no solo, participando ativamente do ciclo dos elementos na

natureza. Eles sdo seres vivos eucaridticos, como as leveduras, ou multinucleados, como os
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fungos filamentosos ou bolores e os cogumelos (fungos macroscopicos) (TRABULSI et al.,

2000).

2.5.1 Estrutura da célula fungica

As células fungicas sdo eucarioticas. Os fungos originam-se de uma unica célula ou de
um fragmento da hifa e estas unidades apresentam estruturas variadas, sendo que algumas
delas, mais especificamente a parede celular, sdo de grande auxilio na taxonomia destes
microrganismos (PELCZAR et al., 1996).

A parede celular dos fungos ¢ uma estrutura rigida que protege a célula de choques
osmoticos (possui até oito camadas e mede de 200 nm a 350 nm), sendo composta, de
modo geral, por glucanas, mananas e, em menor quantidade, por quitina, proteinas e
lipidios. A membrana plasmatica atua como barreira semipermeavel, no transporte ativo e
passivo dos materiais, para dentro e para fora da célula, sendo constituida de uma porgao
hidrofobica e de uma porg¢ao hidrofilica. As membranas das células dos fungos t€ém em sua
composi¢do quimica esterois, que ndo sd@o encontrados nas células bacterianas. O nucleo
contém o genoma fungico e esta agrupado em cromossomos lineares, compostos de dupla
fita de DNA arrumados em hélice. Dentro do nucleo encontra-se o nucléolo, um corpusculo
esférico contendo DNA, RNA e proteinas. Este corpusculo ¢ o sitio de produgdo do RNA
ribossomal. Os ribossomos sdo sitios da sintese protéica, compostos por RNA e proteina e
ocorrem dentro do citoplasma da célula. Na mitocondria ocorre a fosforilacdo oxidativa,
sendo a mesma composta por membranas de fosfolipidios. Possui membrana interna
achatada (crista) e contém seu DNA e ribossomos proprios. O reticulo endoplasmatico é
uma membrana em forma de rede que se encontra distribuida por toda célula fungica. O
complexo de Golgi ¢ uma agregacdo interna de membranas, que estd envolvida no
armazenamento de substancias que serdo desprezadas pela célula fungica. Os vactiolos
estdo relacionados com o armazenamento de substancias de reserva 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 podem desenvolver-se em meios de cultivo
especiais formando colonias de dois tipos: leveduriformes e filamentosas. As colonias
leveduriformes sdo, de maneira geral, pastosas ou cremosas, lisas e brilhantes
caracterizando o grupo das leveduras. As colonias filamentosas, que caracterizam os
bolores, podem ser algodonosas, aveludadas ou pulverulentas, com os mais variados tipos
de pigmentagdo. Cada hifa tem em torno de 5 um a 10 um de largura e é formada pela
reunido de muitas células. As paredes rigidas das hifas sdo formadas de quitinas, celuloses e
glicanas. As hifas podem ser continuas (ndo-septadas ou cenociticas) ou septadas, conforme
a Figura 2. Ao conjunto de hifas da-se o nome de micélio. O micélio que se desenvolve no
interior do substrato, como elemento de sustentacdo e¢ de absor¢do de nutrientes, é chamado
de micélio vegetativo. O micélio que se projeta na superficie e cresce acima do meio de
cultivo € o micélio aéreo. Quando o micélio aéreo se diferencia para sustentar os corpos de
frutificag@o ou propagulos, constitui o micélio reprodutivo.

O modo de reprodu¢do dos fungos assume fundamental importincia em sua
caracterizagdo morfologica, uma vez que diferentes tipos de reprodugdo traduzem-se em

diferentes tipos morfoldgicos (TRABULSI et al., 2000).

Hifa nao septada Hifes septada

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

O crescimento dos fungos € mais lento que o das bactérias, e suas culturas precisam, em
média, de sete a quinze dias ou mais de incubagdo. A temperatura de crescimento abrange
uma larga faixa, havendo espécies psicrofilas, mesodfilas e termdfilas. Os fungos podem ter
morfologia diferente em fung¢do das condi¢cdes nutricionais e da temperatura de seu
desenvolvimento. A maioria dos fungos tolera uma ampla varia¢do na concentragdo de ions
de hidrogénio com pH 6timo em torno de 5,6 para o seu desenvolvimento. A pigmentacao
dos cultivos, muitas vezes, estd relacionada com pH do substrato (TRABULSI et al., 2000).

No desenvolvimento vegetativo os fungos preferem a obscuridade ou luz difusa e, no
desenvolvimento da parte reprodutiva, procuram a luz para a sua formagdo. A luz solar
direta, geralmente, ¢ um fator fungicida devido as radiag¢des ultravioletas (PELCZAR et al.,
1996).

Os organismos necessitam de uma variedade de elementos quimicos como nutrientes,
para crescerem. Estes elementos sdo necessarios tanto para a sintese como para as fungdes
normais dos componentes celulares (PELCZAR et al., 1996).

Os fungos, devido a auséncia de clorofila, para se nutrirem, necessitam de substancias
organicas que eles proprios sdo incapazes de elaborar, sendo obrigados a viver em estado
de saprofitismo, parasitismo ou simbiose. A nutri¢do da maioria dos fungos se da por
absor¢do, processo no qual enzimas adequadas hidrolisam macromoléculas, tornando-as
assimilaveis através de mecanismos de transporte. As principais enzimas encontradas nos
fungos sdo: lipases, invertases, lactases, amilases, proteinases etc. Ha fungos que tém a
capacidade de hidrolisar substincias organicas complexas como quitina, 0sso, couro,
inclusive materiais plasticos. Os fungos, como todos os seres vivos, necessitam de agua
para o seu desenvolvimento (TRABULSI et al., 2000).

As substancias ou elementos retirados do ambiente e usados para construir novos
componentes sdo chamados nutrientes. Os nutrientes podem ser divididos em duas classes:
macronutrientes e micronutrientes. Ambos os tipos sdo imprescindiveis, mas os primeiros
sdo necessarios em grandes quantidades por serem os principais constituintes dos
compostos organicos celulares. Os macronutrientes incluem carbono, oxigénio, hidrogénio,

nitrogénio, fosforo e enxofre e totalizam cerca de 90 % da composi¢do celular. Os demais
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10 % sdo constituidos pelos micronutrientes: potassio, calcio, ferro e magnésio

(BARBOSA; TORRES, 1998).

2.5.4 Metabolismo

De acordo com Lehninger et al. (2000), o metabolismo é uma atividade celular
altamente dirigida e coordenada na qual muitos sistemas multienzimaticos cooperam para
realizar quatro fungdes basicas:
a) obter energia quimica quer a partir da energia solar capturada, quer pela degradacdo de
nutrientes obtidos do meio ambiente e ricos em energia;
b) converter as moléculas dos nutrientes, também em moléculas caracteristicas da propria
célula, incluindo precursores macromoleculares;
¢) polimerizar precursores monoméricos em proteinas, acidos nucléicos, lipidios,
polissacarideos e outros compostos celulares;
d) sintetizar e degradar as biomoléculas necessarias em fungdes celulares especializadas.

Segundo Pelczar et al. (1996), os fungos obtém energia através da degradacdo, que
consiste na quebra de nutrientes ou substancias quimicas. Durante o catabolismo a energia ¢
liberada das moléculas nutrientes e ¢ armazenada temporariamente em um sistema de
armazenamento de energia até sua utilizacdo. O sistema de armazenamento de energia
também serve como um sistema de transferéncia de energia, quando ela € necessaria para a
sintese dos constituintes da célula. O catabolismo das moléculas nutrientes também fornece
as unidades basicas a partir dos quais os constituintes da célula podem ser sintetizados.
Ainda que os processos de degradagdo e sintese sejam opostos, eles sdo interativos e
processados concomitantemente na célula microbiana. Os microrganismos que obtém a
energia necessdria a partir de nutrientes organicos, devem primeiro decompor o nutriente
em compostos que possam ser utilizados para a sintese de ATP. Isto € feito por uma série
de reagdes consecutivas, catalisadas por enzimas, que consistem no catabolismo.

A glicose, além de ser fonte de energia para o metabolismo, ¢ um precursor capaz de
suprir uma gama de intermedidrios metabolicos que sdo os materiais primarios necessarios
para as reagdes biossintéticas. A partir da glicose, os microrganismos podem obter os

esqueletos carbonicos para a sintese de aminodcidos, nucleotideos, coenzimas, acidos
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graxos e outros intermedidrios metabdlicos necessarios para o seu crescimento e
multiplicagdo (LEHNINGER et al., 2000).

A via de degradacdo da glicose ¢ a glicdlise, formada por duas fases, compostas por dez
etapas enzimaticas em que uma molécula de glicose ¢ degradada em uma série de reacdes
catalisadas por enzimas para liberar duas moléculas de piruvato (PELCZAR et al., 1996).

O piruvato formado pela glicolise pode tomar trés rotas catabdlicas alternativas. Nos
organismos aerdbicos, segundo Lehninger et (2000), como ¢ o caso dos fungos
filamentosos de interesse neste projeto, a glicdlise constitui apenas o primeiro estdgio da
degradagdo completa da glicose. O piruvato ¢ oxidado, com perda do seu grupo carboxila
como CO,, para liberar o grupo acetila da acetil-coenzima A, a qual é entdo totalmente
oxidada a CO; pelo ciclo do 4cido citrico (oito etapas enzimadticas, com finalidade de
potencializagdo de energia, através da transferéncia de elétrons). Os elétrons originados
dessas oxidacdes sdo passados para o O, através de uma cadeia de transportadores na
mitocondria, formando H,O. A energia liberada nas reacdes de transferéncia de elétrons
permite a sintese de ATP nas mitocondrias (LEHNINGER et al., 2000).

A segunda rota para o metabolismo do piruvato ¢ a sua redugdo a lactato através da
chamada via da fermentag¢ao do 4cido lactico, que € o produto da glicélise sob condi¢des
anaerobicas nos microrganismos que realizam a fermentacdo lactica. A terceira rota
principal do metabolismo do piruvato leva ao etanol. Em certos microrganismos, como a
levedura da fabricagdo da cerveja, o piruvato € convertido anaerobicamente em etanol e

CO,, um processo chamado de fermentacdo alcodlica (LEHNINGER et al., 2000).

2.5.5 Taxonomia fliingica

A classificacdo dos fungos baseia-se primariamente nos seguintes critérios:
a) caracteristicas dos esporos sexuais e corpos de frutificacdo presentes durante os estagios
sexuais dos seus ciclos de vida;
b) natureza dos ciclos de vida;
c¢) caracteristicas morfologicas do micélio vegetativo ou das células (PELCZAR et al.,

1996).
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Muitos fungos produzem esporos sexuais e corpos de frutificagdo somente sob certas
condi¢des ambientais. Os micologistas dividem o reino Fungi em trés principais grupos: os
fungos limosos, os fungos inferiores flagelados e os fungos terrestres. Os fungos de
interesse neste projeto de pesquisa sdo os fungos terrestres, os quais sdo abordados a seguir.
Este grupo inclui leveduras, bolores, orelhas-de-pau, mofos, fungos em forma de taca,
ferrugem, carvao e cogumelos. Todos caracterizam-se pela nutri¢do através da absorgao, e
com excecdo das leveduras (que sdo geralmente unicelulares), a maioria produz um micélio
bem desenvolvido constituido de hifas septadas ou cenociticas (PELCZAR et al., 1996).

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

terrestres sdo os Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes € Deuteromycetes.

2.6 Efluentes de laticinios

Os laticinios representam um importante setor da industria alimenticia, tanto do ponto
de vista economico quanto social. Entretanto, considerado o grande nimero de empresas
que lancam seus efluentes sem nenhum tipo de tratamento nos cursos d’agua, a
contribuicdo dessas industrias, em termos de polui¢do hidrica, principalmente com relagio
a carga organica, ¢ bastante significativa. O problema agrava-se se for considerado que
90% dos laticinios em funcionamento, s3o de pequeno e médio portes, ndo possuindo
quadro qualificado para lidar com as mudangas necessarias a implementacao de tecnologias

limpas e com a operagdo de sistemas de tratamento (MENDES, 2003).

As aguas residuarias de laticinios sdo formadas de leite e seus derivados diluidos,
detergentes, sanitizantes, lubrificantes e outros produtos quimicos. Por apresentar conteudo
basicamente organico, este tipo de efluente é apropriado ao tratamento bioldgico (SA,

1997).

A industria de laticinios produz diferentes produtos como leite pasteurizado, leite
condensado, leite desnatado e leite em po, iogurte, manteiga, diferentes tipos de sobremesas

e queijos e algumas vezes soro do queijo (VIDAL et al., 2000 apud MENDES, 2005).

Os efluentes de industrias de laticinios sdo geralmente produzidos de uma maneira
intermitente, e a vazao e as caracteristicas mudam de uma fabrica para outra dependendo do

tipo de sistemas e os métodos de operagdes (VIDAL et al., 2000 apud MENDES, 2005).
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Na industria de laticinios ocorre a geragdo de efluente carregado de matéria organica
(residuos de leite diluido em quantidades variaveis e seus derivados processados), de uma
variedade de fontes detergentes, desinfetantes, lubrificantes e de esgoto doméstico. A
quantidade e a carga poluente das aguas residudrias variam bastante, dependendo,
sobretudo da agua utilizada, do tipo de processo e do controle exercido sobre as varias

descargas de residuos (BRAILE e CAVALCANTI, 1993 apud BRIAO, 2000).

A qualidade dos efluentes varia em fungdo dos produtos industrializados (resfriamento e
ensacamento, fabricagdo de queijos, iogurtes, manteiga, requeijdo, leite em po, entre
outros.), capacidade de producdo, /lay-out industrial, tecnologia utilizada para a
higienizagdo das instalacdes e qualidade do leite utilizado (GIORDANO, 2004).

Os efluentes brutos apresentam uma rapida alteracdo do pH devido a fermentacdo
lactica, o que deve ser considerado em relagdo aos materiais empregados na execugdo do

sistema de tratamento (BRAILE; CAVALCANTI, 1993).

Os efluentes de industrias de laticinios contém muita lactose e quando feito um
tratamento biologico, reduz-se consideravelmente a quantidade presente deste agucar.
(BRAILE; CAVALCANTIL, 1993; METCALF & EDDY, 1991).

Os lipideos e proteinas contidos nos efluentes de industrias alimenticias sd3o lentamente
biodegradados. Além disso, a baixas temperaturas, os lipideos solidificam, causando
problemas de colmatacdo nos reatores e desenvolvendo odores desagradaveis (TEIXEIRA,

2001).

A fragdo de lipidios dos efluentes ¢ caracterizada por 6leos, graxas, gordura e acidos
graxos livres e, juntamente com proteinas e carboidratos compdem os principais compostos
organicos de agua residudarias de diversas industrias de alimentos. Lipidios sdo compostos
que causam grandes danos ao meio ambiente, como a formagdo de filmes de o6leos nas
superficies aquaticas, impedindo a difusdo de oxigénio do ar para esse meio € 0 mais

importante, promovendo a mortandade da vida aquatica (CASTRO; MENDES, 2005).

Os lipidios impedem a adsor¢do de acidos graxos na superficie celular causando
flotagdo da biomassa e impedindo a formagdo de granulos de lodo em reatores anaerdbios

do tipo UASB (GAVALA et al.,1999; HWU et al., 1998 apud Mendes, 2003)



50

A hidrdlise de lipideos ¢ uma etapa limitante na digestdo anaerdbia de sélidos, presentes
em diversos tipos de efluentes devido ao baixo consumo de 4cidos graxos de cadeia longa
pelas bactérias e a necessidade de uma pequena concentracido de hidrogénio (H;), formado
nas reagdes de encurtamento da cadeia carbonica dos AGCL (4cidos graxos de cadeia
longa). O actimulo deste gas pode afetar o equilibrio das reagdes de decomposi¢cdo dos

AGCL que sao termodinamicamente desfavoraveis (MENDES, 2005).

As principais fontes de gera¢do de lipideos s@o industrias de oleos comestiveis,
sorvetes, laticinios, curtumes, matadouros ¢ os efluentes domésticos e de restaurantes,

principalmente de “fast food” (MENDES, 2005).

Os contaminantes organicos tais como gorduras, encontram-se entre as maiores fontes
de contaminacdo do solo e das aguas superficiais e subterraneas. Produzidas a partir de
diversas atividades industriais, estas gorduras estdo presentes em quantidades significativas
em varios efluentes, como por exemplo, os gerados por industrias de processamento de
alimentos, de cosméticos e restaurantes em geral. Por apresentar baixa degradabilidade na
natureza, a gordura acumulada no meio ambiente tem sido objetivo de constantes pesquisas,
como desenvolvimento de tecnologias que visem um equilibrio entre o bindomio custo
versus eficiéncia de remogao (VEIGA, 2003).

O objetivo do tratamento de efluentes é reduzir o seu impacto adverso no meio
ambiente (flora e fauna). O sucesso de qualquer tratamento incluindo a bioremediagio
depende da escolha de um agente adequado, do local correto com as condi¢des ambientais

corretas (MISHRA, 2000).

Segundo Thassitou e Arvanitoyannis (2001), as industrias de laticinios contribuem
substancialmente para a polui¢do da superficie da dgua e do solo. Os principais residuos
destas industrias s3o residuos liquidos quimicamente modificados. As principais

caracteristicas dos residuos de laticinios sdo:
a) carga organica elevada (substancias gordurosas, etc.);
b) grandes variagdo de desperdicio na fonte;
¢) variagdes consideraveis no pH (4,2 — 9,2);

d) carga de solidos suspensos (SS) relativamente alta (400mg/L a 2000mg/L).
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Os residuos de agua dos laticinios podem conter proteinas, sais, substancias gordurosas,
lactose e outros tipos de produtos quimicos de limpeza. Os detergentes representam a maior
quantidade de  produtos quimicos usados em laticinios (THASSITOU;
ARVANITOYANNIS, 2001).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacio do efluente

A caracterizacdo do efluente foi realizada em dois pontos do sistema de tratamento de
efluentes de uma industria de laticinios da Regido de Passo Fundo. O primeiro ponto foi na
saida do equalizador (P3) e o segundo na saida do primeiro tanque de aeragdo (P6).

Os pontos foram escolhidos pela diferenga de concentracdo de Oleos e graxas entre os
mesmos. A saida do equalizador caracteriza-se por grande concentracdo de dleos e graxas,

enquanto na saida do tanque de aerag@o a concentracdo de oleos de graxas ¢ menor devido o

efluente ja ter sofrido varias etapas do tratamento.

A Figura 3 apresenta o fluxograma da estac¢do de tratamento da industria de laticinios.

As Figuras 4 e 5 apresentam as fotos do equalizador e do aerador da ETE da industria de

laticinios.

ESQUEMA ETE
PARA TRATAMENTO DE EFLUENTE DE UM LATICINIO

Cx Gordura
40 13

—
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0.4 m3

l—| Grade Efluente Brato

Equalizador



Figura 3: Fluxograma da ETE para o tratamento de efluente de laticinios

Fonte: Adriana Schimitt*

£ 127

Fonte: Adriana Schimitt*

Figura 4: Foto do equalizador da ETE da industria de laticinios.

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

Figura 5: Foto do tanque de aeracdo da ETE da industria de laticinios.

A caracteriza¢do do efluente foram determinados os seguintes pardmetros: DQO, DBO,

nitrogénio amoniacal total, fosforo e 6leo e gorduras.

3.1.1 Determinac¢io da DQO (Demanda quimica de oxigénio)

A andlise de DQO foi realizada em refluxo fechado de acordo com a metodologia descrita
pelo Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1995) com
amostras do efluente de laticinios coletado nas saidas do equalizador (P3) e do aerador (P6).
O método baseia-se no principio da colorimetria a 600 nm pela oxida¢do da matéria organica
por uma mistura de dicromato e acido sulfurico. Quando uma amostra ¢ digerida, o ion
dicromato oxida a matéria organica da amostra sob refluxo fechado. Isto resulta na mudanca
do cromo do estado hexavalente ao estado trivalente. Ambas espécies do cromo s@o coloridas
e absorvidas na regido visivel do espectro. O ion do dicromato (Cr,0; *) é absorvido
fortemente na regido 400 nm, onde a absorgdo do ion cromo (Cr’") ¢ muito menor. O fon
dicromato ¢ fortemente absorvido na regido de 600 nanémetros, onde o dicromato tem uma
absor¢do de quase zero. Para valores de DQO entre 100 e 900 mg/L, 0 aumento do Cr’™ dever

ser determinado na regido de 600 nm.

3.1.2 Determinacio da DBO (Demanda bioquimica de oxigénio)
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A andlise de DBO foi realizada com o efluente de laticinios coletado na saida do
equalizador (P3) e na saida do aerador (P6) através da metodologia descrita pelo Standard
Methods (American Public Health Association, 1995). O método baseia-se no principio da
volumetria e ¢ realizado pela diferenga entre os valores de concentracdo de oxigénio
dissolvido de uma amostra de efluente incubada por 5 d a 20°C, sendo a diferenca atribuida
ao consumo do oxigénio pelos microrganismos presentes na amostra. O oxigénio dissolvido é
medido inicialmente e apds a incubagdo, e a DBO ¢ computada da diferenca entre o oxigénio
inicial e o final. Como a demanda de oxigénio inicial sera determinada logo depois feita a
diluicdo, toda a percepcdo de oxigénio que ocorre depois desta medida € incluida na medida

da DBO.

3.1.3 — Nitrogénio amoniacal total

A determinacdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal total foi feita com o efluente de
laticinios dos pontos selecionados de acordo com a metodologia descrita pelo Standard
Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1995). O método baseia-se na
digestdo das amostras com acido sulfurico e sulfato de cobre como catalisador. A amostra
digerida ¢ destilada por arraste de vapor, sob a forma de nitrogénio amoniacal, obtida por
deslocamento com hidréxido de s6dio. A amonia recolhida em solucao fraca de acido borico é
titulada com solu¢do de dacido sulfurico, o que determina a quantidade de nitrogénio

amoniacal total da amostra.

3.1.4 — Fosforo

A determinacdo da concentracdo de fésforo foi feita com o efluente de laticinios dos
pontos selecionados de acordo com a metodologia descrita pelo Standard Methods
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1995). O método baseia-se na conversao
do foésforo (orto-fosfato) pelo calor, pela radiag@o ultravioleta e pela digestdo com persulfato.
Ao mesmo tempo, os poli-fosfatos inorganicos sdo convertidos em orto-fosfatos por digestdo
pelo écido sulfurico. O molibdato de amdnia e o tartarato de potassio e antimdénio reagem em
meio 4acido com o orto-fosfato para formar o 4cido heteropolifosfomolibdénico que serad
reduzido intensivamente a molibdénio, colorido de azul pelo acido ascorbico. A concentragdo

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

A concentracdo de o6leos e graxas foram determinadas com o efluente de laticinios dos
pontos selecionados de acordo com a metodologia descrita pelo Standard Methods
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1995). O método baseia-se na extracdo
de lipidios da amostra através do uso de hexano como solvente. Qualquer 6leo sélido ou graxa
viscosas presente sdo separadas das amostras liquidas por filtracdo. Apos a extracdo em
aparelho de Soxhlet com solvente, o residuo restante apos a evaporagdo do solvente € pesado
para determinar o indice do oleo e graxas. Os compostos volatilizados ou abaixo de 103°C

serdo perdidos quando o filtro € seco.

3.2 Isolamento de microrganismos

O isolamento de microrganismos foi realizado através da semeadura direta do efluente
obtido dos pontos selecionados em meio de cultivo apropriado para o crescimento de fungos.
Para tanto, foram adicionados 0,3 mL de amostra de efluente dos pontos de coleta em placas
de Petri contendo meio agar dextrose batata (PDA) acidificado com 4cido tartarico a 10%,
realizando-se o espalhamento com uma al¢a de Drigalsky. As placas foram incubadas a 30°C
durante 5 d. A seqiiéncia do isolamento foi realizada através da técnica de esgotamento por
estrias.

Os microrganismos isolados foram mantidos em tubos de ensaio contendo o meio PDA a

4°C.

3.2.1 Identificacio dos fungos através de microcultivos

Os fungos isolados foram identificados quanto ao género através da realizagdo de
microcultivos.

O preparo do microcultivo foi realizado em uma placa de Petri esterilizada, contendo
papel filtro no fundo e, sobre este, um bastdo de vidro em “U”, junto com uma lamina e uma
laminula. A técnica seguiu os seguintes passos:

a) foi cortado um quadrado de 5 mm de dgar Saboraud e transportado com uma

alca de platina, sobre a lamina;
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foram retirados pequenas por¢des de colonia que foram semeada em dois
lados do quadrado de 4gar Saboraud;

o cultivo foi coberto com a laminula;

o papel filtro foi umedecido com agua destilada estéril para que a placa
funcione como uma camara umida;

a placa foi identificada e colocada na estufa a 20°C, onde foi observado
diariamente o crescimento da cultura;

quando o crescimento foi suficiente, foi retirada a laminula, observando a
lamina para que o quadrado ndo deslize. Este quadrado ficou aderido na
lamina ou laminula, por isso, deve ser retirado com o auxilio de uma pinca e
colocado em um recipiente com desinfetante;

as faces da lamina ou laminula que estavam em contato com o quadrado e
foram montadas a lamina e a laminula separadamente em lactofenol azul-

algodao e fechadas com esmalte incolor.

A Figura 6 apresenta a técnica de microcultivo detalhadamente.

Cuitura de: ;

Fonte: Ribeiro et al, 2001.

Figura 6 - Técnica para microcultivo para estudo microscopico dos fungos.

As estruturas microscopicas foram analisadas e comparadas em Atlas para identificacdo

do fungo, garantido que diferentes espécies fossem isoladas para posterior selecdo dos fungos

produtores de lipase.

3.3 Selecido de microrganismos produtores de lipases
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Os microrganismos isolados na etapa anterior foram testados quanto a habilidade de
crescimento em meios contendo 6leos vegetais. Os microrganismos foram cultivados em meio

PDA adicionado de azeite de oliva a 5%.

A 1inoculacdo foi realizada pontualmente no centro das placas de Petri contendo o meio de
cultivo. Foi preparada uma suspensdo de esporos com agar 0,1% e realizada a inoculagdo com
um micropipetador de 0,2 pL, a fim de evitar o espalhamento dos esporos sobre a superficie
do meio. Os cultivos foram mantidos em estufa a 30°C por 144 horas.

As placas foram marcadas a fim de se realizar a medida do raio das colonias em seis
pontos ao longo da circunferéncia das mesmas. As medidas dos raios foram realizadas a cada
24 h através do uso de um paquimetro. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A velocidade de crescimento radial foi calculada através da regressdo linear dos dados de

raio das coldnias versus tempo, segundo a Equagao 1.

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

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

comparagdo de médias.

3.4 Producio de lipases via Fermentacido Submersa
3.4.1 Microrganismos

Os microrganismos selecionados no item 3.3 foram utilizados para a produ¢do de lipases

via fermentagdo submersa.
3.4.2 Preparo do indculo

O preparo dos in6culos foi realizado em placas de petri contendo o meio PDA utilizando
os fungos que apresentaram maiores velocidades de crescimento radial. O indculo foi
incubado durante 7 d em estufa a 30°C. Apds o crescimento, foi preparada uma solugdo de
esporos através da adi¢do de 20 mL de uma solugdo 0,2 % de Tween 80, seguida de raspagem
dos esporos com uma alca de Drigalsky e filtragdo em gaze estéril para retencdo das hifas. A
inoculacdo dos meios foi realizada adicionando-se 5 mL de solu¢do de esporos para cada 200

mL de meio de cultivo.
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3.4.3 Meio de cultivo e condicdes experimentais

O meio de cultivo utilizado nas fermentagdes foi o efluente de laticinios coletado na saida
do equalizador e na saida do aerador acrescidos dos nutrientes: nitrato de sodio (NaNOs)
0,1%, fosfato de potassio monobdasico (KH,PO4) 0,1%, sulfato de magnésio (MgSO4.7H,0)
0,05% e azeite de oliva como indutor. O pH foi ajustado a 6,5 com H,SO4 1,5 M.

Os experimentos foram realizados em duplicata em erlenmeyers de 500 mL, com volume
inicial de meio de 200 mL e mantidos em agitador orbital a 30 °C por 4 d, com agitagdo de
130 rpm. Amostras de 10 mL foram coletadas no tempo inicial e a cada 24 h, para avaliacdo

da atividade lipasica da fermentagao.

3.4.4 Atividade lipasica

Para a determinacdo da atividade lipolitica em amostras liquidas, foi feita a extra¢do da
lipase produzida. O método consistiu em retirar 10 mL de solu¢do dos erlenmeyers e filtrar
para a reten¢do dos solidos.

Na determinacdo da atividade lipolitica foi adotado o método descrito por Burkert et al.
(2004), que & baseado na titulacdo com NaOH 0,05 mol.L™" dos 4cidos graxos liberados pela
acdo da enzima lipase presente no extrato enzimatico da fermentacdo, sobre os
triacilglicerideos do o6leo de oliva emulsionados em goma ardbica. Em frascos de 125 mL
foram adicionados 2 mL de tampao fosfato 10 mmol/L com pH 7,0 ¢ 5 mL de emulsdo de
azeite de oliva (75 % de solu¢do de goma arabica 7 % e 25 % de azeite de oliva). A este
sistema foi adicionado 1 mL de extrato enzimatico da fermentacdo e incubado a 37°C por 30
min a 160 rpm. Apds a incubacdo a reagdo foi paralisada pela adi¢do de 15 mL de solugdo
acetona:etanol:dgua 1:1:1 v/v e os 4cido graxos liberados titulados com uma solu¢do de
NaOH 0,05 mol.L", utilizando fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de
acido graxo por minuto por mL de meio fermentado, nas condi¢des do ensaio (BURKERT et
al., 2004). As determinag¢des de atividade lipolitica foram realizadas em duplicata.

A produtividade enzimatica maxima foi calculada através da equagdo 2:

Pe= Aemax- AET0
t

)



P = produtividade enzimatica
Agpmax= atividade enzimatica maxima
Agto= atividade enzimatica tempo zero

t= tempo
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio do efluente

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados obtidos na caracterizacdo do efluente de
laticinios. A variabilidade dos resultados de DBO, DQO, NTK, fosforo e 6leos e graxas nas
andlises fisico-quimicas ocorrem pelo fato delas dependerem da produgdo diaria do laticinio
estudado, e principalmente pelos pontos de coleta utilizados serem localizados em pontos bem
distintos da estacdo de tratamento, a saida do equalizador, localizada no inicio do processo de
tratamento e a saida do aerador, localizada no final do processo ja tendo ocorrido a

degradacdo da matéria orgéanica do efluente.

Tabela 2: Caracterizacdo do efluente de laticinios na saida do equalizador (P3) quanto

aos parametros de DQO, nitrogénio amoniacal total, fosforo total e dleos e graxas.

Parametros Concentragao (mg/L)
Minimo Maximo M¢édia DP** CVHkx
DQO* 803,27 4975,95 1740,86 222,87 10,75
Nitrogénio 0,50 12,32 5,00 2,73 54,66
amoniacal total
Foésforo 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 padrao; *** CV: Coeficiente de
variagdo ( DP/médiax100)
Tabela 3: Caracteriza¢do do efluente de laticinios na saida do tanque de aeracdo (P6)

quanto aos parametros de DQO, nitrogénio amoniacal total, fésforo total e 6leos e graxas.
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Parametros Concentragdo (mg/L)
Minimo Maximo Média DP** CyHxx
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 0 531 1,81 0,67 37,07

* DQO: Demanda quimica de oxigénio; ** DV: Desvio padrao; *** CV: Coeficiente de
variagdo ( DP/médiax100)

A DQO média na saida do equalizador foi de 1740,86 mg/L.£222,87 mg/L e na saida do
aerador de 534,64+48,33 mg/L, sendo estes valores significativamente diferentes (p=0,0120)
a um nivel de significancia de 5%. A diminuicdo da DQO na saida do aerador em relagdo com
a saida do equalizador foi menor e isso indicou que o tratamento esta sendo eficiente.

Segundo Poester e Leitdo (1989), a DBO e DQO dos despejos de laticinios variam muito
em fun¢do do produto fabricado, ja que diferentes quantidades de oxigénio sdo necessarias
para a oxidagcdo de diferentes constituintes do leite, tais como gordura, carboidratos e
proteinas.

A concentragdo de nitrogénio amoniacal total ndo variou de um ponto de coleta para outro
(p = 0,6711). Na saida do equalizador obteve-se 5,00 mg/L + 2,73 mg/L de nitrogénio
amoniacal total; na saida do aerador o nitrogénio amoniacal total foi de 6,91 mg/L + 3,78
mg/L. A Fundacdo Estadual de Protecio Ambiental exige que industrias de laticinios emitam
concentragdes de nitrogénio totais menor que 10,0 mg/L em seus residuos liquidos.

A concentragdo de fosforo total na saida do equalizador foi de 0,33 mg/L £+ 0,06 mg/L.. Na
saida do aerador obtiveram-se valores de concentragdo de fosforo total de 0,22 mg/L + 0,04
mg/L, observando-se que o valor da concentragdo de fosforo total diminuiu do equalizador
para o aerador, confirmando o bom funcionamento do tratamento. A analise dos dados de
fosforo através do Teste de Tukey demonstrou diferenca significativa (p = 0,027) entre os
valores obtidos nas saidas do equalizador e aerador. A Fundagdo Estadual de Protegdo
Ambiental tem como pardmetro de controle a emissdo de efluentes industriais com no
maximo, 1,0 mg/L de fésforo para residuos liquidos.

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

Na saida do aerador obteve-se 1,81 mg/L + 0,67 mg/L de oleos e graxas, ndo havendo
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diferencga significativa entre estes valores (p = 0,9185). Segundo a portaria n° 128/2006 —
SSMA a concentragdo de 6leos e graxas permitidas em efluentes liquidos ¢ < 30 mg/L em
Oleos e graxas de origem vegetal ou animal e de < 10 mg/L em oleos e graxas de origem
mineral.

A DBO na saida do equalizador foi de 452,0 mg/L; enquanto que na saida do aerador foi
de 255,3 mg/LL demonstrando que os microrganismos existentes neste efluente degradaram

matéria organica na etapa de aeracdo, ou seja, no tratamento bioldgico do efluente.

4.2 Isolamento e selecio de microrganismos

A quantidade de fungos isolamentos foi de 21 fungos a partir do efluente de laticinios
utilizado (denominados fungos E1, E2, E3, E4, ES5, E6, E7, ES, E9, E10, E11, E12, E13, E14,
El5, El16, E17, E18, E19, E20 e E21). A realizacdo dos microcultivos possibilitou identificar
os fungos isolados através da analise microscopica dos micélios. Os fungos E6, E7, E8, E9,
E10, E15, E17 e E21 foram identificados como do género Aspergillus; os fungos E3, E12, e
E20 como Penicillium; os fungos E2, E13, E18 ¢ E19 como Trichoderma, os fungos E1, E4,
ES5 e E14 como Fusarium e o fungo E16 ndo foi identificado.

Os fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Trichoderma
foram isolados a partir do efluente.

A Tabela 4 apresenta a classificacdo dos 21 fungos encontrados na fase de isolamento.

Tabela 4: Identificagdo dos fungos quanto ao género através de microcultivos

Fungo Género Ponto de isolamento
E, Fusarium P3
E, Trichoderma P3
E;s Penicillium P6
E4 Fusarium P3
Es Fusarium P3
E¢ Aspergillus P6
E; Aspergillus P3
Eg Aspergillus P3
Eg Aspergillus P6

Eio Aspergillus P6



E Levedura P3
E» Penicillium P6
Ei3 Trichoderma P6
Ei4 Fusarium P3
Eis Aspergillus P6
Eis Naio identificado P3
Ei; Aspergillus P6
Es Trichoderma P6
Eio Trichoderma P3
Exo Penicillium P6
Eo Aspergillus P6
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As Figuras 7 a 10 apresentam microfotografias da estrutura dos fungos isolados na etapa

de microcultivo, nos pontos analisados.

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

Figura 8: Estrutura do fungo Aspergillus (E6) isolado do efluente de laticinios

o

a9
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Figura 10: Estrutura do fungo Trichoderma (E19) isolado do efluente de laticinios.

4.3 Selecio de microrganismos produtores de lipases

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

As velocidades de crescimento radial (VCR) sdo o coeficiente angular da reta obtida a
partir da regressdo linear dos raios das coldnias em fun¢do do tempo, portanto, quanto maior a
inclinacdo da reta, maior é a velocidade de crescimento radial, maior o potencial de
crescimento do fungo e o potencial de degradacdo da fonte de carbono.

As VCR dos fungos isolados do efluente de laticinios foram analisados através da Anova,
sendo observadas diferencas significativas entre os resultados obtidos pelos diferentes fungos

(p<0,001). A comparagdo das médias de VCR dos fungos através do Teste de Tukey
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demonstrou que os fungos E6, E17, E10, E21, E8, E9, E7, E20, ¢ E12 apresentaram VCRs
significativamente superiores (p<0,05) que os demais fungos (Tabela 5), sendo utilizados para

a continuidade dos experimentos de fermentag¢do submersa.

Tabela 5 Velocidade de crescimento radial para os fungos isolados de efluente de laticinios,

cultivados em Agar Batata Dextrose adicionado de 5% de azeite de oliva

Fungo VCR"™ (cm/d)
E6 1,7742+0,004°
El17 1,6814+0,018%
E10 1,6628+0,032%
E21 1,5528+0,034%
E8 1,530,042
E9 1,425+0,148%¢
E7 1,3671+0,006%
E20 1,3442+0,038°%
El12 1,16+0,000¢
E16 0,6839+0,002°
El4 0,6528+0,054°
E18 0,6392+0,222°
El 0,4857+0,050°'
E13 0,3857+0,024°""
E19 0,3946+0,012""
E5 0,2971+0,0008"
Ell 0,1660+0,088""
El15 0,1042+0,026™™

E3 0,0798+0,015™

'Resultados de média + desvio padrio
? Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)

A Figura 11 apresenta as curvas de crescimento radial dos fungos com excecdo do fungo
E4, o qual ndo apresentou crescimento radial, sendo que na Figura 12 sdo mostrados os

crescimentos radiais dos fungos selecionados para a fermentagdo submersa.
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Figura 11: Crescimento radial dos fungos E3, E1, ES, E11, E18, E13, E14, E15, E16 ¢ E19
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Figura 12: Crescimento radial dos fungos E12, E9, E6, E7, E8, E10, E17, E21 ¢ E20

As elevadas velocidades de crescimento radial apresentadas pelos os fungos E6, E7, ES,
E9, E10, E12, E17, E20 e E21 indicam a habilidade destes fungos de crescerem em meios

contendo azeite de oliva como fonte de carbono.
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Os fungos sdo considerados bons produtores de enzimas (Maia et al., 2001) e as lipases
fingicas sdo preferidas para a aplicacdo industrial, principalmente na indudstria de alimentos
(Mahadik et al., 2002). Sharma et al. (2001) cita inimeras cepas de fungos como boas
produtoras de lipases, entre elas Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum,
Fusarium, Rhizomucor, Acremonium e Alternaria. Segundo a literatura (Carvalho et al, 2005;
Hasan et al, 2005; Mendes e Castro, 2003), os fungos do género Aspergillus, Penicillium sao
bons produtores de lipase.

Os fungos selecionados através da técnica de VCR por sua habilidade de crescimento em
meio adicionado de azeite de oliva sdo pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium,
conforme Tabela 4.

Na literatura ndo foram encontrados relatos da producdo de lipases por cepas de
Trichoderma. Mas os fungos do género Fusarium t€m se mostrado bons produtores, entre
estes a cepa de Fusarium solani, como demonstrado por Maia et al. (2001).

A selegdo de cepas selvagens hiperprodutoras ainda ¢ uma técnica de grande importancia,
principalmente em paises que apresentam uma grande biodiversidade como o Brasil. (Freire e
Castilho, 2000 apud Vargas, 2004). O que justifica a busca de fontes alternativas de novas

cepas fungicas para a produgdo de lipase.

4.4 Atividade lipolitica

As Figuras 13a a 131 apresentam os graficos da atividade lipolitica (umolAG/mL.min) no
decorrer do tempo da fermentagcdo submersa para os fungos e meios utilizados, cujo meio fora
formulado com 4gua residuéria (item 3.4.3 de Material e Métodos). A Tabela 6 apresenta as

maximas atividades lipoliticas obtidas, o tempo de fermentagdo e a produtividade méxima.
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Atividade enzimatica Fungo E6

—@— Fungo E6, ponto 3
—=f=—  Fungo E6, ponto 6

\ \ \
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Tempo (d)

Figura 13a: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentacdo do fungo
E6. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aerag@o.
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Figura 13b: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentacdo do fungo
E7. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeracio.
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Figura 13c: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentagdo do fungo
ES. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeracio.
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Figura 13d: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentacdo do fungo
E9. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeracio.
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Figura 13e: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentagdo do fungo
E10. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeragdo.
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Figura 13f: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentagdo do fungo
E12. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeracéo.
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Atividade enzimatica Fungo E17
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Figura 13g: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentacdo do fungo
E17. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeracéo.

3.0 —

2.0 —

Atividade enzimatica (umol/mL.min)

Atividade enzimatica Fungo E20

—@— Fungo E20, ponto 3
+ Fungo E20, ponto 6

0.0

‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \
1 2 3 4
Tempo (d)

Figura 13h: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentacdo do fungo
E20. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeracao.
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Figura 13i: Atividade lipolitica (umolAG/mL.min) versus tempo de fermentacdo do fungo
E21. Ponto 3: saida do equalizador; Ponto 6: saida do tanque de aeracéo.
Tabela 6: Méximas atividades lipoliticas, tempo de fermentagdo e produtividade maxima

obtidos durante a fermentagdo submersa.

Fungo  Ponto de coleta do Atividade Tempo de Produtividade
efluente lipolitica maxima fermentagao (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
El12 - - -

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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E8 - - -
E9 - - -

E10 Ponto 6* 0,500 2 0,121
E12 0,417 1 0,159
El7 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); *’
Pmax = AE max— AFEinicial =t

Verifica-se nas Figuras 13a a 13i e na Tabela 6 que as maiores atividades lipoliticas foram
obtidas utilizando-se o efluente coletado na saida do equalizador (P3) como meio de cultivo
para a produgdo de lipases. O efluente coletado para realizacdo do processo fermentativo
apresentou concentracdo de DQO de 835,97+17,26 mg/L; fésforo 0,26+0,04 mg/L; NTK foi
10,55+0,15 mg/L e dleos de graxas de 4,032+0,344 mg/L. Ja na saida do aerador obtiveram-se
os seguintes resultados: DQO de 115,90+61,37 mg/L; foésforo de 0,06+0,01 mg/L; o NTK de
14,45+0,05 mg/L e 6leos e graxas de 4,084+0,051 mg/L.

A concentragdo de DQO diminuiu da saida do equalizador (835,97+17,26) mg/L para a
saida do tanque de aeragdo (115,90+61,37) mg/L, demonstrando que a quantidade de matéria
organica presente no efluente foi reduzida durante o processo. O mesmo pode-se observar em
relacdo a quantidade de fésforo presente na saida do equalizador (0,26+0,04) mg/L e na saida
do tanque de aeragdo (0,06+0,01) mg/LL demonstrando mais uma vez a eficiéncia do processo.
Os valores de NTK obtidos na saida do equalizador (10,55+0,15) mg/L foram inferiores
aqueles obtidos na saida do aerador (14,45+0,05) mg/L, diferenca a um nivel de significancia
de 0,0016. A diferen¢a obtida entre os valores de NTK pode ser explicada pela solubilizagao
de nitrogénio organico na forma de nitrito e nitrato no tanque de aeragdo ou ainda pelo fato
das amostras terem sido coletadas simultaneamente, ndo levando-se em consideragdo o TDH
(tempo de detencdo hidraulica) do reator de lodo ativado. As concentragdes de dleos e graxas
obtidos nas saidas do equalizador e do aerador foram de (4,032+0,344) mg/L e de
(4,084+0,051) mg/L, diferenga a um nivel de significancia de 0,077.

As atividades lipoliticas méaximas utilizando-se como meio de cultivo o efluente coletado
na saida do equalizador (P3) foram obtidas a partir dos fungos E9, E20 ¢ E21, de 1,250, 2,042
e 2,250 umolAG/mL.min, respectivamente (Tabela 6). Entretanto, verifica-se que para os

fungos E9 e E20, a atividade maxima foi obtida em 2 d de fermentagdo, enquanto que para o
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fungo E21, a atividade méaxima foi obtida no tempo de 4 d. Desta forma, a produtividade
maxima em lipases, de 0,807 U/dia, foi obtida com o fungo E20, em 2 d de fermentacio.

O fungo E20 foi classificado como do género Penicillium, enquanto que os fungos E9 e
E21 foram pertencentes ao género Aspergillus, sendo ambos reportados como bons produtores
de lipases por Carvalho et al, (2005); Hasan et al, (2005); Mendes e Castro, (2003).

O Penicillium foi identificado como bom produtor de lipases em fermentagdo submersa
por D’Aniballe et al. (2005), que realizaram a sele¢do de microrganismos para a producdo de
lipases utilizando como meio de cultivo efluentes da producdo de azeite de oliva
suplementado com extrato de levedura 0,5 g/L™" e (NHy), SO4, 1,0 g/ ¢ pH ajustado em 6,1.

Segundo D’Aniballe et al. (2005), todos os fungos utilizados cresceram em efluente da
produgio de 6leos e obtiveram atividades enzimaticas superiores que 0,30 UI mL™". As
atividades de lipoliticas mais elevadas foram obtidas com C. cylindracea NRRL Y-17506 e
G. candidum Y-553 do C. (0,46 ¢ 0,52 UImL"", respectivamente) apés 168 h de fermentacio.
O P. citrinum NRRL 3754 ¢ ISRIM 118 produziram niveis de atividade apreciaveis (0,34 ¢
0,38 UImL™", respectivamente). Os autores definiram 1UI como a quantidade de enzima que
produz lpmol produto/min nas condigdes do ensaio, tendo sido utilizado o método
espectrofotométrico que usa B-naftilmiristato como substrato.

Os fungos E20 (Penicillium), E9 e E21 (Aspergillus) apresentaram atividade de 1,250 a
2,250 umolAG/mL. As atividades enzimaticas obtidas ndo sdo comparaveis com as atividades
enzimaticas obtidas por D’Aniballe et al. (2005), visto os métodos de determinag¢do serem
diferentes. Enquanto o autor utilizou o método espectrofotométrico, neste estudo a
determinagdo de lipases foi realizada pelo método titulométrico.

Lin, Wang e Sung (2005) determinaram as melhores condi¢des requeridas para a produgdo
de lipases pelo A. cinnamomea em culturas submersas em frascos agitados. Uma vez que a
composi¢do do meio afeta a produgdo de lipases drasticamente, ¢ importante compreender a
influéncia de varios fatores para determinar as condi¢des 6timas de cultivo. Além disso, o
aumento da produtividade das lipases em culturas submersas pode ser de grande beneficio
para a reducdo dos gastos com a fabricagdo das enzimas em escala industrial. Estes autores
obtiveram rendimento mais elevado em lipases pelo 4. cinnamomea, de 26,69 mU/mL, em
meio contendo glicerol. Empregaram também diferentes tipos de fontes de nitrogénio, em
concentracdo de 0,5% (p/v), para a produgdo de lipases em culturas submersas de A.
cinnamomea. As fontes estudadas foram amonia, sais de amodnio, proteinas, peptideos e
aminoacidos. A producdo maxima de lipase foi de 6,41 mU/mL para a cultura suplementada

com L-aspargina, seguido, em ordem pela glicina (5,36 mU/mL), triptona (4,77 mU/mL) e L-
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glutamina (4,74 mU/mL). Os mesmos autores estudaram os efeitos inibitdrios e estimulatorio
de ions metalicos sobre a producdo de lipases. No caso do A. cinnamomea observou-se uma
maior produgio de lipase quando os ions Ca**, Mg®", Fe*", Na" ou K* foram acrescentados ao
meio. Em contraste, ndo detectou-se producdo de lipases nos meios contendo Cu®’, Zn*" ou
Li". O efeito dos ions foi estudado em meio contendo nitrato de soédio 0,1%, fosfato de
potassio monobasico 0,1%, sulfato de magnésio 0,05% e azeite de oliva como fonte de
carbono na concentracdo de 1%. Para os autores uma unidade (1U) foi definida como a
quantidade de enzima liberada por 1pumol p-nitrophenol/min nas condi¢des do ensaio.

Segundo Silva et al. (2005), a produgdo de lipase ¢ influenciada pelo tipo e concentracdo
de carbono e origem do nitrogénio, como também o pH e a temperatura.

De acordo com Ghosh et al., (1996) apud Lin, Wang e Sung (2005), determinados
indutores como o glicerol possuem forte efeito na estimulagdo da producdo de lipases. Os
autores obtiveram um rendimento mais elevado em lipases pelo 4. cinnamomea, de 26,69
mU/mL, em meio contendo glicerol. Apesar dos substratos lipidicos e dos acidos graxos
geralmente agirem como indutores para os fungos, em muitas espécies, tais como Aspergillus
e Rhizopus as lipases caracteristicas sdo produzidas. Enquanto, os autores ndo detectaram a
producdo de lipase pelo fungo A. cinnamomea em meio contendo lipidios ou acidos graxos.

Mahadik et al.(2002) relataram que a atividade enzimatica foi praticamente nula
(0,02U/mL) quando a fermentacdo foi realizada sem a adi¢cdo do dleo de oliva. Entretanto,
valores superiores de atividade foram relatados para as lipases produzidas pelos fungos
Aspergillus niger (7,6U/mL) e Aspergillus oryzae (9,5 U/mL), quando cultivados em meio de
composi¢do mais rica em fonte de carbono (2,0% p/v de glicose) e fonte de nitrogénio
(extrato de levedura, 1,0% p/v e peptona 2,0% p/v), adicionado de 6leo de oliva (2,0% p/v)
ap6s 48h de incubacdo a 30°C. Para os autores uma unidade de atividade foi expressa por
umol de p-nitrophenol liberado por min nas condi¢des do ensaio.

Os valores da atividade enzimatica na hidrdlise do azeite de oliva tem sido amplamente
utilizados para efeito de comparacdo e sele¢do de cepas produtoras de lipase. Estes valores
podem variar significativamente dependendo do tipo de fermentagdo, da composi¢do do meio
de cultivo e também de outras variaveis do processo fermentativo, tais como pH, temperatura
de incubag¢do e presenca de indutores da sintese de lipase como os Oleos vegetais
(CARVALHO et al., 2005).

Verifica-se que o azeite de oliva tem sido indicado como o indutor que apresenta os
melhores resultados de inducdo da sintese de lipase por fungos, o que estd de acordo com o

utilizado neste trabalho. Entretanto, o custo da adicdo de azeite de oliva como indutor ¢
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elevado se for considerada a produc¢do de enzimas em larga escala. Desta forma, pode-se
estudar a utilizacdo de outros indutores, tais como o 6leo de soja proveniente de frituras, o
qual seria facilmente obtido, visto ser um residuo de restaurantes.

Os autores Baron et al. (2005) estudaram a producdo de lipases por Penicillium
corylophilum 10C 4211 em dois meios de cultivo. O primeiro continha 0,2% KNOs; 0,1%
K;HPO4; 0,05% MgSO4. 7H20; 0,043% ZnS04.7H,0; 0,11% FeSO4.7H,0; 0,015%
MnS04.4H,0; 1,25% (NH4)2SOy4; 0,5% de extrato de levedura; 2% de peptona de carne e 1%
de 6leo de oliva. J& o segundo meio de cultivo continha 0,14% de NH4NO;3; 0,073%
MgS04.7H,0; 0,067% KH,PO4; 0,01% ZnSO04.7H,0; 0,0007% FeSO4.7H,0; 0,067% de
glicose e 2% de 6leo de oliva. As atividades enzimadticas obtidas com o segundo meio de
cultivo foram superiores, de 7,1 U.mL™" ap6s 6 dias de fermentagdo a 29°C e 120 rpm. Ji com
o primeiro meio de cultivo, o qual era mais simples, obteve-se atividade méxima de 3,25
U/mL apos 3 dias de fermentagdo. Os meios de cultivo utilizados pelos autores sdo meios com
maior quantidade de nutrientes que o meio de cultivo utilizado para a producdo de lipases
nesta pesquisa, onde utilizou-se o efluente de laticinios adicionado de nutrientes (nitrato de
sodio, fosfato de potassio monobadsico, sulfato de magnésio e azeite de oliva), o que justifica
as menores atividades enzimaticas obtidas. O meio de cultivo utilizado neste trabalho consiste
em um meio barato, visto ser sua base agua residudria. Novas pesquisas podem ser realizadas
a fim de otimizar a produgdo de lipases pelos fungos selecionados, estudando-se a adi¢do de
outros nutrientes ao efluente, temperaturas de producdo, pH, concentragdo de oxigénio
dissolvido, entre outros.

O uso de triglicerideos como fonte de carbono ¢ adequado para crescimento celular e
producdo de enzima, embora a indugdo da biossintese da lipase em presenca de acidos graxos
livres ou triglicerideos seja controverso (Freire et al., 1997b apud Vargas 2004). A presenca
de materiais que apresentam lipidios no meio de cultura usualmente aumenta em muito os
niveis de atividade lipasica (Dominguez et al., 2003 apud Vargas 2004).

Viérios trabalhos tém reportado o uso de residuos provenientes da agroindustria na
producdo de lipase por fermentacdo em estado sélido, que estdo sendo utilizados como fonte
de nutrientes para o crescimento microbiano. Residuos como os da industria de éleos vegetais
(6leo de oliva, dleo de soja, 6leo de babagu, d6leo de gergelim, 6leo de semente de girassol,
0leo de coco) (Cordova et al., 1998; Kamini et al., 1998; Gombert et al., 1999; Palma et al.,
2000; Capra et al., 2003; Leal et al., 2003 apud Vargas, 2004) e subprodutos como farelo de
casca de trigo (Bertolin et al., 2001; Benjamin e Pandey, 2001; Mahadik et al., 2002; Ul-Haq
et al., 2002; Meira et al., 2003 apud Vargas 2004), farelo de cevada (Dominguez et al., 2003
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apud Vargas 2004), farelo de arroz (Rao et al., 1993 apud Vargas 2004) dentre outros, vem
sendo utilizados (Vargas 2004).

Os efeitos causados pela adi¢do de nutrientes, e a presenga de indutores durante o processo
de produgdo da lipase em estado solido ou submerso foram estudados por Freire et al., 1997b;
Maia et al., 1999; Gombert et al., 1999; Corzo e¢ Revah, 1999; Pastore, 2000; Palma et al.,
2000; Maia et al., 2001; Elibol e Ozer, 2002; Dominguez et al., 2003 apud Vargas 2004. Em
alguns casos, o uso de suplementagdes tem possibilitado aumentos razodveis na capacidade
produtiva dos microrganismos. (Kamini et al., 1998 apud Vargas 2004).

O melhor meio de cultivo para a de produgdo de lipases foi o efluente da saida do
equalizador (P3), o que pode ser justificado pelas maiores quantidades de matéria organica,
fésforo e nitrogénio encontradas neste efluente, em comparagdo com o efluente coletado na
saida do aerador. Mahadik et al.(2002) utilizaram meios de cultivo ricos em fontes de
carbono e de nitrogénio para a producdo de lipases. O nitrogénio ¢ um nutriente essencial para
a formacao estrutural dos fungos, bem como para a producdo de enzimas, visto estas serem
constituidas de aminoacidos, os quais apresentam nitrogénio na sua estrutura. Baron et al.
(2005) utilizaram extrato de levedura e peptona de carne como fontes de nitrogénio e glicose
como fonte de carbono, além de outros nutrientes necessarios, observando-se assim ser
necessaria a utilizagdo destas fontes para uma producio lipasica mais elevada.

As lipases podem ser utilizadas para o tratamento de efluentes. O uso do proprio efluente
na produgdo de lipases constitui um processo de baixo custo, sendo uma alternativa para as
industrias, visto as lipases comerciais possuirem um pre¢o muito elevado.

A produgdo de lipases utilizando o efluente ¢ viavel, uma vez que esta apresenta
elevada carga de nutrientes ainda disponiveis para o crescimento fingico e producdo de
enzimas. A presenga de lipidios no efluente possibilita a produgdo das lipases, uma vez que
estes sdo utilizados como fonte de carbono para o crescimento fungico. Além disso, o meio de
cultivo ¢ de baixo custo e as lipases produzidas podem ser utilizadas posteriormente no

tratamento de efluentes.
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5 CONCLUSAO

A caracterizagdo do efluente de laticinios mostrou que os parametros DBO, DQO, fosforo,
nitrogénio e oleos e graxas neste efluente variam dependendo da produc¢do didria do laticinio;

Foram isolados 21 fungos, pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Trichoderma

Foram selecionados os fungos E6, E7, E8, E9, E10, E12, E17, E20 ¢ E21 devido a
capacidade de crescimento em meio contendo azeite de oliva;

Na fermentacdo submersa os fungos pertencentes aos géneros Aspergillus (E9 e E21) e
Penicillium (E20) apresentaram as maiores atividades enzimaticas de 1,250, 2,042 e 2,250
umolAG/mL.min;

A maior producdo de lipases ocorreu com a utilizagao do efluente da saida do equalizador.
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