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RESUMO

O soro de queijo, um residuo rico em compostos organicos e nitrogenados, de elevado
potencial poluidor, produzido em grandes quantidades pela industria de laticinios, foi
empregado neste trabalho como substrato, usando como indculo o fungo Aspergillus niger
AN 400. O objetivo deste estudo foi verificar a sintese de proteina unicelular e R-
galactosidase pelo fungo, avaliando a simultanea reducdo do potencial poluidor desse residuo.
Para isso, inicialmente realizou-se um ensaio com trés tipos diferentes de soro in natura
(doce, &cido, salgado). O efeito sobre 0 metabolismo fungico das diferentes condi¢bes de pH
inicial e de extrato de levedura no soro de leite foi realizado no tempo de 120 h.
Posteriormente, realizaram-se ensaios em até 192 h para estudar o tempo 6timo para a
producdo de proteina unicelular no soro sozinho e no soro enriquecido com glicose a 0,5 % e
1,0 %. Para o0s ensaios da sintese enzimatica empregaram-se duas formas de crescimento da
cultura: dispersa na auséncia e na presenca de glicose (0,5 %), e imobilizada em espuma de
poliuretano de 0,3 cm®. Os resultados mostraram que o pH mais favoravel ao crescimento
celular do fungo foi de 3,0, enquanto que a maior atividade enzimatica ocorreu em pH = 3,7
(0,06 U.mL™). Durante os testes com suplementacéo de extrato de levedura, foi verificado o
crescimento do fungo na forma filamentosa, maior rendimento celular, uma maior redugéo de
DQO (69,57 %), elevado consumo de amonia, bem como uma maior atividade da enzima [3-
galactosidase (0,15 U.mL™) quando enriquecidos com 2 g.L™" de extrato de levedura. As
células produzidas na faixa de pH de 3,0 a 6,0 e nas diferentes concentracGes de extrato de
levedura apresentaram cerca de 30 % de proteina bruta, confirmando o elevado teor proteico
da biomassa deste fungo. Na avaliacdo do tempo O6timo para a producdo de proteina
unicelular, verificado no tempo reacional de 72 h, no qual apresentou cerca de 40 % de
proteina bruta, houve uma reducdo de até 58 % da DQO no final de 8 dias, ocorrendo a
remogdo de amonia em mais de 90 % em dois ensaios no final de 48 h. Nos ensaios para a
sintese enzimatica as atividades maximas de R-galactosidase foram de 0,10 U.mL™ e 0,15
U.mL™ respectivamente no soro de leite e no soro acrescido de 0,5 % de glicose, no 5° dia, na
cultura crescida livre. Na cultura imobilizada, a atividade maxima de B-galactosidase foi de

0,22 U.mL™, com remocao de compostos organicos de 85,2 % e aclcares redutores de 83,1%.

Palavras-chaves: Soro de leite, Aspergillus niger, DQO, aménia, B-galactosidase.



ABSTRACT

The whey, a residue rich in organic compounds and nitrogen, high pollution potential,
produced in large quantities by the dairy industry, was used in this paper as a substrate, using
as inoculum the fungus Aspergillus niger AN 400. The objective of this study was verify
unicellular protein synthesis, and beta-galactosidase by the fungus, assessing the simultaneous
reduction in the polluting potential of that residue. For this, initially, a test was carried out
with three different types of serum in nature (sweet, acid, salty). The effect on the fungal
metabolism in different initial pH and yeast extract in whey was conducted in time of 120 h.
Subsequently, tests were carried out up to 192 hours for studying the optimum time for the
production of single cell protein in serum alone and serum supplemented with 0,5 % and 1,0
% glucose. For testing of the enzymatic synthesis were employed in two forms of culture
growth: dispersed in the absence and presence of glucose (0,5 %) and immobilized on
polyurethane foam of 0,3 cm®. The results showed that the pH more favorable to cell growth
of the fungus was 3,0, while the highest enzyme activity occurred at pH = 3,7 (0,06 U.mL™).
During testing with yeast extract supplementation, was observed growth of fungus in the
filamentous form, greater cell yield, a greater reduction of COD (69,57 %), high consumption
of ammonia, as well as increased activity of the enzyme R-galactosidase (0,15 U.mL™) when
enriched with 2,0 g.L™ yeast extract. The cells produced in the pH range from 3,0 to 6,0 and
in different yeast extract concentrations showed about 30 % crude protein, confirming the
high protein content of the biomass of this fungus. In the evaluation of the optimal time for
the production of single cell protein, checked in reaction time of 72 h, in which presented
about 40 % crude protein, there was a reduction of up to 58 % of COD at the end of 8 days,
occurring ammonia removal in more than 90 % in two assays at the end of 48 h. In the assays
for the enzymatic synthesis the maximum activity of beta-galactosidase were 0,10 U.mL™" and
0,15 U.mL™ respectively in whey and serum plus 0,5 % glucose on day 5, in free culture
grown. The immobilized culture, the maximum activity of B-galactosidase was 0,22 U.mL™,

with removal of organic compounds of 85,2 % and reducing sugars of 83,1 %.

Key words: Whey, Aspergillus niger, COD, ammonia, B-galactosidase.
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1 INTRODUCAO

A geracdo de residuos € inerente as atividades conduzidas nas industrias durante a
fabricacdo de bens e produtos, os quais, se ndo forem dispostos ou tratados de forma correta,
comprometem a qualidade ambiental.

Das atividades industriais, o setor de alimentos destaca-se por um maior consumo
de 4gua e uma maior geracdo de efluentes por unidade produzida, aléem de gerar um grande
volume de lodo nas estacBes de tratamento biologico (RAMJEAWON, 2000). Nesse setor,
entre as mais importantes para a economia brasileira, destaca-se é a industria de laticinio, pela
sua diversidade de produtos e processos, além da geracdo de efluentes com caracteristicas
bastante variaveis.

Entre os efluentes lacteos, o soro de leite, proveniente da producdo de queijo,
apresenta-se como 0 mais importante, tanto devido ao seu potencial poluidor, decorrente da
expressiva quantidade de compostos organicos, quanto devido a sua nobre composicdo
quimica, caracterizada por manter uma grande parte dos componentes do leite, como lactose,
proteinas, minerais como célcio, fosforo, magnésio, zinco, vitaminas e tracos de gordura do
leite (ALMEIDA, 2004).

Devido a riqueza nutricional do soro de leite, nas UGltimas décadas, varios
processos foram desenvolvidos para o seu aproveitamento dentro ou fora da inddstria,
destacando-se a formulacdo em p6 (sendo esta a principal valorizagdo comercial do soro)
(HUFFMAN; HARPER, 1999) e 0 uso no enriquecimento nutricional de diversos produtos
alimentares, como as bebidas lacteas (PELEGRINE; CARRASQUEIRA, 2008). Apesar
dessas e de varias outras possibilidades, estima-se que de todo o soro gerado da producédo de
gueijo no mundo, a metade ndo € aproveitada passando a compor as aguas residuarias de
laticinio (FARIZOGLU et al., 2007).

O provavel impacto ambiental do lancamento nos corpos hidricos desse tipo de
residuo, quando ndo se tem o tratamento prévio ou apenas um tratamento parcial, deve-se a
elevada carga organica com um potencial de poluicdo, aproximadamente, 100 vezes maior
que a do esgoto domeéstico, atribuido principalmente a presenca da lactose e outros compostos
organicos, que tem como consequéncia a deplecdo do oxigénio no corpo receptor.

Em relacdo a questdo ambiental, as industrias de laticinios vém aplicando
melhorias para uma producdo mais limpa e eficiente, através de tecnologias de tratamento

para controle da poluicdo e atendimento as exigéncias da legislacdo especifica para
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lancamento de efluentes. Nesse contexto, é preferido o tratamento bioldgico aerdbio e
anaerdbio. Em alguns casos os tratamentos fisicos e quimicos, também sdo empregados.

No entanto, o tratamento biologico convencional desse tipo especifico de efluente,
como sistemas de lodos ativados, lagoas de estabilizacdo e reatores anaerobios, nao é fécil,
pois varios problemas tém sido relatados, como: a producdo de espuma, a ma sedimentacdo
do lodo, resisténcia baixa ao choque de carga organica, dificuldades na remocéo de nutrientes,
elevado teor de sodio, pH baixo (3,8 a 6,5) e alcalinidade baixa (CAMMAROTA; FREIRE,
2006; MACHADO et al., 2002; PRAZERES et al., 2012).

Por manter uma grande parte dos componentes do leite e estar disponivel em
grandes quantidades, 0 soro se apresenta como uma alternativa viavel e estratégica para uso
em bioprocessos. O soro de leite, que ndo é aproveitado na industria, pode ser destinado aos
processos bioldgicos com valorizacdo, condicionado a adicdo de micro-organismos externos
com capacidade para degradar um substrato especifico, reduzindo a carga poluidora do
efluente e permitindo através das reacdes bioguimicas a obtencdo de produtos com valor
comercial.

Os fungos, em particular o Aspergillus niger, ttm demonstrado grande potencial
para 0 uso em biotecnologia, pois é capaz de produzir ampla diversidade de produtos com
grande valor comercial (WUCHERPFENNIG et al., 2010). Substancias como &cido citrico,
acido glucoénico e uma diversidade de enzimas estdo entre alguns produtos comerciais obtidos
com alto rendimento (ANDERSEN et al., 2008).

Além disso, 0 uso do A. niger para a degradacdo de poluentes organicos e
nitrogenados tem sido objeto de uma série de estudos que confirmam a capacidade em
degradar diferentes poluentes (DJELAL; AMRANE, 2013; LOPES et al. 2011; LIU et al.
2011; SILVA, 2010).

Em sendo assim, esta pesquisa teve como objetivo investigar o desempenho do
fungo Aspergillus niger AN 400 na utilizagdo do soro de leite como substrato, para obtencao

de produtos, bem como para reduzir o potencial poluidor.



16

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Investigar o desempenho do fungo Aspergillus niger AN 400 no metabolismo do

soro de leite como substrato, para obtencdo de produtos, bem como para reduzir o potencial

poluidor, deste efluente.

1.1.2

Obijetivos especificos

Caracterizar o soro de leite de uma industria de produgdo de queijo em termos de
parametros fisico-quimicos.

Avaliar o potencial poluidor do soro de gueijo e sua composi¢do para utilizacdo como
meio de cultivo.

Verificar o efeito do pH e a influéncia de substratos externos como fonte de carbono
(glicose) e nitrogénio (extrato de levedura) no metabolismo do fungo sobre o soro de
leite.

Verificar a producdo de biomassa e o teor de proteina produzida pelo fungo
Aspergillus niger utilizando como substrato o soro de leite.

Comparar a atividade enzimatica de R-galactosidase com Aspergillus niger crescido
livre e imobilizado em espuma de poliuretano.

Determinar a reducdo do potencial poluidor do efluente em termos de matéria organica
(DQO) e amodnia no soro bruto em diferentes tempos de reacdo durante a producgéo de

proteina unicelular e sintese enzimatica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Geracéo e composicao de efluentes liquidos da industria de laticinio

Dependendo de determinadas caracteristicas de producéo da fabrica de laticinios
como o tipo de produto final obtido (iogurte, queijo, manteiga, leite, sorvetes, etc.), tipos de
sistemas e métodos de operacdo, as aguas residudrias dessas inddstrias podem variar
significativamente, tanto em quantidade como em qualidade (GUTIERREZ et al., 1991).

Geralmente, essas &guas residuarias sdo compostas principalmente de leite diluido
(ou produtos transformados), aguas contendo substancias quimicas com caracteristicas
alcalina e acida que compde o efluente apOs os processos de limpeza de garrafas, tanques,
silos de leite e equipamentos entre os ciclos de producdo (CARVALHO et al., 2013;
ANDERSON et al.,1994; DANALEWICH et al.,1998).

Outras fontes de aguas residuarias estdo associadas com o mau funcionamento de
equipamento ou erros operacionais como o derramamento de leite durante a recepcdo e
processamento, transbordamento de silos, perdas de produtos processados derivados do leite,
vazamento de tubulagdes, bombas e tanques, descarga de leite e produtos lacteos estragados e
perda durante operacdes de embalagem (EROGLU et al., 1991).

As aguas residuarias provenientes das industrias de laticinios usualmente
apresentam fluxos intermitentes, de modo que a vazdo dos efluentes se altera
significativamente, frequentemente associadas com os procedimentos de lavagem no final de
ciclos de producdo (EROGLU et al., 1991). Além de flutuagcdes horarias e diarias na vaz&o,
variaches sazonais acontecem com frequéncia, o volume de leite recebido para o
processamento varia em determinados periodos do ano (verdo e inverno), relacionando-se
diretamente com o volume de efluente produzido (KOLARSKI; NYHUIS, 1995).

De acordo com Demirel et al. (2005) e Britz et al. (2008), s&o muito escassas as
publicacbes contemplando a composicdo das aguas residuarias de laticinios. Mas sabe-se que
sdo compostas principalmente por proteinas, carboidratos, concentracoes elevadas de sélidos
dissolvidos e suspensos, incluindo 6leos e gorduras, fracfes significativas de nutrientes como
amonia e fosfatos e, portanto, requerem a devida atencgdo antes da disposigéo final (SARKAR
et al., 2006; BRITZ et al., 2008).

Os solidos presentes nesse tipo de efluente confere uma quantificacéo indireta dos
componentes organicos, que por sua vez influenciardo nos valores de DBO. Efluentes de

laticinio incluindo o soro de queijo apresentam concentracfes de solidos suspensos totais em
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uma faixa de 0,1 a 22 g.L™, na sua grande maioria aclcares e proteinas suscetiveis de
biodegradacdo (CARVALHO et al., 2013). A concentracdo de sélidos (SST, SSV) pode ser
usada para indicar a tratabilidade dos efluentes lacteos por processo biologicos. Danalewich et
al. (1998) observaram que a proporcao entre solidos suspensos totais, volateis e fixos pode
variar significativamente. Através de 15 coletas de amostras compostas de efluente de
laticinio, os autores verificaram que cerca de 76 % dos sélidos suspensos totais eram
compostos por solidos volateis, indicando uma boa biodegradabilidade dos residuos gerados.

A presenca nos efluentes de carboidratos e proteinas do leite, tais como lactose e
caseina, respectivamente, refletem uma elevada carga organica com valores da demanda
quimica de oxigénio (DQO) entre 1000 a 100000 mg.L?, com um indice de
biodegradabilidade (DBOs/DQO) tipicamente na faixa de 0,4 a 0,8 (PRAZERES et al., 2012).

Ja o nitrogénio se origina principalmente a partir de proteinas do leite e esta
presente em varias formas, tanto como nitrogénio organico (proteinas, ureia, acidos
nucleicos), como na forma ionizada como amonia, nitrito e nitrato. O fésforo é encontrado
principalmente em formas inorganicas, como ortofosfato e polifosfato, podendo ser
encontrado também em formas orgénicas (GUILLEN-JIMENEZ et al., 2000).

Normalmente, esses efluentes tém um valor de pH baixo, mas, devido a utilizacéo
de produtos de limpeza como desinfetantes, acidos e bases na industria de laticinio podem
resultar em valores de pH altamente variaveis nas dguas residudrias, podendo ocorrer valores
de pH entre 4,4 a2 12,0 (CARVALHO et al., 2013; DANALEWICH et al., 1998).

Os agentes mais utilizados sdo carbonato de sddio, hidréxido de sodio, acido
nitrico, acido fosférico e hipoclorito de sodio. Os acidos sdo usados para remogdo de
depdsitos minerais em equipamentos que trabalham com temperatura elevada e também
sanitizacdo, enquanto os detergentes basicos atuam na saponificacdo de gorduras e remocao
de substancias proteicas (BRITZ et al., 2008).

Conforme Morente et al. (2013) e Jiménez-Pichardo et al. (2015), sanitizantes
como o hipoclorito de sodio também sdo usados em quantidades relativamente baixas,
contendo geralmente grandes quantidades de cloro, sais quartendrios de amonio com
propriedades antissépticas e germicidas, os quais podem afetar o tratamento bioldgico das
aguas residuarias.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais caracteristicas fisicas e quimicas dos
efluentes liquidos gerados em laticinios, demonstrando uma variagdo grande quanto a sua

composicao, dependendo do processo e do produto fabricado.
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Tabela 1 - Variabilidade das caracteristicas de efluentes de laticinio em funcdo do produto
lacteo.

Setor de pH DQO' sST® SSV° NTK* NH; PT

producao - g,|_'1 g_|_-1 g.L'l g.L'l glL-l g.L-l Referéncias

Producéo de 690 47 i i i i i Strydom et al.

Leite in natura (1997)

Produciode 52 52 31 21 006 005 - Borj(""lgg'%‘;‘”ks’
PIOCeSEMEN g5 46 11 06 014 0011 0015 A(g%rf‘f)e’

Pro(;j&]e‘?i?g % 47 600 25 - 08 - 0280 Ga‘(’fé%g al.
Pro(i:‘gi?g % 46 88 50 - 08 015 0230 Karg(iz'OLiZZ‘;”Qar
Pro(i:‘gi?g % 39 745 94 83 015 - 0124 Erggzd;éle)t al.
e
e
Pro(?;fi?g 9 49 742 221 219 149 017 - Kan?;?l()/zgo "
b 1 om o ome Gon

'DQO - Demanda quimica de oxigénio, “SST - Sélidos suspensos totais, SSV - Sélidos suspensos volateis,
*NTK — Nitrogénio Total Kjeldahl, °PT - Fésforo total.
Fonte: Autor (2015).

2.2 Subproduto da producéo de queijo (soro de leite)

Os efluentes de sorvete, manteiga e de queijo (o soro de leite) sdo os principais
residuos na forma liquida da industria de laticinio (PRAZERES et al., 2012). Destes, o0 soro é
0 subproduto de maior importancia, devido ao volume produzido, ao amplo espectro de
possibilidades de reutilizacdo visto seu potencial nutritivo e, principalmente, seu elevado
poder poluente (CHIARARDIA; FERREIRA, 1999; ZIMMER, 2006).

A estimativa da Associacdo Brasileira das Industrias do Queijo - ABIQ (2011) é
que a producdo de queijo, em 2010, tenha chegado a 745 mil toneladas. Considerando que
para produzir 1 kg de queijo sdo necessarios 10 kg de leite gerando 9 Kg de soro, tem-se que
nesse ano foram geradas 6,7 x 10° toneladas de soro.

O soro de queijo pode ser definido como um liquido verde amarelado resultante

da precipitacdo e remocgdo da caseina do leite durante o processo de fabricacdo de queijo
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(SISO, 1996). A cor amarelada do soro de leite é causada pela presenca de riboflavina
(vitamina B2) (DE WIT, 2001). A porc¢éo aquosa que se separa do codgulo do leite representa,
aproximadamente, 85 a 90 % do leite utilizado para a producdo de queijo, retendo
aproximadamente 55 % dos nutrientes presentes no leite (MIZUBUTI, 1994; SISO, 1996).

De acordo com Ghaly e Kamal (2004), a maior parte dos componentes se encontra
solubilizado na &gua presente no soro, sendo os principais a lactose (5 %), compostos
nitrogenados (0,9 %), minerais (0,8 %) e pequenas quantidades de vitaminas.

A maior parte da lactose do leite, em torno de 39 g.L™ a 60 g.L™, permanece no
soro, constituindo a fracdo principal da carga organica, que, em conjunto com elevados
volumes gerados, faz do soro de queijo um problema ambiental muito preocupante, e solugdes
para a sua valorizacdo sdo de extrema importancia (GHALY; KAMAL, 2004; KISAALITA et
al., 1990).

Efluentes da producéo de queijo apresentam valores de DBO na faixa de 0,6 a 60
g.L™ podendo ocasionar um impacto ambiental significativo quando lancado em corpos
d’agua pelo alto consumo de oxigénio dissolvido na estabilizacdo da carga organica (LEE et
al., 2003; JANCZUKOWICZ et al., 2008).

Tradicionalmente, o soro foi visto como residuo sem qualquer valor comercial e
descarregado em cursos de dgua ou no solo sem tratamento ou ainda incorporado em racdes
para animais (TORRES, 2005; PRAZERES et al., 2012). De acordo com Fischer (2010), essa
abordagem tem sido abandonada nas ultimas décadas, muito devido as propriedades
nutricionais e funcionais excelentes do soro, visto que contém metade dos sélidos do leite.

Conforme Sienkiewicz e Riedel, (1990) apud Siso (1996), os volumes crescentes
de soro de leite produzido, devido ao crescimento do setor de producéo e as exigéncias legais
mais estritas em relacdo a qualidade do efluente, sdo também fatores importantes para o
surgimento de novas alternativas para o soro. Com isso, 0 soro de leite passou a ser tratado
como produto com elevado valor agregado.

De acordo com Ghaly e Kamal (2004), o principal processo industrial aplicado no
soro é a formulacdo em p6. No Brasil, uma parte dos 4,5 bilhGes de litros de soro de leite
produzidos anualmente tem sido processada em sistemas de torre de secagem (spray dryer),
sistemas utilizados nas principais areas de processamento de leite e soros de leite ao redor do
mundo.

Entretanto, muitos outros usos sdo encontrados para o soro e lactose incluindo
formulacGes para criancgas, produtos de panificacdo, laticinios e confeitaria, alimento animal e

suprimento alimentar para derivados da lactose apés fermentacdo (MATIOLI et al., 2001).
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Ainda assim, a demanda é insuficiente para toda a lactose disponivel no soro, o
resultado € um baixo valor de mercado. Uma grande parte do soro produzido néo é utilizado e
descartado como efluente tornando-se um significativo problema de desperdicio e poluicédo
para 0 meio ambiente (PANESAR et al., 2007).

2.2.1 Tipos de soro de leite

O tipo de soro de leite pode variar de acordo com as técnicas de processamento
para a precipitacdo e remogdo da caseina do leite liquido (PANESAR et al., 2007). De acordo
com Siso (1996), duas principais variedades de soro de leite sdo produzidos, o soro acido
(com pH menor que 5,0) produzido a partir da adi¢do de &cidos organicos para a precipitacdo
da caseina e o soro doce de pH entre 6 e 7, baseado na coagulacdo da caseina pela adi¢do de
enzimas coagulantes. Em relagdo ao soro doce, o soro acido normalmente apresenta uma
maior concentracdo de minerais e um teor de proteina mais baixo, sendo a sua utilizacdo na
alimentacdo mais limitada, justamente por conta de seu sabor acido e alto teor de sal
(MAWSON, 1994).

Para Prazeres et al. (2012), na producdo de queijo sdo gerados trés principais
efluentes: o soro de queijo (resultante da producdo de queijo), o segundo soro de queijo
proveniente do reaproveitamento do soro na producdo da ricota e o soro de queijo de aguas
residuarias (dgua de lavagem que contém diferentes fracdes de soro de queijo e/ou segundo
soro de queijo).

No entanto, para Peres (2011), podem existir diversos tipos de soros originados de
processos industriais devido a suscetibilidade de deterioracdo do soro liquido, tais como:

e Soro de leite em po6 “doce” que advém da producao de queijos, sendo o produto mais
simples também conhecido como integral;

e Soro de leite em pd desmineralizado, com 25 % a 90 % dos seus minerais extraidos;

¢ Soro delactosado, com até 30 % de concentracdo de proteina;

e Concentrados proteicos de soro de leite conhecidos como proteina de soro concentrada
(PSC), com mais de 30 % de concentragdo de proteinas;

¢ Isolados proteicos de soro de leite (IPS) produzidos a partir da concentracdo de 80 %

da proteina do soro.
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2.3 Lactose

A lactose € o principal carboidrato do leite estando presente exclusivamente no
leite dos mamiferos. A concentragcdo aproximada no leite bovino varia entre 4,4 % e 5,2 %, no
leite humano é de 7 % e no soro de leite bovino seco em torno de 70 % a 80 % (CARVALHO
etal., 2013).

A lactose ¢ um dissacarideo (4-0-B-galactopiranosil-d-glucopiranose, Ci2H2,011)
constituido por uma molécula de glicose, unida por uma ligacdo glicida 3-1,4 a uma molécula
de galactose. E considerado um aglcar redutor, porque o grupo anomérico da porcdo glicose
ndo estd envolvido na ligacdo glicosidica, portanto ela estd livre para reagir com agentes
oxidantes (CAMPBEL, 2000). Em solugdes aquosas, a lactose esta presente nas formas

anoméricas o e 3 (Figura 1), responsaveis pelas diferentes propriedades desse agucar.

Figura 1 - Estrutura da molécula de lactose.
CH,OH CH,0OH

Fonte: Ganzle et al. (2008).

Uma caracteristica distintiva da lactose é sua manifestacdio em diferentes
configuraces e inter-relacdes fisico-quimicas dependentes da temperatura. Quando em
solucéo produz-se a transformacdo de uma forma em outra (a forma o se transforma em 3 e
vice versa), até alcancar o equilibrio; esse fenbmeno é denominado de mutarrotacdo, que
influi na sua solubilidade (ORDONEZ et al., 2005). No equilibrio a 20 °C a-lactose equivale a
37,3 % e B-lactose 62,7 %, esta relacdo de equilibrio é ligeiramente afetada por diferencas de
temperatura.

A a-lactose € menos solivel que a forma B-lactose, cristalizando-se a primeira em
solugdes aquosas com temperaturas inferiores a 93,5 °C. A B-lactose pode ser obtida por
processos de cristalizacdo com temperaturas maiores que 93,5 °C. Cristais de a-lactose mono-

hidratada podem ser preparados concentrando-se uma solucdo aquosa de lactose a uma taxa
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moderada de temperatura, abaixo de 93,5 °C, visto que durante a ocorréncia do fen6meno de
mutarrotacdo a forma P transforma-se gradativamente na o até supersaturar dando inicio ao
processo de cristalizacdo (DRAPIER-BECHE et al., 1999).

As formas dos cristais mais predominantes sdo prismas, piramides, ou
"tomahawks" dependendo das condi¢fes de cristalizagdo. Se a dimens&o dos cristais estiver
entre 10 e 16 um, podem os mesmos ser detectados sensorialmente depreciando os produtos
lacteos devido a um efeito chamado de “arenosidade” (GANZLE et al., 2008). Visando
ampliar seu espectro de utilizagdo, emprega-se a hidrélise desse dissacarideo redutor obtendo

um agucar mais adocicado, soltvel e digerivel.

2.3.1 Hidrélise da lactose

A hidrolise da lactose pode ser realizada de duas formas, tanto por agente quimico
como por tratamento enzimatico (HATZINIKOLAOU et al., 2005). A hidrélise quimica €
caracterizada por condicbes acidas (pH < 1,5) e temperaturas elevadas de até 150 °C
(GUIMARAES et al., 2010).

Apesar do baixo custo, por envolver solugdes diluidas de acidos fortes como &cido
sulfurico e cloridrico, quando a hidrolise é realizada por esse processo, apresentam-se
algumas desvantagens, tais como a desnaturacdo de proteinas, necessidade de pré-
desmineralizacdo, aparecimento de uma coloragédo castanha devido a reacGes de Maillard e a
formacdo de produtos indesejaveis, que impedem a sua utilizagdo direta em alimentos (SISO,
1996; CARMINATTI, 2001).

Como consequéncia, a hidrdlise enzimatica empregando a enzima R-galactosidase
em condicdo mais branda de pH e temperatura € a via preferencial para a hidrolise da lactose,
processo de grande interesse tecnoldgico, ja que os compostos resultantes sdo facilmente
fermentaveis e absorvidos pelo intestino humano (ORDONEZ et al., 2005). De acordo com
Jurado et al. (2004), a hidrdlise enzimatica da lactose é um dos mais importantes processos
biotecnoldgicos, porque os produtos hidrolisados podem ser consumidos por pessoas com ma
digestdo da lactose, devido a eliminacéo da intolerancia a lactose.

Além disso, 0 processo enzimatico apresenta vantagens tecnoldgicas e ambientais
da sua aplicagdo na industria, incluindo (JURADO et al., 2002):

e Formacdo de galacto-oligossacarideos durante a hidrélise da lactose que favorece o
crescimento da microflora bacteriana intestinal. A presenca desses compostos é

considerada desejavel em alimentos;
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e Melhoria nas caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais de alimentos que contém lactose
hidrolisada de leite ou soro de leite, devido a presenca dos aglcares glicose e galactose
que sdo mais faceis de fermentar;

e Maior biodegradabilidade do soro de leite em que a lactose foi hidrolisada.

2.4 As enzimas 3-galactosidase

A B-galactosidase comumente conhecida como lactase € uma enzima (EC
3.2.1.23) classificada como uma hidrolase, que catalisa a hidrélise de residuos terminais ndo
redutores P-d-galactoctopiranosil (GalR1-4Glc) da lactose para formar glicose e galactose
(GASTEIGER et al., 2003).

As B-galactosidases sdo encontradas na natureza em diversos vegetais (améndoas,
péssego, damasco, macd), 6rgdos de animais (intestino, cérebro, testiculos, placenta) e
também produzidas por uma grande variedade de micro-organismos (SANTIAGO et al.,
2004; HUSSAIN, 2010). Entre os micro-organismos utilizados na sintese de B-galactosidase,
aparecem as bactérias, os fungos filamentosos e as leveduras, sendo preferidas para uso
industrial as enzimas obtidas a partir de Aspergillus spp. e Kluyveromyces spp. (OLIVEIRA et
al., 2011).

O interesse particular na aplicacdo industrial das B-galactosidases produzidas por
essas culturas vai desde sua classificagdo como GRAS (Generally Recognized as Safe) pela
Food and Drug Administration (FDA), sendo esse um critério importante para aplicacdes
alimenticias, até a facilidade de obtencdo, boa produtividade e rendimento a partir desses
micro-organismos (KOSSEVA et al., 2009; PANESAR et al., 2006).

No Brasil, a resolugdo RDC n° 26/2009 regulamenta o preparo de enzimas para
uso na producdo de alimentos destinados ao consumo humano e ressalta que a enzima lactase
utilizada na industria de alimentos deve ser de origem microbiana, proveniente dos seguintes
micro-organismos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis,
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces sp.
(BRASIL, 2009).

O fungo filamentoso Aspergillus niger tem a capacidade de secretar a [-
galactosidase para 0 meio extracelular. Essa caracteristica € uma vantagem importante da
lactase proveniente de A. niger, ja que as enzimas extracelulares sdo mais faceis de serem
produzidas e isoladas, enquanto as enzimas intracelulares devem passar por processos

onerosos de desintegragéo celular ou de permeabilizacdo da membrana (AWAN et al., 2010).
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As enzimas flngicas tém um pH 6timo na faixa acida (2,5 a 5,4) e uma
temperatura étima elevada, o que permite a sua utilizacdo a temperaturas de até 50 °C
(PANESAR et al., 2006). A B-galactosidase proveniente de fungos filamentosos é adequada
para a hidrélise da lactose de soro de leite &cido, soro de queijo doce previamente acidificado
e alimentos lacteos fermentados, porque a sua atividade a valores de pH mais elevado do que
0 6timo (cerca de 3,5) € muito diminuida (OLIVEIRA et al., 2011).

Além do uso na hidrdlise da lactose do soro, estudos indicam ainda que a enzima
fangica pode ser adequada para uso em um ambiente gastrico, por exemplo, o estdmago
humano, para aliviar os sintomas de ma absor¢do. O’Connell e Walsh (2010) utilizaram uma
enzima purificada de Aspergillus niger que apresentava temperatura 6tima de 65 °C e um pH
otimo entre 2,0 e 4,0, combinada com uma [-galactosidase neutra de Kluyveromyces
marxianus e observaram uma elevada estabilidade quando expostas a condi¢des gastricas
simulada “in vitro”. A capsula contendo a dupla lactase teve uma atividade 3,5 vezes maior do
que a lactase comercial, retendo 68 £ 2 % do nivel de atividade original.

No entanto, a aplicagdo convencional e comercial da B-galactosidase mais comum
tem sido na hidrdlise da lactose do leite, nesse caso as enzimas proveniente de leveduras sdo
mais adequadas devido a atividade ocorrer em pH 6timo entre 6,2 a 7,5, ou ainda em produtos
derivados, em particular do soro de queijo (OLIVEIRA et al., 2011; ANSARI; HUSAIN,
2012).

A importancia industrial na aplicacdo da p-galactosidase na reducdo do teor de
lactose em produtos lacteos visa atender a um publico que apresenta intolerancia a esse agucar
devido a deficiéncia genética intestinal de lactase (HAIDER; HUSSAIN, 2008). Pessoas
intolerantes a lactose se restringem a quantidade de lactose que podem ingerir diariamente
devido a presenca insuficiente da enzima.

A baixa atividade da enzima na mucosa do intestino delgado (hipolactasia) resulta
na méa absorcdo ou ma digestdo da lactose devido a diminuicdo na capacidade de hidrolisar a
lactose no intestino, sendo passado o agUcar direto para 0 sangue e, posteriormente, para urina
e intestino causando varios disturbios (SHUKLA, 1975 apud DOMINGUES et al., 2005). O
resultado é uma modificacdo na flora intestinal que leva a uma producdo excessiva de gés e de
acido causando desordens intestinais como colica, flatuléncia e diarreia (KARDEL et al.,
1995).

Além de aumentar a disponibilidade de produtos lacteos a populacdo, incluindo
um grande contingente que apresenta intolerancia a lactose, outra vantagem do processo € a

conversao da lactose em seus mondmeros que evita a cristalizacdo em produtos como sorvetes
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e leite condensado, e acentua a dogura e a solubilidade em alimentos pela presenca da glicose
e galactose (LIFRAN et al., 2000). Na Figura 2 é mostrado o mecanismo de hidrélise da
lactose pela enzima p-galactosidase, na qual hidrolisa o dissacarideo nos seus

monossacarideos constituintes.

Figura 2 - Reacdo de hidrdlise enzimatica da lactose pelo uso de 3-galactosidase.
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Fonte: Adaptado de Vieira (2009).

2.5 Tratamento convencional dos efluentes de laticinio

Efluentes lacteos sdo tratados por métodos fisico, quimico ou tratamento
bioldgico. Os processos fisico-quimicos como coagulacdo/floculacdo apresentam o
inconveniente de custos elevados com reagentes quimicos além de ndo serem eficientes na
remoc¢do da DQO soluvel (VIDAL et al., 2000).

Métodos mais sofisticados como a osmose reversa (VOURCH et al. 2005;
SARKAR et al. 2006), ultrafiltracdo (LUO et al. 2012) ou tratamento eletroquimico
(KUSHWAHA et al. 2010), apesar de eficientes, demonstraram ser muito alto de custos
operacionais. Além disso, a manutencdo de uma DQO muito baixa no tratamento com 0 uso
de membranas apds alguns ciclos de operacdo torna-se bastante dificil (BALANNEC et al.,
2005).

Dessa forma, sdo geralmente preferidos os processos bioldgicos por serem mais
rentiveis e com possibilidades da obtencéo de subprodutos com valor comercial (DEMIREL

et al., 2005). De acordo com Carvalho et al. (2013), o tratamento de efluentes da producdo de
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queijo baseia-se principalmente nos processos bioldgicos de tratamento através da digestdo
anaerdbia ou aerdébia. A razdo entre os valores de DBO/DQO geralmente maior que 0,5
indicam esses residuos como adequados para serem tratados pela via biolégica empregando
principalmente o tratamento com lagoas, sistemas de lodo ativado e reatores anaerdbios
(PRAZERES et al., 2012).

Apesar da preferéncia, conforme Danalewich et al. (1998), o tratamento bioldgico
de efluentes lacteos podem nédo ser simples, principalmente devido as altas variagdes nas
caracteristicas do efluente (carga orgénica e volume) e a presenca de produtos quimicos.
Esses autores, avaliando o nivel de desempenho com as estratégias convencionais de
tratamento aplicadas as aguas residuarias de laticinios, encontraram varios problemas, sendo
0s principais: sobrecargas no sistema, geracao de odores, grandes volumes de biomassa
excedente, presenca de lodo filamentoso, dificuldade na manutengcdo em concentragGes
adequadas de oxigénio dissolvido em sistemas de lodo ativado e producéo de espuma.

Orhon et al. (1992), investigando a tratabilidade de efluente de laticinio em
sistemas de lodo ativado, verificaram que as aguas residuarias que contém proteinas do leite
sdo lentamente biodegradadas necessitando de até 150 h de adaptacdo para efetiva
biodegradacao.

Janczukowic et al. (2008), analisando a biodegradabilidade de efluentes laticinios
em lodo ativado pela respirometria, observaram que todos os efluentes de laticinios testados
podem ser tratados em conjunto, com excecdo do soro de leite, que se apresentou como o de
maior dificuldade de ser oxidado por via bioldgica, devendo ser gerido separadamente dos
demais residuos.

Gavala et al. (1999), aplicando efluente da producdo de queijo em um reator
UASB e avaliando diferentes aplicacdes de carga organica volumétrica e tempo de detencao
hidraulica (TDH), concluiram que eficiéncias de 98 % podem ser conseguidas para o efluente
diluido para uma DQO de 37 g.L™* (carga organica de 2,0 g DQO.L.d™), necessitando de um
tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 6 dias. A medida que aumenta a concentracdo de
DQO constatou-se que o desempenho do reator caiu consideravelmente, verificando-se que a
alimentacédo do efluente de soro de queijo sem diluicdo ocasionou a necessidade de tempos de
detencéo hidraulica maiores que 30 dias para uma remocao de até 81 %.

Em tempo, devido principalmente ao elevado valor da carga organica presente nos
efluentes de queijo, varios pesquisadores apontam a tecnologia anaer6bia como a mais viavel

para o tratamento. A baixa producdo de lodo de excesso, 0 menor consumo de energia e
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requisitos de area sdo vantagens adicionais do processo anaer6bio em comparagdo com 0S
processos por lodos ativados (GAVALA et al., 1996; DEMIREL et al., 2005).

Os fungos tém recebido menos atencdo para o tratamento de aguas residuarias de
laticinios em relacdo aos reatores nos quais predominam bactérias. Contudo, os biorreatores
com fungos se apresentam como uma tecnologia promissora e vantajosa, devido ao potencial
produtivo de enzimas degradantes, bem como a sua capacidade para suportar condigdes
severas, especialmente de flutuacdes de cargas dos poluentes, de tolerar baixa concentracao
de nutrientes e baixo pH (JEYAKUMAR et al., 2013; GRIMM et al., 2005).

Na Tabela 2 sdo mostrados alguns trabalhos em que foram utilizadas tecnologias
para o tratamento de efluentes de laticinio incluindo: reatores anaerdbios do tipo UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), sistemas de lodo ativado (SLA), osmose reversa (OR),

nanofiltracdo (NF), tratamento eletroquimico (EQ) e biorreatores com fungos (BRF).

Tabela 2 - Tecnologias de tratamento utilizadas em aguas residudrias da industria de laticinio.

Tecnologia Tipo de efluente 8?_01) Ta)]l)—ﬁ l?ig:[i(;);g) Referéncias
e eI om0 s Cvsd
VSR ot M I S o
VS R ot M N R
s Eememito oo s gy Ko
s et oo g gy K
OR Efluente sintético 110 - 99,9 Bala(r;rg)%csgat al.
NF Efluente sintético 110 : 99,8 Ba'a(grc‘)%csgat al.
EQ Efluente sintético 7,5 - 80 B:Ir.]s(zz%oll;)e t
I U N o T
BRF Ef}‘lfi;‘;e dT.'B.tSZ'fO 038-056 8 75 Silva (2010)

*TDH — Tempo de detencéo hidraulica.
Fonte: Autor (2015).
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2.6 Tratamento bioldgico com fungos

Os fungos possuem habilidade para se desenvolverem em qualquer substancia
organica, fazendo uso de substratos variados. As fontes de carbono como polissacarideos,
lignina, glicose, manose, frutose, 6leos e &cidos organicos sao importantes fornecedoras de
energia para a atividade metabolica dos fungos (POMPEU, 2010).

Além dessas substancias, tem-se comprovado que os fungos sobrevivem e
crescem em meios com concentracOes elevadas de compostos recalcitrantes e sao capazes de
utilizad-los como fonte de energia para crescimento e manutencdo do seu metabolismo
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; SOLIS et al., 2012).

O interesse na aplicacdo de fungos na biorremedicao de poluentes cresce também
devido a sua fisiologia, facilidade de cultivo, capacidade de crescer a valores de pH inferiores
a 5,0, boas taxas de reproducdo e de tolerar grandes variacbes e escassez de umidade e
oxigénio, demonstrando o potencial desses micro-organismos para o tratamento de aguas
residuarias.

Apesar de recente, em compara¢do com outros sistemas bioldgicos, a utilizacao de
fungos na biorremediacdo de poluentes de facil e de dificil degradagdo tem sido relatada na
literatura especializada devido ao potencial enzimético desses micro-organismos (VAN
LEEUWEN et al., 2012).

Entre as vantagens do uso de fungos no tratamento em relacéo as bactérias, pode-
se citar o fato de que nos fungos ndo se observa a limitacdo da difusdo de substrato para o
interior da célula, pois secretam enzimas para 0 meio que degradam compostos complexos em
moléculas menores, facilitando a assimilacdo e permitindo uma maior tolerdncia as
concentracgdes elevadas de poluentes (KAPDAN et al., 2000; BENNETT, 1998).

Os fungos sdo capazes, além de degradar os compostos organicos, de promover
também a nitrificacdo e a desnitrificacdo. No tratamento de aguas residudrias, o processo tem
se concentrado em bactérias nitrificantes e desnitrificantes, excluindo o efeito de outros
micro-organismos. No entanto, os fungos filamentosos sdo capazes de remover nitrogénio de
aguas residuarias. Segundo Guest e Smith (2002), no metabolismo do nitrogénio pelo fungo,
podem-se obter diversas vantagens em relacdo as bactérias como: taxas de nitrificacdo de 1 a
4 vezes maior do que de bactérias autotréficas, uma maior resisténcia aos fatores inibitdrios
do processo de nitrificagdo, uma produgdo final elevada de compostos gasosos de nitrogénio

com taxas de desnitrificacdo em torno de 100 %.
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2.6.1 Morfologia dos fungos em reatores com crescimento submerso

Em biorreatores, os fungos filamentosos, tais como, o Aspergillus niger, podem
apresentar diferentes morfologias, variando de agregados micelias densamente entrelacados
denominado de pellets ao crescimento micelial disperso (GRIMM et al., 2005).

A opc¢do pela morfologia varia de acordo com o produto desejado, devido a
produtividade 6tima estar correlacionada a uma morfologia especifica, havendo a necessidade
de uma andlise prévia das diferentes culturas (pellets ou micélio) para cada processo biologico
(GIBBS et al., 2000; KRULL et al., 2013).

De acordo com Espinosa-ortiz et al. (2016), para aplicagdes no tratamento de
aguas residuarias, o crescimento do micélio disperso em biorreatores ndo € desejavel, devido
as dificuldades operacionais que causam os fungos filamentosos. Quando os fungos crescem
na forma filamentosa ou micelial verifica-se aumento significativo na viscosidade limitando o
fornecimento de oxigénio e nutrientes. Em comparagdo, 0s meios de cultivo com pellets
distintos mostram comportamento de fluxo newtoniano, favorecendo a transferéncia de
oxigénio para os pellets, reduzindo o consumo de energia para aeracao e agitacdo (KRULL et
al., 2013). No entanto, a limitada disponibilidade de nutrientes pode ocorrer dentro da parte
interna dos pellets de maiores didametros. O continuo crescimento exponencial e ilimitado da
camada periférica do pellet, restringe o fornecimento de oxigénio na zona interior, podendo

ocorrer autélise caracterizado por pellets com o ndcleo oco (BARRY et al., 2009).

2.6.2 Reatores com fungos com crescimento imobilizado

Na natureza, 0s micro-organismos crescem ligados principalmente a superficies,
formando biofilmes, devido a sua tendéncia natural para aderir em estruturas solidas
(GAMARRA et al., 2010). Essa particularidade faz com que o uso de micro-organismos
imobilizados seja considerado como uma tecnologia promissora para a producao de enzimas e
outros metabdlitos.

De acordo com Ibrahim et al. (2014), a imobilizacdo de células tornou-se uma
ferramenta importante na area de biotecnologia. Entre as potenciais vantagens para a
utilizacdo de células vidveis imobilizadas, incluem-se a facil separacdo e reutilizacdo das
células, a manutencdo de concentracfes celulares elevadas, flexibilidade na concepc¢do do
reator e no seu funcionamento (FREEMAN; LILLY, 1998).
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Considerando que o crescimento submerso livre dos fungos filamentosos néo é a
forma natural de vida, eles sdo adaptados ao crescimento em superficies e nestas condicdes
eles demonstram um comportamento fisiologico e morfoldgico que é diferente, por exemplo,
da fermentagio em estado sélido (FES) (VILLENA; GUTIERREZ-CORREA, 2006).

No caso da formag&o de biofilme, em comparacdo com a producdo de granulos, a
orientacdo do crescimento tem sido descrita de forma distinta: enquanto os pellets aumentam
em densidade, o biofilme aumenta principalmente em sua profundidade, favorecido pela
formacdo de canais nas camadas de hifas que facilitam a passagem de liquidos (Figura 3),
implicando em uma melhor transferéncia de massa, 0 que explica as maiores taxas de
crescimento especifico (HILLE et al., 2005; VILLENA; GUTIERREZ-CORREA, 2006;
GUTIERREZ-CORREA et al., 2012).

Figura 3 - Microscopia eletronica de varredura de biofilmes de Aspergillus niger

desenvolvido em tecido de poliéster com destaque nos canais formado entre as hifas.

10 um EHT = 20.000 Kv WD =26 mm
—

Fonte: Adaptado de Gutiérrez-correa et al. (2012).

Além da diferenca do crescimento estrutural em relagdo aos pellets, o arranjo de
hifas no interior do biofilme reflete um processo celular coordenado com diferentes respostas
metabolicas que sdo distintas dos pellets. A partir desse ponto de vista, a adesdo celular tem
sido considerada como o passo inicial necessario para desencadear a sinalizacdo e a expressao
diferencial de genes, mecanismos ausentes no crescimento submerso convencional
(GUTIERREZ-CORREA et al., 2012).

De acordo com O’toole et al. (2000), o crescimento em biofilme promove a

ativacdo de diferente expressdo de genes que mudam a fisiologia das células. Embora ainda
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ndo completamente compreendido, Vvarios processos tém sido relatados em que o uso de
células imobilizadas de micro-organismos permitiu diversas vantagens em relacdo a cultura
livre, tais como: uma maior produtividade enzimatica (SKOWRONEK; FIEDUREK, 2006),
reducdo no tempo de fermentacdo (YANG et al., 2005), reutilizacdo das células com
manutencdo da produtividade (MUKHOPADHYAY et al., 2005) e maiores eficiéncias de
remocdo de diferentes poluentes em &guas residuarias (TSEKOVA et al., 2010; AKHTAR et

al., 2010).

2.6.3 Tratamento com o fungo Aspergillus niger

Os fungos do género Aspergillus sdo fungos saproéfitos, mesofilicos e no que tange
a sua morfologia, produzem micélios septados e ramificados, cujas porcles vegetativas
encontram-se submersas ao nutriente quando cultivados estaticamente (PELCZAR et al.,
1996).

Entre os fungos filamentosos, o Aspergillus niger (Figura 4) se destaca pela sua
capacidade metabodlica, apresentando-se como um dos principais micro-organismos em
bioprocessos, com potencial de se tornar futuramente o mais utilizado na biotecnologia
(ANDERSEN et al., 2008). Como sugere o nome, é um fungo filamentoso negro comumente
denominado como “mofo negro”, apresentando como caracteristicas particulares colonias
brancas a amarelo palido em que rapidamente se formam milhares de esporos de 3 a 5 um que
se tornam rugosos ao atingir a maturagcdo (WAINWRIGHT, 1995; PRADO, 2002).

Figura 4 - Macro (a) e micromorfologia (b) do Aspergillus niger.

Fonte: Joint Genome Institute (2015).
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Uma das razdes para o notavel interesse por Aspergillus niger pode ser explicada
pela diversidade de produtos por ele sintetizados. Esse fungo é uma das poucas espécies desse
reino classificadas como GRAS (Geralmente Reconhecido Como Seguro) pela Food and
Drug Administration (FDA). De acordo com Van Dijck et al. (2003), o longo uso industrial
de produtos a parti de A. niger em alimentos e a ampla distribuigéo do fungo na natureza néo
conduziu a qualquer sintoma de patogenicidade derivado da presenca de toxinas produzidas
pelo fungo. Diante dessas caracteristicas apresentadas, essa espécie € utilizada na producéo de
enzimas, sua massa celular é empregada como constituinte na alimentagdo animal e sua
fermentacdo geram 4&cidos organicos, dentre outros compostos, de valor econdmico
significativo.

Além da sua ampla aplicacdo em processos industriais, o fungo A. niger também
se mostra com capacidade de crescer em diferentes aguas residuérias, utilizando os compostos
no seu metabolismo, obtendo bons resultados de remogdo de matéria organica,
caracterizando-o como micro-organismo com capacidade para o tratamento biologico de
aguas residuarias (FELIX, 2005).

No tratamento de efluente de laticinios, Djelal e Amrane (2013) utilizaram um
consorcio fangico incluindo Aspergillus niger, Mucor hiemalis e Galactomyces geotrichum
em escala laboratorial, em escala piloto e em escala industrial. Os resultados confirmaram
melhores rendimentos na remoc¢éo de DQO saindo de um percentual de 55 % na auséncia para
75 % na presenca dos fungos, agindo principalmente na DQO recalcitrante dos efluentes.

Liu et al. (2011) utilizaram o fungo Aspergillus niger em uma primeira etapa no
tratamento biol6gico de &guas residuérias provenientes da producdo de pasta mecénica da
indUstria de celulose. Com os ensaios realizados em batelada agitada com biomassa dispersa,
foi possivel remover 60,2 % da DQO em 72 h de ensaio e obter uma producdo de biomassa
sélida de 7,12 g.L™' com potencial para uso na alimentacdo animal e na producdo de
fertilizantes orgéanicos devido ao fato de ela conter 8,91 % de proteinas e 9,16 % de
amino&cidos.

Em estudo realizado por Mishra et al. (2004), os fungos A. niger e A. foetidus
foram aplicados no tratamento de aguas residuarias do processamento de batata. O fungo A.
niger reduziu 59,3 % da DQO e A. foetidus 63,2 % em 72 h. A cultura mista conseguiu
remover entre 66,1 a 79,7 % da DQO, ja em condi¢Oes otimizadas de pH e nutrientes houve a
reducdo de 82,75 % da DQO atingindo 90,5 % apo6s 60 h de ensaio, com simultanea producéo

de biomassa flngica rica em proteinas (39 a 40 %).
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Coulibaly et al. (2002) realizaram estudos com A. niger avaliando o potencial do
indculo em cinco biorreatores em séries com o objetivo de degradar macromoléculas tornando
solivel a carga organica, servindo como um pré-tratamento para sistemas de tratamento de
esgoto. Nessa ocasido, utilizando amido simulado como poluente macromolecular, o processo
se mostrou eficiente na biorremediacdo de &guas residuérias complexas, sendo possivel
degradar o polissacarideo e acumular produtos hidrolisados, obtendo 90 % de degradacao do
amido com TDH de 17 h.

Além de matéria orgénica nas aguas residuarias, os nutrientes sdo também os
substratos de interesse para a remocgao bioldgica no metabolismo microbiano. Recentemente
tem sido reconhecido que além de bactérias outros micro-organismos tém a capacidade de
promover a remocdao de nitrogénio do meio, sendo de grande interesse os fungos filamentosos
(GUEST; SMITH, 2002).

Segundo Lopes et al. (2011), A. niger tem habilidade para degradar residuos
nitrogenados, através de mecanismo da reducdo desassimilatéria do nitrato, ocorrendo a
conversdo de nitrato em nitrito e deste em amdnia, a qual é usada em reacdes de sintese pelo
fungo. Os autores avaliaram a remogdo desses compostos nitrogenados de aguas residuarias
do processamento de castanha de caju em reator em batelada e obtiveram bons resultados em
uma das etapas de estudo, conseguindo remocdo de nitrito da ordem de 90 % e amonia e
nitrato em mais de 75 %.

Os compostos nitrogenados sdo essenciais para a nutricdo e metabolismo dos
fungos, utilizando amoénia diretamente (anabolismo) ou a partir da reducdo de nitrato a
amonia, a qual é a forma diretamente assimilada, incorporando-se 0 nitrogénio em sua
biomassa (ZHOU et al., 2002).

O trabalho de Silva (2010), que tratou do efluente sintético de laticinio, avaliou o
comportamento do fungo A. niger AN 400 em reatores em batelada sequencial imobilizados
em espuma e em PET triturado objetivando remover compostos nitrogenados inorganicos.
Nesse estudo, durante os ciclos de operacdo, foi possivel identificar o processo assimilatorio
pelo fungo das formas nitrogenadas de nitrato e amoénia. O sistema proporcionou uma
remocao global de nitrato nos reatores com espuma de 99 %, e nos de PET de 91 %.

Além de fontes inorganicas de nitrogénio, os fungos tem a capacidade de utilizar o
nitrogénio organico. Hwang et al. (2004) obtiveram bons resultados de remocdo de diferentes
compostos nitrogenados de aguas residuarias da aquicultura empregando um reator de placas

com fluxo continuo contendo o fungo Aspergillus niger NBG5. Os trés residuos nitrogenados,
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(ambnia, nitrito e proteinas) foram consumidos simultaneamente removendo mais de 95 %

dos compostos em 50 h.

2.6.4 Producdo de biomassa e proteina unicelular (Single Cell Protein)

Os sistemas convencionais de tratamento biologico de esgoto, que utilizam como
principais micro-organismos as bactérias na remocdo de material organico e nutrientes, sdo a
esséncia da engenharia sanitaria (VAN LEEUWEN et al., 2012).

No tratamento aerdbio acontece a conversdo do material organico em CO, e 4gua
e a producéo de biomassa microbiana. Cerca de 2/3 de todo material organico é convertido em
novas células, em que cada grama de DQO removida corresponde a producdo de 0,45 g de
biomassa (VAN HAANDEL; MARAIS, 1999). Nessa tecnologia, a producdo e
consequentemente a retirada do lodo de excesso do sistema se torna o principal problema
econémico e ambiental, de forma que o custo com o tratamento e destino final desse lodo
pode chegar a 60 %, se tornando bastante oneroso (CANALES et al., 1994).

Por outro lado, os fungos na biorremediacdo de aguas residuérias convertem as
substancias organicas presentes no efluente em biomassa flngica rica em proteinas que
podem ser facilmente separadas e utilizadas como fonte de alimentacdo de animais e
potencialmente em dietas de humanas (MISHRA et al., 2004).

O termo Single Cell Protein (SCP) é usado para descrever a proteina derivada de
células de microrganismos, que sdao cultivados em diferentes substratos e utilizados como
fonte de proteina na alimentagdo humana e animal (NAJAFPOUR, 2007).

A levedura foi o primeiro micro-organismo cuja importancia como suplemento
alimentar animal foi reconhecida. Durante a Primeira Guerra Mundial, a Alemanha substituiu
metade das fontes de proteina importadas pela levedura (NASSERI et al., 2011). Além de
leveduras como Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis, a Spirulina e a Chlorella séo
também micro-organismos considerados seguros e aceitos pela Organizacdo das NacOes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura para o consumo humano - FAO (ANUPAMA,;
RAVINDRA, 2000).

A proteina unicelular tem sido produzida a partir de diversos micro-organismos,
sendo algas, leveduras, fungos e bactériasas principais fontes de SCP. Como citado entre as
algas, as mais utilizadas sdo as espécies de Spirulina. As mais populares entre as leveduras
sdo as dos géneros: Candida, Hansenula, Pichia, Torulopsis e Saccharomyces. Entre as

bactérias, Cellulomonas e Alcaligenes sd@o 0s géneros usados com mais frequéncia.
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Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, entre outros, sdo alguns dos fungos cultivados para a
obtengdo de SCP (ALBUQUERQUE, 2003).

O valor nutricional e a utilidade da proteina desses micro-organismos baseiam-se
na sua composi¢cdo. Além de estar livre de substancias toxicas e apresentar um elevado teor
proteico, a biomassa deve conter vitaminas, minerais, carboidratos, nitrogénio ndo proteico
como os &cidos nucleicos e aminoacidos (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000). No caso de
acidos nucleicos em SCP, a quantidade presente na biomassa tem sido um dos principais
fatores que dificultam a sua utilizacdo como fonte de alimento para seres humanos. Ingestéo
excessiva de &cidos nucleicos pode levar a precipitacdo de &cido Urico, causando problemas
de saude, tais como “gota” ou a formacéo de pedra nos rins (NASSERI et al., 2011). Assim, 0
conteddo de acidos nucleicos na biomassa para satisfazer os requerimentos proteicos em
humanos deve ser de até 3 % em base seca (ABOU-ZEID et al., 1995). Na Tabela 3 a
composicdo das células de diferentes micro-organismos pode ser observada.

Tabela 3 - Comparacdo dos valores nutritivos de biomassa de algas, leveduras, fungos e

bactérias.

Componente (%0) Algas Leveduras Fungos filamentosos  Bactérias

Proteina bruta 40-60 47-56 30-70 50-83

Nitrogénio total 45-65 7,5-9,0 35-70 60-80

Lisina 4,6-7,0 - 6,5-7,8 4,3-5,8

Metionina 1,4-2,6 - 1,5-1,8 2,2-3,0

_ Lipidios 5-10 2,6 5-13 8-10
Acidos nucleicos 4-6 6,12 9,7 15-16

Fonte: Adaptado de Anupama e Ravindra (2000).

Em relacdo aos meios de crescimento, diversos subprodutos agroindustriais tém
sido usados como substratos para a producdo de proteina unicelular. Na Tabela 4 sdo
mostrados alguns trabalhos em que residuos potencialmente poluidores foram degradados por
micro-organismos para a producéo de SCP.

De acordo com Anupama e Ravindra (2000), no cultivo com residuos organicos
de baixo custo, é mais conveniente utilizar fungos e bactérias para producdo de SCP. O répido
crescimento e o elevado teor de proteinas fazem destes, 0s principais micro-organismos para

uso como fontes de SCP.
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Tabela 4 - Producdo de proteina bruta por diferentes micro-organismos a partir de residuos

agroindustriais.

Micro-organismo Residuo Proteina (%) Referéncia
_Kluyveromyces . Soro de leite 44,3 Yadav et al. (2014)
marxianus/Candida krusei
Aspergillus niger Espigas de milho 30,4 Singh et al.(1991)
Aspergillus niger Casca de laranja 29,8 Azam et al. (2014)
Sacchromyces cerevisiae Casca de laranja 23,5 Azam et al. (2014)

Agua residuéria da

Aspergillus oryzae indistria de vinho 35,3 Zhang et al. (2008)
Trichoderma viride ,_Agu,a rg3|duar_|a da 19,8 Zhang et al. (2008)
industria de vinho
. Bagaco de cana de i El-Nawwi e EI-
Aspergillus terreus aciicar 21-28 Kader (1996)
. Aphan(_)thec? . Efluente de arroz 60,2 Zepka et al. (2010)
microscopica nageli
Candida utilis Farelo de arroz 32,8 Rajoka et al. (2006)

Fonte: Autor (2015).

Além de crescer em quase todas as fontes de matéria organica, as células dos
fungos (filamentoso ou pellet) sdo também mais faceis de serem separadas do meio de cultura,
sendo um processo mais pratico e econdmico em relacdo a outros micro-organismos que
apresentam células menores dificultando a recuperacdo da biomassa (ZHANG et al., 2008).
Segundo El-Aasar (2006), outra vantagem do uso do micélio fngico é que as células desses
micro-organismos sdo menos propensas a causar reacfes adversas nos seres humanos, tais
como reacg0es alérgicas ou toxicidade, quando comparadas as SCP derivadas de outros micro-

organismos.

2.7 Biotecnologia com soro de leite

Na maioria dos processos fermentativos sdo usados meios de cultivo menos
onerosos, principal caracteristica para o emprego em grande escala. Entre 0s meios que nao
possuem sua composicao definida (meios complexos), pode-se mencionar o uso de diversas
matérias-primas naturais de baixo valor comercial, porém com elevado teor de carboidratos,
tais como caldo de cana-de-acucar, melagos, diversas farinhas (trigo, milho, soja, cevada),
agua de maceracdo de milho etc. que podem constituir substratos para processos
fermentativos (SCHMIDELL et al., 2001).

O uso desses residuos em bioprocessos representa uma forma de se agregar valor

a residuos abundantes, dando solucdo para seu acumulo, que representa um sério problema
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ambiental. Além do baixo custo para a obtencdo sdo desejaveis em meios de cultivo as
seguintes caracteristicas (BON et al., 2008):
e Ter composicdo adequada para o crescimento do micro-organismo e formacgdo do
produto de interesse;
e Ter elevada disponibilidade e facilidade de padroniza¢do dos componentes, e
e Nao contribuir para dificultar os processos de separacéo do produto.

No caso da gestdo dos residuos da producdo de queijo, trés opgdes podem ser
consideradas: primeira, aplicacdo do tratamento fisico-quimico, tais como a coagulacéo-
floculacdo, ozonizacdo, processo Fenton, precipitacdo térmica, precipitacdo acida, osmose
reversa etc; segunda, uso de tecnologias que sdo introduzidas para recuperar compostos
valiosos, tais como proteinas e lactose presentes no soro, além do processamento de produtos
diversos como o soro em po, bebida lactea, ricota, concentrado proteico, produtos de
panificacdo, sorvetes e bebidas, entre outros; e por ultimo, os processos bioldgicos que podem
ser também utilizados como uma tecnologia de valorizacdo (PRAZERES et al., 2012).

Desde que seja comprovada a capacidade de utilizacdo dessa fonte de carbono em
processos bioldgicos, o soro de queijo pode ser utilizado como uma fonte alternativa de
substrato para micro-organismos na producdo econdmica de diferentes bioprodutos
(MUKHOPADHYAY et al., 2005).

A utilizacdo do soro lacteo como substrato para micro-organismos se justifica pela
sua rica composicdo, sendo que a presenca da lactose e de outros nutrientes essenciais para o
crescimento microbiano faz dele um substrato bem atrativo (PANESAR et al., 2007).

Dentre algumas substancias valorosas possiveis de serem produzidas com soro
excedente em bioprocessos, encontram-se: a proteina unicelular para alimentacdo humana ou
animal (GHALY; KAMAL, 2004), &cidos organicos, como acido latico (ELDELEKLIOGLU
et al, 2013), A&cido citrico, (EL-SAMRAGY et al., 1996), é&cido glucbnico
(MUKHOPADHYAY et al., 2005), alcool etilico de grau combustivel (MURARI et al.,
2013), gas metano (ERGUDER et al., 2001), e hidrogénio (KARGI et al. 2012; AZBAR et al.
2009; ROSA et al. 2014), alem de enzimas como [3-galactosidase (BARROS, 2011).

Na Tabela 5 é demonstrado que, dependendo do micro-organismo e utilizando
principalmente a lactose presente no soro de leite como fonte basica de carbono e energia,

podem-se gerar diversos produtos de elevado interesse comercial.
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Tabela 5 - Micro-organismo e produtos de processos da biotecnologia com soro de leite.

Micro-organismo

Produto

Producao
maxima

Referéncias

Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Kluyveromyces
fragilis
Lactobacillus casei
NRRL-B-1922
Kluyveromyces
marxianus 229
Kluyveromyces
marxianus

Acido glucénico

Acido citrico
R-galactosidase
R-galactosidase
R-galactosidase

Biomassa
celular

Acido latico
Etanol

R-galactosidase

92 g.L"
1,06 g.L*
0,95 U.mL*
2,5UmL?
16,02 UGI.mL™*

0,66 g/g lactose
61,09.L"
18,70 g.L*

28,0 UGL.mL™

Mukhopadhyay et al. (2005)
El-Samragy et al. (1996)
Barros (2011)

Silva et al. (2009)
Barbosa e Aradjo, (2007)

Ghaly e Kamal (2004)
Eldeleklioglu et al. (2013)
Murari et al. (2013)

Santiago et al. (2004)

Fonte: Autor (2015).
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3 MATERIAL E METODOS

A investigacdo do metabolismo do A. niger AN 400 em soro de leite foi realizada

em cinco etapas, como ilustrada na Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma da pesquisa com as etapas desenvolvidas durante a pesquisa.

"Fungo Aspergillus niger AN
Etapa 1 400
Caracterizacao do soro de leite B
. Meio Agar batata
Ftapa 2 Reatores com 100 mL submetido a agitacdo , +
Teste com diferentes soros “In de 140 rpm com 2 x 105 esporos/mL == Producao dos esporos
natura™ o
Soro desproteinizado e esterilizado
k1
Etapa 3
Efeito do pH inicial
' Proteina Etapa 3 e h
unicelular Influéncia da adicdo de extrato de levedura galactos d‘:se
3 Etapa 4 3
y Efeito do tempo e da glicose
Biomassa, Acicar redutor, . Biomassa, Acticar redutor,
DQO, aménia, pH Etapas DQO, aménia, pH ’
Influéncia da imobilizacio : - P

Fonte: Autor (2015).

Etapa 1 - O soro de leite proveniente do processamento de queijo foi caracterizado com
relacdo a composicdo de carbono e nutrientes para uso como meio de cultivo e para conhecer
0 seu potencial poluidor.

Etapa 2 — Nessa etapa foi avaliada a capacidade do fungo em degradar diferentes tipos de soro
“in natura”, gerados na industria de laticinio, em bateladas agitadas simples, com o objetivo
de definir o soro com melhor composicao para 0s ensaios subsequentes.

Etapa 3 - Apo6s a defini¢do do tipo de soro, foi realizado um pré-tratamento e investigado a
influéncia do pH e da adi¢do de nitrogénio no metabolismo do fungo na producdo de
biomassa, de proteina e na atividade enzimatica.

Etapa 4 - Dois produtos do metabolismo do fungo em soro de leite foram acompanhados
durante os ensaios em até 8 dias de tempo reacional. Testes em bateladas agitadas com
biomassa dispersa foram realizados para avaliar a producédo de proteina unicelular pelo A.
niger AN 400 no soro bruto desproteinizado, analisando a influéncia da glicose como
substrato externo no rendimento do processo e acompanhando a reducdo do potencial
poluidor do soro. Em um segundo momento, o soro de leite foi suplementado com extrato de
levedura e utilizado em reatores agitados com o fungo em crescimento disperso para a sintese

da enzima 3-galactosidase.
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Etapa 5 — Foi verificada a influéncia da imobilizacdo do fungo em espuma de poliuretano
(EP) para a sintese enzimatica, consumo dos compostos organicos e nitrogenados a fim de

tracar um comparativo com os valores obtidos com o crescimento disperso.

3.1 Coleta e caracterizacéo do efluente

A matéria-prima utilizada durante esta pesquisa foi o soro resultante da producédo
de queijo, cedido por uma inddstria de laticinio localizada na cidade de Limoeiro do Norte-
CE-BR.

Experimentalmente foram analisadas amostras de trés diferentes tipos de soro
gerados na industria, sendo: soro doce (15 amostras), soro salgado (02 amostras) e soro acido
(02 amostras), correspondendo um total de 19 amostras, que ap6s a coleta, foram
armazenadas em recipientes plasticos e transportadas para o Laboratério de Controle
Ambiental do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard, campus
Limoeiro do Norte.

Os residuos liquidos foram caracterizados segundo as seguintes variaveis fisico-
quimicas: Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), pH, alcalinidade, s6lidos, nitrogénio total
Kjeldahl (NTK), nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, fosforo total e agUcares totais.

As analises foram realizadas em conformidade com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater APHA (2012), a exce¢do de agucares totais, que foi
realizada de acordo com DUBOIS et al. (1956). Na tabela 6 estdo apresentados os métodos

para a determinacdo das referidas variaveis.

Tabela 6 - Principais parametros analisados no soro de leite e métodos utilizados.

Variavel Método Referéncia
pH Potenciométrico 4500 B/APHA et al. (2012)
Alcalinidade Potenciométrico 2320 B/APHA et al. (2012)
Condutividade elétrica Condutimetria 2510 B/APHA et al. (2012)
DQO Titulométrico refluxo fechado 5220 C/APHA et al. (2012)

AcuUcares totais Fenol-acido sulfarico DUBOIS et al. (1956)

NTK Semi-Micro Kjeldahl 4500 C/APHA et al. (2012)
Ambnia Fenato 4500 F/APHA et al. (2012)
Nitrito Colorimétrico 4500 B/APHA et al. (2012)
Nitrato Reducdo com cadmio 4500 E/APHA et al. (2012)
Fosforo Acido ascorbico 4500 E/APHA et al. (2012)
Solidos totais Gravimétrico 2540 B/APHA et al. (2012)
Solidos totais volateis Gravimetrico 2540 E/APHA et al. (2012)
Solidos totais fixos Gravimétrico 2540 E/APHA et al. (2012)

Fonte: Autor (2015).
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3.2 Preparo do indculo fungico

Neste trabalho foi utilizada a linhagem Aspergillus niger AN 400 como inéculo
devido a comprovada capacidade de crescer em diferentes fontes de matéria organica e da
sintese de um grande numero de metabdlitos (SILVA, 2010; BARBOSA et al., 2015;
RODRIGUES et al. 2012).

Para obtencdo do inoculo, os esporos do fungo A. niger foram crescidos em placas
de Petri contendo 15 mL do meio solido Agar batata dextrose e incubados a 28 °C. Apds o
tempo de incubacéo, entre 5 e 7 dias, com auxilio de alca de Drigalski, removiam-se 0s
esporos com solucdo salina com Tween-80 0,1 % (v/v), os quais eram transferidos e
armazenados em frascos esterilizados.

Na Figura 6a encontram-se ilustrados os materiais e equipamentos usados para a
contagem dos esporos. Nesse procedimento, uma solucdo diluida era preparada utilizando 20
ML da suspensdo produzida, bem homogeneizada, acrescida de 980 pL de Tween 80,
resultando em uma diluicdo de 1:50. Uma aliquota da solucdo diluida de esporos previamente
agitada em vortex era transferida por capilaridade para uma camara de Neubauer de 0,1 mm?®
até o completo preenchimento. Um microscopio 6ptico com aumento de 400x foi utilizado
para a contagem dos quatro quadrantes laterais (Figura 6b).

Figura 6 - (a) Bancada para a contagem dos esporos. Microscopio optico (I). Camara de
Neubauer e laminula (I1). Micropipetador (I11). Pipeta de Pasteur (V). Agitador vortex (V).
Tubos de ensaio (V1). (b) Camara de Neubauer com destaque dos quadrantes usados para a

contagem.

Fonte: Autor: (2015).
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O célculo da concentracéo de esporos da solugdo estoque foi feito de acordo com

a Equacdo 1, baseado em Borzani et al. (2001):

Esporos/mL = Nmero de esporos x 10* x diluicéo 1)

NUmero de quadrantes

Apbs a determinacdo da concentracdo da solucdo estoque calculava-se o volume a
ser adicionado para ajustar o inéculo nos ensaios em 2 x 10° esporos/mL. Os esporos
produzidos foram mantidos em uma temperatura de -15 °C para futura utilizacdo, sendo

renovada a cultura a cada 4 semanas.
3.3 Testes com agitagdo com fungo Aspergillus niger AN400 com diferentes soros

De inicio foram avaliados trés tipos de soro de leite, conforme ilustrado na Figura
7, representando a forma como os soros foram gerados durante a producdo de queijo: soro
doce, derivado da fabricacdo de queijos produzidos com enzimas; segundo Soro, ou Soro
acido, resultante da fabricacdo da ricota e soro salgado, gerado apds a etapa de salga com

cloreto de sodio durante a producao de queijos.

Figura 7 - Fluxograma representando a producdo de queijos e a geracdo dos soros usados na

etapa preliminar.

Leite
I
Adigcao de Ingredientes
1
Coagulagao
1
Agitacao e cozimento
I

I— Dessora

Massa Soro doce

| |
Moldagem/Prensagem Aquecimento/acidificagao
I A —
Salga Segundo soro
————"soro salgado
Maturagao

I

Queijos Ricota

Fonte: Adaptado de Aquarone (2001).
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Os soros coletados foram transferidos para béqueres e a eles adicionou-se acido
latico concentrado até pH 4,0, 1,0 mL.L™ de solucdo Vishniac e 0,1 g.L™ de antibi6tico
Megacilin Super Plus para inibir a influéncia de outros micro-orgaismos.

Os trés soros (doce, salgado, segundo soro) foram adicionados em frascos
erlenmeyer de 250 mL em volume de 100 mL. Em seguida, os frascos foram inoculados com
suspensdo de esporos (2,0 x 10° esporos/mL) de A. niger AN 400 e mantidos sob agitacéo
rotativa de 140 rpm por 192 h a 30 °C. No final de oito dias foi determinado a DQO
remanescente e 0 agUcar total. O soro que se apresentou como melhor meio em funcdo da
remocdo de DQO e acUcares foi utilizado nos ensaios subsequentes, sendo 0 mesmo pré-

tratado como descrito a seguir.

3.4 Pré-tratamento acido do soro de leite

Ap6s os ensaios preliminares foi verificada a necessidade de remogdo das
proteinas do soro, uma vez que 0S primeiros ensaios realizados com 0 soro in natura
conduziram a forma micelial livre do fungo o que afetou excessivamente a viscosidade e a
mistura do meio. Além da grande interferéncia no processo, a presenca das proteinas
dificultaram as analises de concentracdo celular por massa seca, pois as mesmas precipitam
junto as células do micro-organismo apds centrifugacdo e nao se separam por simples
filtracdo a vacuo.

O pré-tratamento foi realizado utilizando um processo de adi¢do direta de acido
organico (acido latico) ao soro aquecido. A remocdo da fragdo proteica foi realizada de acordo
com Santiago et al. (2004) utilizando o método acido e térmico.

O soro colocado em recipiente de aluminio foi previamente aquecido em um
agitador/aquecedor em pH ajustado até 4,8 com é&cido latico comercial sob suave agitacdo.
Ap0s ajuste do pH, o soro continuou sendo aquecido até 90 °C controlando a temperatura com
auxilio de um term6metro. Ao atingir 90 °C, o aquecimento e agitacdo foram interrompidos e
a solucdo foi mantida em repouso entre 15 e 30 minutos, para que fossem cuidadosamente
sedimentadas as proteinas. Por fim, o soro de leite pré-tratado foi separado das proteinas
sifonando o sobrenadante até um volume que era possivel permanecer no recipiente apenas a

massa proteica formada.
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3.5 Efeito do pH

Como o pH ¢é uma condicdo importante para 0 metabolismo fungico, o efeito de
diferentes valores de pH iniciais foi testado. Frascos de 250 mL contendo 100 mL de soro de
leite desproteinizado tiveram o pH ajustado para 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 e 6,0, utilizando
HCI 1,0 M ou NaOH 1,0 M, sendo em seguida esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Apos
resfriamento, em temperatura ambiente, foram inoculados com 2 x 10° esporos/mL do fungo
A. niger NA 400 e o meio foi submetido a agitacdo orbital durante 5 dias a 140 rpm.

Para os ensaios realizados em duplicata foi determinado o crescimento celular
através dos sélidos suspensos volateis, o teor de proteinas no material retido por filtracéo, a

atividade de B-galactosidase, DQO remanescente, acucares redutores e amonia do filtrado.

3.6 Influéncia da suplementagéo com nitrogénio

Verifica-se em muitos trabalhos que o nitrogénio organico desempenha um papel
importante para a producdo de R-galactosdase (AWAN et al. 2010; BARRQOS, 2011; LIMA,
2012). Desse modo, testes foram realizados com adicéo de diferentes concentracfes de extrato
de levedura (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 g.L™) no soro de leite. Os experimentos foram
executados em frascos contendo 100 mL de soro esterilizado com pH ajustado para 4,0, e
indculo de 2 x 10° esporos/mL da cultura fingica sob agitacdo de 140 rpm. Decorrido cinco
dias de reagdo, todo o material foi filtrado em filtro de fibra de vidro de 0,45 pm de
porosidade. Para o material sélido retido no filtro foi determinado o crescimento do fungo e o
teor de proteina. No sobrenadante foi avaliado o consumo de compostos organicos através da

determinacdo da DQO, de agUcares redutores e nitrogénio amoniacal.

3.7 Testes com biomassa dispersa para a producéo de proteina unicelular

Experimentos foram realizados com soro coletado na industria em trés periodos
diferentes, que foram pré-tratados para a remocao das proteinas (item 3.4). Neste estudo, 0s
reatores receberam 100 mL de soro com pH ajustado para 4,0 com acido latico, que foram
esterilizados em autoclave.

Como apresentado na Tabela 7, os reatores foram divididos em grupos, sendo: 8
frascos sem indculo contendo apenas soro desproteinizado denominados de controle (C); 8

com indculo fungico e soro de leite (FS) e 8 contendo o inoculo no soro e adicionado glicose
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denominado de (FSG). Nos reatores FSG, os dois primeiros ensaios foram montados com
glicose a um 1,0 %. Para o terceiro ensaio diminuiu-se a glicose para 0,5 % em todos 0s

frascos.

Tabela 7 - Composicéo do grupo de reatores usados para a producao de proteina unicelular.

Ensaio Controle Fungo + soro de leite Fungo + soro de leite + glicose
(®) (FS) (FSG)
1 Soro de leite sem Soro de leite com Soro de leite com indculo + 1 % de
indculo indculo glicose
5 Soro de leite sem Soro de leite com Soro de leite com indculo + 1 % de
indculo indculo glicose
3 Soro de leite sem Soro de leite com Soro de leite com in6culo + 0,5 %
inéculo indculo de glicose

Fonte: Autor (2015).

Todos os reatores foram mantidos sob as mesmas condigdes de agitacdo (140
rpm) e temperatura (30 °C), assim como os que foram inoculados receberam a mesma
concentracdo de esporos, ja definida. A cada 24 h, durante 8 dias, foi desmontado um reator
para andlise do crescimento celular através da biomassa retida no filtro e realizadas as

determinacOes de proteina da biomassa seca; e de amdnia, DQO e pH no filtrado.

3.8 Testes com biomassa dispersa para a sintese de -galactosidase

Os ensaios foram realizados com dois grupos de reatores. O primeiro grupo foi
composto de reatores gque receberam soro adicionado de extrato de levedura na concentracdo
de 2,0 g.L™. Ao segundo grupo, além da suplementacdo com extrato de levedura (2,0 g.L™?)
foi adicionado 0,5 % de glicose.

Os reatores continham 100 mL do meio com pH ajustado para 4,0 com uso de
acido latico, que foram esterilizados a 121° C durante 15 minutos. Em seguida, os reatores
foram inoculados com fungo (2 x 10° esporos/mL) e mantidos em agitacdo orbital de 140
rpm, conforme os testes anteriores. Para 0s ensaios realizados com seis réplicas, a cada 24 h,
durante 8 dias, foram retiradas assepticamente aliquotas de 3 mL e analisada a atividade para

R-galactosidase, assim como agucares redutores, DQO e amonia.
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3.9 Ensaios com biomassa imobilizada em batelada agitada para a sintese de R3-

galactosidase

A imobilizacdo da biomassa foi baseada em Sanroman et al. (1994). O meio para
a producdo de bioparticulas era composto por soro de leite desproteinizado adicionado de
extrato de levedura na concentracdo de 2,0 g.L™. O pH do meio foi ajustado para 4,0 com
acido latico, distribuido 100 mL em frascos de Erlenmeyer de 250 mL e adicionado 1,0 g dos
cubos de espuma de poliuretano (EP) de 0,3 cm?®, previamente lavados, secos, e todo conjunto
esterilizados a 121 °C, durante 15 minutos.

Apbs resfriamento, a temperatura ambiente, adicionou-se aos reatores contendo o
soro e 0 meio para a imobilizacdo, 2 x 10° esporos/mL do fungo que foram mantidos em
agitacdo a 140 rpm durante 3 dias. Ap6s o tempo de incubacdo, as bioparticulas produzidas
foram separadas do meio por peneiramento e lavadas com &gua estéril para serem utilizadas
nos reatores visando a producéo de enzima.

Para os ensaios realizados com seis réplicas, as bioparticulas produzidas eram
adicionadas aos reatores de 250 mL contendo soro de leite nas mesmas condi¢Ges da
imobilizacdo, em seguida submetidos as mesmas condi¢fes de agitacdo, com remoc¢do de
aliquotas a cada 24 h para andlise da atividade enzimética de R-galactosidase, acucares

redutores, DQO e aménia do filtrado.
3.10 Principais métodos analiticos
3.10.1 Acgucar total

Este procedimento analitico foi realizado na caracterizagdo do soro de leite e nos
ensaios preliminares com diferentes soros “in naura”. A analise de agUcar total medido como
lactose foi realizado através do método fenol-acido sulfurico, descrito por Dubois et al (1956).

Neste método, apos a diluicdo necessaria, adicionou-se em tubo de ensaio 100 pL
da amostra diluida, 700 puL de agua destilada, 48 pL de solucdo de fenol 80 % e 2 mL de
acido sulfarico concentrado. Apds agitar e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente,
realizou-se a leitura de absorbancia a 490 nm.

Juntamente com a andlise, construiu-se uma curva de calibragdo com
concentracdes de lactose variando de 10 a 50 mg.L™. Para o branco, foi realizado 0 mesmo

procedimento usando agua destilada em lugar da amostra.
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3.10.2 AgUcares redutores expresso em lactose

A determinacdo de acucares redutores foi realizada pelo método do &acido 3,5-
dinitrosalicilico (MILLER, 1959). A determinacdo da concentracdo de agucares redutores foi
feita adicionando 1 mL da amostra diluida a 2 mL do reagente DNS em tubos de ensaio, que
foram incubados em banho de agua fervente por 5 minutos. Apds esse tempo, resfriavam-se
0s tubos em banho com agua a temperatura ambiente e completava-se o volume a 25 mL com
agua destilada. Em seguida, os tubos eram homogeneizados para a realizacdo da leitura da
absorbancia a 540 nm.

Para a calibracdo, foi realizado um branco em que 1 mL de &gua destilada
substituia a amostra, seguindo o mesmo procedimento. A concentracdo foi determinada a

partir de uma curva padrao de lactose de 0,5 a 5,0 mg.mL™ (adaptacéo do método de Miller).

3.10.3 Determinacdo da biomassa fungica

Nos ensaios sob agitacdo para producdo de proteina, a biomassa flngica
produzida no meio nutritivo foi determinada ao final de cada tempo reacional. Para tanto, todo
0 contetdo dos frascos foi filtrado através de membrana em fibra de vidro 0,45 um e a
biomassa foi lavada duas vezes com agua destilada, seguida de secagem em estufa até obter
uma massa constante a 105 °C. O crescimento celular do fungo em soro de leite, em

diferentes tempos de ensaio, foi expresso em grama por litro (g.L™).

3.10.4 Determinacdo da proteina bruta

O percentual de proteina da biomassa seca do fungo Aspergillus niger para cada
tempo de ensaio foi estimado de acordo com APHA (2012), utilizando o método Micro-
Kjeldahl para a determinacdo de nitrogénio, o qual foi convertido em proteinas multiplicando
pelo fator de 6,25 (AOAC, 1975).

3.10.5 Determinagdo da atividade da enzima R-galactosidase através da hidrélise do
substrato ONPG

A enzima [B-galactosidase foi determinada através da medigdo da liberacdo de o-

nitrofenol (0-NP) a partir do substrato o-nitrofenil B-d-galactopiranosideo (ONPG) adquirido
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da Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO). A atividade enzimética foi realizada através
de um teste colorimétrico, considerando que o substrato O-NPG é um composto incolor que
apos hidroélise produz a galactose incolor e 0-NP com coloracdo amarela. O coeficiente de
extincdo molar do produto o-nitrofenol (O-NP) foi determinado experimentalmente segundo
metodologia do CODEX CHEMICALS (1981), o resultado obtido foi de 4,3 cm?umol. Uma
unidade (U) de B-galactosidase é definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de
o-nitrofenol por minuto sob as condi¢6es do ensaio.

O ensaio de R-galactosidase foi baseado em Hatzinikolaou et al. (2005). Para a
determinacdo da enzima, 1,9 mL de uma solucdo de ONPG 2,5 mM, diluido em tampé&o de
citrato fosfato a 100 mM (pH 3,5) foi colocado em tubos de ensaio. Em seguida, os tubos
foram colocados em banho-maria a 60 °C para equilibrar a temperatura e adicionou-se uma
aliquota do caldo fermentado (0,1 mL). Apds a incubagdo de 10 minutos em banho de agua,
foi utilizado 1 mL de carbonato de sodio a 10 % para cessar a rea¢do. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS (PG — Instruments T70) no comprimento de onda
(A) de 410 nm, a fim de determinar a quantidade de o-nitrofenol liberado. Para o branco, foi
feito o mesmo procedimento, colocando-se agua destilada no lugar da amostra. A atividade
enzimatica foi calculada de acordo com a Equacdo 2 a seguir, baseada em Lima (2012).

At(UmLY = AxV 2)
exLXxVyxt

Sendo:

At = atividade enzimatica; A= absorbancia lida; V; = volume do ONPG + volume da amostra
+ volume de carbonato de sodio (3 mL), ¢ = coeficiente de extingdo molar (4,3 cm?/pmol), L
= caminho optico de 1 cm, Va = volume da amostra (0,1 mL), t = tempo de reagdo (10

minutos).

3.10.6 Estudos da estabilidade térmica da enzima e efeito do pH sobre a atividade

enzimatica

A influéncia da temperatura na reagdo da enzima R-galactosidase foi determinada
através da hidroélise do substrato ONPG 2,5 mM em tampao citrato-fosfato a pH 3,5 seguindo
0 mesmo procedimento descrito no item 3.10.5, porém incubando o substrato bruto nas
temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C.
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O pH étimo da enzima foi determinado a temperatura de 60 °C, variando-se o pH
(2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0) da solucdo no qual o substrato sintético ONPG na concentracéo
de 2,5 mM foi dissolvido.

3.11 Estudo estatistico dos dados

Os dados da caracterizacdo do soro bruto foram avaliados de acordo com a
estatistica descritiva padrdo (média, desvio padrdo, coeficiente de variancia, valor minimo e
valor mé&ximo), usando o Excel como ferramenta para analise dos dados.

Através do software estatistico SPSS versdo 20 foram realizados testes de
hipdtese. O Teste T de student com amostras emparelhadas foi utilizado para verificar se
existem diferencas significativas no crescimento do fungo e producdo de proteina no soro
bruto (FS) com o rendimento celular e o teor de proteina do fungo apds a suplementacdo com
glicose nas duas concenrtragdes (FSG).

O teste T foi aplicado também para comparar os valores de aglcares redutores
determinados durante os ensaios a fim de conferir se existe diferenca significativa entre o
consumo de acUcares redutores na cultura crescida dispersa com a cultura imobilizada em

espuma de poliuretano (EP).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados da fase experimental da pesquisa,
considerando os dados produzidos referentes a caracterizagdo do residuo de laticinio, assim
como os resultados dos ensaios em bateladas agitadas usando o fungo Aspergillus niger AN
400 como indculo, crescido livre ou imobilizado em espuma de poliuretano em meio

contendo o soro de leite bruto ou suplementado com glicose e extrato de levedura.

4.1 Caracteristicas do soro de leite

Como pode ser observado na Tabela 8, no soro de leite, incluindo os das amostras
de soro doce, &cido e salgado, encontra-se uma elevada carga organica com valores de DQO
no intervalo de 53,6 a 86,90 g.L™.

Conforme a literatura, como mostrado na Tabela 1, os efluentes da producédo de
queijo sdo fortemente poluidor, causadores de sérios impactos ambientais se lan¢ados nos
corpos hidricos, e determinantes de problemas em estacdes de tratamento de esgotos
domésticos se lancados na rede coletora devido as concentracGes elevadas de matéria
organica, além do desperdicio de um produto valioso (DEMIREL et al., 2005;
DANALEWICH et al., 1998).

Tabela 8 — Caracterizacdo dos soros gerados na industria de laticinio.

Parametros Unidade Média Minimo Maximo Desvlo cv
padrdo (%)

DQO gO, L™ 68,1 53,6 86,9 10,2 15
Acucar total g.L* 46,6 34,7 54,5 5,8 12
pH - 5,1 3,5 6,8 1,2 24
Alcalinidade mg CaCO; L™ 587 0,0 1330 621 106
Fosforo mgP L™ 261,3 1491 331,8 55 21
Amdnia mg NH; L™ 21,3 4,48 73,6 18,7 88
Nitrito mg NO, L™ 0,08 0,0 0,23 0,09 121
Nitrato mg NO3z L™ 0,6 0,26 1,5 0,36 59
NTK mgN L™* 1134 386 1867 404 36
ST g.L? 62,4 23,9 69,8 11,7 19
STV gLt 58,1 18,1 67,7 11,8 2,24
STF g.L? 4.2 1,5 7,3 1,7 39

Fonte: Autor (2015).
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Comparando o valor médio da DQO dos soros de 68,1 g.L™ com a carga organica
das aguas residuarias domésticas com forca média de 0,5 g.L* de DQO (JORDAO; PESSOA,
2005), observou-se um potencial poluidor em torno de 130 vezes maior que 0 esgoto
sanitario. O principal componente nos soros responsavel pela elevada DQO é a lactose. Os
valores de aclcar total variaram entre 34,7 g.L ™" e 54,5 g.L™!, com valor médio de 46,6 g.L™.

O pH das amostras de soro de leite se apresentou sempre abaixo da neutralidade,
com valores de até 6,8. A pouca variacdo do pH é um indicativo de que ndo existia a presenca
de compostos quimicos e produtos de limpeza, que geralmente é relacionada a amplas faixas
de pH em efluentes lacteos (ANDRADE, 2011). Em algumas coletas, os valores de pH foram
menores que 4,0, o que inibe o crescimento da maioria dos micro-organismos que crescem em
uma faixa 6tima de pH entre 6,0 e 8,0. Para o desenvolvimento de processos envolvendo
fungos, a faixa de pH encontrada nesse trabalho pode ser definida como adequada, devido ao
fato do metabolismo méximo desses micro-organismos estar condicionado pelo pH do meio
de crescimento, geralmente em condi¢des acidas de pH com valores menores que 5,0 (van
LEEUWEN et al., 2012).

Os teores de fosforo se mostraram bastante elevados, com valores entre 149,1 e
331,8 mg.L™, apresentando-se dentro das proporcdes relatadas por Kargi e Uzuncar, (2012).
Considerando-se que o leite contém aproximadamente 1000 mg.L™ de fésforo total
(GAUCHERON, 2005), para o valor médio encontrado de 261,3 mg.L™, pode-se afirmar que
em torno de 26 % de fosforo é o percentual que compde o soro de leite.

Para amdnia e nitrogénio total, os valores médios foram de 21,3 mg.L™" e 1134
mg.L™?, respectivamente, sendo esses 0s principais compostos nitrogenados presentes no soro.
Os valores de nitrito e nitrato apresentaram, em sua maioria, baixas concentracdes, 0 que ja
era esperado uma vez que o leite ndo apresenta concentraces consideraveis. De acordo com
Santos et al (2005), nitrito e nitrato podem aparecer como contaminantes do leite, embora se
apresente comumente em concentragdes reduzidas.

Seraphim et al (1998), analisaram amostras de leite da regido de Alfenas, no
estado de Minas Gerais, e verificaram uma variacdo de concentracdo de 0,02 a 2,1 mg.L™ de
nitrato e de 0,05 a 0,18 mg.L™ de nitrito. Maiores concentracdes no soro de leite sdo
resultantes da adicdo de sais de nitrato, 0 que ndo ocorre durante a producdo de queijo na
empresa, diante das concentra¢fes determinadas. Nitrato de sodio ou de potéssio tem a funcéo
de inibir a acdo de contaminantes, especialmente bactérias do género Clostridium que causa
estufamento do queijo. O nitrato adicionado é reduzido a nitrito pela acdo da xantina oxidase
durante a maturacdo (PERRY, 2004).
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No Brasil, esta adi¢do é permitida em queijos, a excecdo de queijos frescos, no
limite de 50 mg/Kg, quantificado como nitrato de sodio ou de potéssio no produto a ser
consumido (BRASIL, 1996).

Para os valores médios da relacdo DQO/N/P, a composicao do efluente de queijo
pesquisado apresenta uma proporgdo aproximada de 260/4,4/1.

Prazeres et al. (2012) afirmaram que uma propor¢cdo de C/N/P de efluentes de
queijo pode ser aproximada em 200/3,5/1, podendo ser considerada como deficiente em
compostos nitrogenados para o tratamento bioldgico, o que justifica uma gestdo diferenciada
desse residuo produzido, como por exemplo, 0 seu uso em bioprocessos.

Considerando apenas a relacdo DQO/N, o soro de leite apresentou relacdo
bastante alta e aproximada de 60:1. Em geral, um meio equilibrado para fungos deve conter
cerca de dez vezes mais carbono do que nitrogénio (10:1) para garantir um elevado teor de
proteinas. Dessa forma, verifica-se a necessidade de suplementagdo de nitrogénio no soro para
a producdo de enzimas (BARROS, 2011; LIMA, 2012). Uma relacdo C/N em excesso (50:1),
como encontrado no soro, favorece o acimulo de metabolitos secundarios, alcoois, lipideos e
polissacarideos secundarios (CARLILE; WATKINSON, 1994).

Os resultados da composi¢do indicam que o soro de leite contém fdsforo em
quantidades suficientes para o crescimento de fungos. Santoro et al. (1999), analisando a
composicao de nutrintes do soro de leite para a producdo de acido oxalico pelo A. niger, ndo
verificaram influéncia da suplementacdo de fosforo na producdo do &cido organico pelo
fungo. Em relacdo a amdnia, as concentracBes sdo bastante variaveis (CV = 88 %) ocorrendo
entre 4,4 e 73,6 mg.L™.

De acordo com Papagianni (2004), treze diferentes compostos sdo essenciais para
0 crescimento de fungos, desses, oito, incluindo o fésforo e o nitrogénio, sdo requeridos em
quantidades relativamente grandes.

Com o uso do soro de leite para crescimento de fungo, a adicdo de nutrientes,
principalmente o fésforo, seria desnecessaria, uma vez que o nitrogénio pode ser necessario
para obter um melhor balanco entre C/N/P, ou ainda o uso de fontes especificas, como o

extrato de levedura, para favorecer a producédo de enzimas (BON et al., 2008).
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4.2 Testes preliminares com diferentes soros de queijo

Na Tabela 9, é mostrada a composicdo da matéria organica carbonéacea,
representado pela DQO, acUcares totais e de nutrientes (amonia e fosforo), assim como a
condutividade elétrica e pH de trés diferentes amostras de soros produzidos na fébrica e

usados nos ensaios preliminares.

Tabela 9 — Caracteristicas dos soros empregados nos ensaios preliminares.

Tipos de soro pH DQ(? AcuUcar }otal F(’Jsforlo Amﬁnila CE .
- (9.LY) (9.LY) (mg.L™) (mglL™) (ES.cm?)
Doce 6,28 58,37 46,7 289,46 14,56 3980
Salgado 6,29 60,25 44,5 296,61 8,96 22000
Acido 4,01 52,51 40,6 191,73 6,72 4720

Fonte: Autor (2015).

A composicao fisico-quimica dos diferentes soros de leite amostrados € variavel
conforme o tipo de queijo produzido, tratamento térmico e manipulacdo e, desta forma,
determinadas producdes podem influenciar tanto na qualidade do soro, como, dependendo do
processo, contribuir ainda mais para a polui¢do ambiental dos corpos d’agua.

Como exemplo pode ser citado o soro salgado, que, embora produzido em menor
volume, contém um constituinte de dificil tratamento, que é o cloreto de sodio adicionado
durante o processo.

Com relacgéo aos resultados de pH, o segundo soro apresentou o valor de pH mais
baixo, indicativo da presenca de &cidos organicos, tais como citrico e latico que sdo usados

para a precipitacdo das proteinas na fabricacao da ricota.

4.2.1 Morfologia do fungo em diferentes soros

Os resultados visuais da morfologia do fungo deixaram claro que houve
crescimento celular em todos os tipos de soro testados. Como ilustrado na Figura 8, no soro
salgado e no soro doce, que apresentam elevada concentracdo de proteinas do leite, o fungo

apresentou crescimento na forma de micélio livre.
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Figura 8 - Soro salgado (a) e soro doce (b) com A. niger AN 400 apresentando crescimento

micelial livre.

Fonte: Autor (2015).

Nessa condi¢do de ensaio, com concentracdes elevadas das proteinas do leite,
ocorreram mudancas intensas nas propriedades do meio reacional, observacdes visuais
durante o ensaio indicavam um grande aumento na viscosidade, devido a dificuldade de
mistura, e que deve ter influenciado na taxa de consumo das fontes de carbono e de nutrientes.
De acordo com Riley et al. (2000), o crescimento micelial livre de fungos filamentosos cria
alta viscosidade, podendo alcancar niveis em que a transferéncia de massa ndo pode ser
provida pelo sistema de mistura.

Na Figura 9, quando do uso do segundo soro, o fungo apresentou um crescimento
diferenciado dos demais tipos em que cresceu na forma de micélios dispersos. O segundo
soro, sem a presenca de proteinas do leite, permitiu o crescimento de pellets que sdo

caracterizados por massas miceliais densamente entrelacadas e compactas.

Figura 9 - Morfologia exibida pelo A. niger AN 400 no soro proveniente da produgdo da
ricota (segundo soro).

Fonte: Autor (2015).
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A producéo de pellets no segundo soro pode estar relacionada a limitacdo de
nutrientes, no caso o nitrogénio. A falta de nitrogénio € um dos agentes indutores na producao
de agregados miceliais, morfologia importante para a producdo bem sucedida de alguns
metabdlitos como acido citrico e itaconico (PAPAGIANNI, 2004).

Entre os soros utilizados, nesta pesquisa, 0 segundo soro foi 0 que proporcionou
menos fontes de nitrogénio para o fungo, além da menor concentracdo de amonia, apresenta

concentracdo baixa de proteinas, devido a remog¢édo no processo produtivo da ricota.
4.2.2 Consumo de agucares totais

Os resultados para a determinacdo de agUcares totais demonstram que o uso destes
pelos fungos filamentosos, em determinadas condigdes, pode ser limitado. Como mostrado na
figura 10, o consumo de agUcares do soro foi um processo lento, no final de 8 dias, valores
elevados foram ainda determinados com concentracées remanescentes entre 32,8 e 37,3 g.L™.
Com relacdo ao consumo os valores variaram de acordo com o soro utilizado, apresentando o
fungo morfologia de crescimento e metabolismo diferenciado.

No caso do soro salgado, além das proteinas que influenciam na morfologia,
interferindo no processo de mistura, os valores elevados de condutividade elétrica (22.000
uS.cm™) evidenciam uma condicdo ambiental de elevada salinidade. Como mostrado na
Figura 10, no soro salgado, houve um consumo de 7,25 g.L™* (16,3 %) de aglcares totais, no
8° dia. A concentracéo final foi de 37,25 g.L™.

Samapundo et al. (2010) estudaram o efeito antimicrobiano de diferentes sais
sobre espécies de Penicillium roqueforti e Aspergillus niger. Os resultados mostram que entre
0s componentes testados, o cloreto de sédio e o cloreto de magnésio tém, em geral, um maior
potencial antimicrobiano. Com esses sais foram observadas taxas mais lentas de crescimento
das coldnias das espécies com longa duracdo da fase lag.

El-Samragy et al. (1996) estudaram os fatores ambientais e seu efeito sobre a
producdo de acido citrico em duas linhagens do fungo Aspergillus niger, utilizando como
substrato o0 soro de leite. Nesse estudo, entre as variantes, a concentracdo de sal foi
investigada, e, apos nove dias, a maior concentra¢do de lactose consumida ocorreu no soro
que estava livre de sal (19,0 g.L™"), com correspondente producdo de 1,06 g.L™ de écido
citrico, enquanto o menor consumo foi de 3,1 g.L™, ocorrido na batelada que continha 12 %

de sal. Nesse meio salino foi verificado a menor producéo de 4cido citrico (0,76 g.L™).
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Assim como nesses estudos, nessas condigdes de salinidade do soro, pode ter

ocorrido um efeito limitante na utilizacdo da lactose pelo Aspergillus niger AN 400.

Figura 10 - Consumo de agUcar total em diferentes tipos de soro pelo A. niger no final de 8

dias.

Il ~cicar remanescente

4511777) Acucar consumido

Soro Salgado Soro &cido Soro doce
Tipos de soro

Fonte: Autor (2015).

O consumo de lactose medido como agUcares totais no segundo soro, desta
pesquisa foi de 5,85 g.L™* (14,4 %). No final de oito dias, houve uma grande fragmentac&o dos
pellets produzidos. Esse fator aliado & deficiéncia de nitrogénio nesse soro pode ter
influenciado o baixo consumo de agucar pelo fungo.

No que se refere ao consumo de agucares totais, o soro doce, que é gerado em
maior quantidade, se apresentou como o melhor substrato para 0s ensaios subsequentes com o
fungo. Melhores condicdes de salinidade e nutrientes, como, por exemplo, uma maior
concentracdo de amonia, forma nitrogenada prontamente disponivel para o fungo, pode ter
influenciado positivamente no processo. No final do ensaio, os acUcares totais foram

reduzidos de 46,7 g.L ™" para 32,8 g.L™, o que representou um consumo de 29,9 %.
4.2.3 Remocgao de matéria organica

Na Figura 11, verifica-se que ao final de 8 dias a DQO inicial (58,37 g.L™) no
soro doce foi reduzida para 32,72 g.L™, representando uma eficiéncia na remocao de 43,95 %.
O soro salgado apresentou o consumo das fontes de materia organica ligeiramente menor,

removendo 39,29 % da DQO inicial. O menor desempenho pelo fungo na redugdo da DQO
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ocorreu no segundo soro, com remogdes de 24,1 % da DQO, o que se deve provavelmente a

deficiéncia de nutrientes nesse tipo de soro.

Figura 11 - Redugdo de DQO para os trés diferentes soros pelo A. niger AN 400 no final de 8
dias.

Il DQO remanescente
DQO consumida

Soro doce Soro Salgado Soro acido

Tipos de soro

Fonte: Autor (2015).

A ocorréncia de uma maior reducdo de DQO no soro doce, provavelmente, deve-
se a um melhor balanco de nutrientes. Zhang et al. (2008), utilizando o Aspergillus niger para
a producdo de proteina unicelular, observaram que o aumento da fonte de nitrogénio na forma
de aménia resultou em maiores redugdo de DQO das aguas residuérias da produgdo de vinho,
com aumento do percentual de remocédo de 40 % para 84,1 %, apos a suplementacdo de 1,0
g.L™ de sulfato de aménio.

A influéncia do nitrogénio na oxidacdo dos compostos organicos verificado nesta
pesquisa pode ser também comprovada para os resultados do soro da producdo de ricota
(segundo soro), o qual continha menos compostos nitrogenados, resultando na reducdo da

capacidade metabdlica do fungo.

4.3 Efeito do pH do soro de leite no metabolismo do fungo

O efeito de diferentes valores de pH inicial no meio sobre o metabolismo do

fungo no soro doce ao final de 5 dias encontra-se resumido na Tabela 10.
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Tabela 10 — Efeito do pH inicial do soro no metabolismo do fungo.

Caracte Bio Pro  R-galac DQO Redugao Ani
L pH ) ) , de Amonia

pH  risticas dos fing Massa  teina tosidase  removida acicar  (mg.LY)
pellets CISECORNUETIO N CONN
Superficie

3,0 lisa, maciae 3,66 11,31 346 0,03 39,0 44,2 0,49
compacta
Superficie

35 lisa, maciae 3,72 9,87 31,5 0,06 35,5 46,9 0,83
compacta
Superficie

4,0 lisa, maciae 3,71 917 302 0,06 333 45,1 335
compacta

45 Redondose 5.6 753 288 004 11,0 142 3117
hirsutos

5.0 Irregulares e 445 710 28 5 0,03 8,2 17,5 16,37
hirsutos

55 redondose 1 gea 202 003 124 154 1735
hirsutos

go redondose 425 627 206 003 11,7 219 2533
hirsutos

- Condig@es iniciais: DQO soltvel = 65,45 g.L™; Aclicar redutor = 45,4 g.L™"; Amdnia = 9,89 mg.L™
Fonte: Autor (2015).

Em todos os meios, com diferentes condi¢des de pH inicial, houve crescimento de
biomassa na forma de pellets, porém estes possuiam caracteristicas visualmente diferenciadas,
variando desde pellets lisos, compactos e estaveis até pellets hirsutos com formas
arredondadas e irregulares.

Como se encontra apresentado na Tabela 10, na faixa de pH estudada o fungo
apresentou um crescimento entre 6,27 e 11,31 g.L™, com um melhor rendimento celular nos
meios com menores valores de pH, variando a produtividade celular dependendo do pH
inicial. O crescimento do fungo em soro de leite em pH entre 3,0 e 4,0, no final de 5 dias,
demonstrou ser o mais favoravel, com aumento da producéo de biomassa de 9,17 para 11,31
g.L™. Houve um aumento em 80,4 % no crescimento do fungo no pH mais acido (pH 3,0) em
relaco ao valor de pH 6,0 com crescimento de 6,27 g.L™.

Zhang et al. (2008), avaliando o efeito do pH, na faixa de 3,5 a 6,0 no
metabolismo do fungo Aspergillus niger, em aguas residuaria da produgdo de vinho,
observaram uma maior reducio da DQO (58,3 %) e aumento na biomassa (2,92 g.L™") quando

0 pH foi 4,5. El-Holi e Al-Delaimy (2003), utilizando apenas soro de leite como substrato
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para a producéo de acido citrico, com pH inicial de 3,0, observaram aumento da biomassa de
Aspergillus niger ATCC 9642 de 14,3 g.L™ no final de 16 dias.

Nos reatores com soro com pH igual a 3,0 ap6s o preparo do meio (esterilizacéo a
121 °C durante 15 minutos) houve mudanca de cor no soro de leite. Embora o pH ajustado e a
temperatura de esterilizacdo ndo sejam adequados para a hidrélise quimica da lactose, ndo se
pode descartar a possibilidade da producdo de outras substancias como oligossarideos ou a
prépria glicose e galactose durante o tratamento térmico prévio, que pode influenciar no
metabolismo do fungo, aumentando a produtividade celular e provocando a inibicdo de
metabolitos de interesse.

Outro composto que aparece no leite, podendo também ocorrer no soro tratado
pelo calor é a lactulose (galactose+frutose), utilizado como indicador de aquecimento do leite
(ORDONEZ et al., 2005), o qual pode ter estimulado um maior crescimento do fungo, em
meio com pH mais baixo.

Em relacdo a um dos subprodutos do processo, a quantidade de proteina na
biomassa, a concentracdao foi mantida em niveis elevados para as diferentes condicdes de pH
inicial, sendo mais favoravel para a produgdo de proteinas, o pH = 3,0, tanto pela maior
quantidade de biomassa produzida como também pelo maior valor médio de proteina contida
nas células de 34,6 %. A partir do pH 4,5 houve um maior decréscimo no crescimento e no
teor de proteina na biomassa, sendo o minimo de 28,5 %, determinado quando o pH inicial foi
5,0.

Tanto os compostos orgéanicos, como o0 nitrogénio amoniacal foram reduzidos de
forma mais efetiva em pH na faixa mais baixa. A maior reducdo da DQO ocorreu no pH entre
3,0 e 4,0, reduzindo em média 35 % da DQO, provavelmente, devido ao tamanho dos pellets
formados.

Apesar de o crescimento peletizado ser uma forma atraente para processos
envolvendo fungos filamentosos, neste ensaio os pellets produzidos apresentava maior
didametro, quando comparados visualmente com o crescimento em ensaios posteriores, 0 que
deve ter influenciado no metabolismo do fungo, devido a limitacdo da transferéncia de massa
(nutrientes e oxigénio) presente no meio para o nucleo, tornando a parte interna da biomassa
metabolicamente inativa (KRULL et al., 2013; BARRY et al., 2009).

Pode-se inferir ainda que ocorreu a producdo e acimulo de &cidos organicos,
como o acido oxalico no final do experimento, principalmente para os valores de pH mais

elevado, entre 5,0 € 6,0.
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Os valores de pH do meio entre 4,0 e 6,0, favorecem a produgéo da enzima
oxaloacetato acetil-hidrolase, a qual estd envolvida na biossintese de acido oxalico que €
induzida apenas nesta faixa de pH (STRASSER et al., 1994). Essa hipotese pode ser reforcada
para os valores de DQO e acucar redutor nos teste com pH inicial de 6,0, porque, embora
tenha havido o consumo, em torno de 20 %, dos agUcares redutores, houve remocao baixa de
DQO (11,7 %), indicando a sintese de acidos pelo fungo, nesta pesquisa.

Em relacdo a aménia, esta foi praticamente consumida nos reatores com soro em
pH de 3,0 e 3,5. A partir do pH 4,5, houve sintese e acimulo de aménia no meio. De acordo
com Griffin (1994), o metabolismo 6timo da aménia por fungos acontece preferivelmente em
pH mais alcalino. Entreanto, nesta pesquisa, a espécie estuda num meio reacional, na faixa
estritamente acida, também se mostrou favoravel para assimilacao e retirada da fase liquida.

No caso da amonificacdo, o processo se deve possivelmente a presenca ainda de
proteinas do leite que foram convertidas a amonia passando a ser utilizadas pelo fungo. E
provavel que o pH mais elevado favoreca o uso do nitrogénio organico pelo fungo.
Dependendo da quantidade de proteina presente no soro, durante o metabolismo do fungo, a
concentracdo de amonia pode ser muitas vezes maior do que a inicial.

Santoro et al. (1999) também observaram um aumento na concentra¢do de aménia
em soro de leite utilizando uma estirpe de Aspergillus niger quando o pH foi de 6,0, com
aumento da concentragdo de 37 mg.L™* para 137 mg.L™" N-NHs, relativamente maior do que o
acumulo neste experimento com variacdo de pH, considerando que 0s autores usaram no
processo o soro contendo uma grande parte da fracdo proteica.

Na faixa de pH estudada nesta pesquisa (3,0 a 6,0), a atividade enzimética foi
mais elevada quando o pH final ficou em torno de 3,7 para os ensaios em que o pH original
era de 3,5 e 4,0. Para o pH igual a 3, no qual foi obtido a maior reducdo de DQO (39,03 %),
ndo foi registrada atividade considerdvel da enzima B-galactosidase (0,03 U.mL™).
Provavelmente, pode ter ocorrido a producdo de substancias inibitérias durante a esterilizacéo,
o0 que reforca a ideia original da hidrolise da lactose em glicose e galactose, ndo ocorrendo o
efeito indutivo e interferindo na producdo da enzima R-galactosidase, que é dependente da
presenca do dissacarideo no meio de crescimento.

De acordo com Domingues et al. (2005), a existéncia em maiores concentracfes
de agUcares como glicose e galactose no meio de crescimento pode reprimir a produgdo de B-

galactosidase, diminuindo a porcentagem de células produtoras da enzima.
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4.4 Influéncia da suplementacgéo no soro de leite doce com extrato de levedura

O resultado da influéncia da suplementacdo com extrato de levedura sobre o
metabolismo do fungo no soro de leite esta apresentado na Tabela 11.

Durante este ensaio, mesmo no soro bruto, houve uma maior predominancia da
forma filamentosa em relacdo a quantidade de pellets, diferente dos resultados obtidos com a
variacdo de pH, em que eram preponderantes pellets de grande granulometria.

Como as condicdes fisicas (agitagdo, tamanho do indculo e temperatura) que
podem influenciar na mudanca da morfologia foram mantidas de um ensaio para o outro, é
possivel que a composicdo quimica do meio possa ter condicionado a mudancga morfologica.
Como jéa discutido, a composicao do soro de leite pode ser varidvel e a técnica de separacéao
das proteinas também n&o garante 0 mesmo percentual de remogdo. E provavel que tenha
permanecido uma maior quantidade residual de proteinas do soro, além da adicdo extra de
extrato de levedura, favorecendo o crescimento filamentoso e reprimindo a producdo de
pellets, sendo que um dos fatores considerados para induzir a formacéo de pellet em fungos
filamentosos é a limitacdo de nutrientes especificos, incluindo o nitrogénio (BRAUN;
VECHT-LIFSHITZ, 1991).

No entanto, € muito dificil definir quais condi¢cBes foram relevantes para a
mudanca na morfologia do fungo. Fatores que ndo foram controlados durante o processo
como pH e oxigénio dissolvido também tem influéncia no tipo de morfologia (DECKWER et
al., 2006). Assim como nessa pesquisa, ja € reconhecida a dificuldade de compreender quais
as condigdes ambientais que podem influenciar na morfologia dos fungos e os efeitos
resultantes sobre a producdo e excrecdo de proteinas. Esse fato aparece como uma
desvantagem para uma utilizacdo mais ampla de Aspergillus como um produtor de proteinas
(HESHAM, 2006).

Quando comparados os resultados analiticos do crescimento na forma filamentosa
do Aspergillus niger AN 400 com aqueles obtidos nos experimentos com variacdo de pH, em
que foram verificados pellets grandes, evidenciou-se que a producdo de micélio disperso
afetou positivamente o metabolismo do fungo no soro de leite, resultando em um maior
crescimento celular. Portanto, essa forma morfoldgica mostrou-se como preferencial para a
remoc¢do dos compostos organicos, nutrientes e para a producdo da enzima em meio composto

por soro de leite, nas condicdes estudadas.
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Tabela 11 - Influéncia da suplementagdo com extrato de levedura no soro doce sobre

atividade metabolica do fungo A. niger.

Extrato Bio Pro Atividade DQO Consumo

de Morfo . S . de acucar Amonia
levedura logia mai_sla teo'/n a enz|maLt_|1ca rem(;w 2 redutor (mg.L™)
o L) @) uml) e o
0 é\.’"ce"o 1495 29,0 0,08 57,7 57.0 0,06
isperso
05 é\.’"ce"o 1551 304 0.10 594 57.9 0,09
isperso
1.0 Micelio 1510 299 0,13 68,8 76.1 0,16
disperso
15 é\.’"ce"o 1633 297 013 68.4 735 0.15
isperso
20 é\.’"ce"o 1677 30,3 0.15 69,2 71.8 0.21
isperso
3.0 é\.’"ce"o 1707 327 0,05 69,6 69,9 0.22
isperso

- Condicdes iniciais: DQO soluvel = 56,39 g.L™"; amdnia = 8,58 mg.L™"; Aclicar redutor = 53,09 g.L™; pH = 4,0.
Fonte: Autor (2015).

A forma micelial livre, mesmo sem a suplementacdo, removeu maior quantidade
de compostos organicos, determinada na forma da DQO solGvel, e consumiu uma maior
quantidade dos agUcares redutores, indicando maior produtividade da enzima degradante da
lactose, quando comparado aos pellets de grande dimensdo, percebidos nos testes de pH. De
acordo com Riley et al. (2000), o crescimento na forma filamentosa é realizado na maioria das
culturas em processos industriais, devido ao maior crescimento celular e produtividade mais
elevada.

A maior reducdo da DQO ocorreu na maior concentragdo de extrato de levedura
adicionada, 69,6 % de remocao, contudo n&o houve diferenca significante a partir de 1,0 g.L™
(68,8 %). O nitrogénio amoniacal foi completamente consumido em todos os ensaios no final
de cinco dias. A taxa de consumo dos compostos nitrogenados foram maiores na forma
filamentosa, ndo havendo acimulo na fase liquida, mesmo nos ensaios com adi¢do da fonte
organica nitrogenada.

A suplementacdo com extrato de levedura melhorou expressivamente a sintese da
enzima 3-galactosidase, aumentando em mais de 90 % a atividade enziméatica em relacdo ao
soro bruto, quando foi utilizado extrato de levedura, na concentragdo de 2,0 g.L™. Esses
resultados concordam com Awan et al. (2010), que, utilizaram diferentes fontes de nitrogénio,



64

aumentaram a atividade enzimatica de R-galactosidase proveniente do fungo A. niger NIAB
280, em meio contendo farelo de trigo como substrato.

A atividade de [-galactosidase foi menor no soro bruto que as respectivas
atividades medidas com o meio suplementado com a fonte extra de nitrogénio, com excegéo
da maior concentragdo de extrato de levedura. Uma maior atividade enzimatica de R-
galactosidase foi obtida no soro suplementado até a concentracdo de 2,0 g.L™, sendo que na
concentraco de 3,0 g.L™* houve diminuico da atividade da enzima, devido, provavelmente, a
alteracbes provocada na reologia do meio. Visualmente maiores dificuldades de mistura
ocorreram para essa concentracdo, o que deve ter influenciado na transferéncia de oxigénio
nessa velocidade de rotacao (140 rpm).

Apesar do favorecimento da atividade enzimatica, a suplementacdo nédo teve tanto
efeito na producéo de proteina unicelular, sendo interessante notar que o fungo Aspergillus
niger AN 400, quando crescido na forma filamentosa, pode alcangcar uma elevada producéo de
biomassa com alto teor proteico, reduzindo em mais da metade a carga organica soltvel do
soro de leite e eliminando completamente a amdnia do meio, sem a necessidade de adicdo de
nutrientes. Um aumento moderado foi observado a medida que aumentou a suplementacdo
com extrato de levedura. O teor de proteina foi de 29 %, na auséncia da fonte de nitrogénio, e

de 32,7 % no meio com a maior adi¢do, representando um leve aumento de 3,7 %.

4.5 Efeito do tempo e da glicose na producéo de proteina unicelular de Aspergillus niger

em soro de leite
4.5.1 Producao de biomassa

Embora o soro doce, rico em lactose, ndo seja substrato comumente empregado
em bioprocessos com Aspergillus niger, os resultados de sélidos demonstraram a capacidade
do fungo em crescer em soro de leite, concordando com Dhillon et al. (2011) e
Mukhopadhyay et al. (2005), que utilizaram o0 soro sozinho como substrato ou combinado
com outras fontes de carbono na produgéo de acidos organicos pelo fungo A. niger.

Se comparado a agucares simples como glicose e frutose, em que os fungos
podem assimilar rapidamente, os mesmos crescem lentamente e com fases de crescimento
bem maior quando da presenca de lactose no meio. ElI-Samragy et al. (1996), usando duas
estirpes do fungo Aspergillus niger denominada de CAIM 111 e CAIM 167 em soro de leite
com o pH ajustado para 4,0, apés 9 dias de ensaio, obtiveram um crescimento micelial de 19,7
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g.L" e 18,4 g.L, respectivamente. El-Aasar (2006), usando soro de leite com pH ajustado
para 6,0, obteve crescimento celular de A. niger de 2,66 g.L™ no final de 6 dias.

Neste experimento, o tempo compreendido entre 24 a 48 horas em dois ensaios,
proporcionou o crescimento em forma de pellets, sendo esta morfologia predominante em
todos os tempos reacionais nos ensaios com o fungo e soro (FS) e o fungo com soro e glicose
1,0 % (FSG), como se encontra apresentado na Figura 12a. No terceiro ensaio, foi verificado
o0 crescimento filamentoso do fungo, como se encontra em destaque na Figura 12b,
provavelmente favorecido pela maior concentracdo de nitrogénio organico proveniente do
leite.

A morfologia exibida durante todo o processo, principalmente quando a biomassa
se apresentou na forma de granulos compactos, proporcionou nas etapas posteriores dos
ensaios uma boa facilidade de separacdo das fases (biomassa e liquido), sendo separados do
meio liquido com grande eficiéncia por filtracdo, como destacado na Figura 12c.

Figura 12 - (a) Resultado do crescimento celular em FSG, FS e controles da esquerda para a
direita apresentando crescimento na forma de pellets para o meio contendo indculo. (b)
Crescimento filamentoso ocorrido no terceiro ensaio. (¢) Separacdo por simples filtracdo. (d)

Biomassa apds secagem e maceracao.

Fonte: Autor (2015).

A concentracdo celular obtida em (FS) indica que a cepa de Aspergillus niger
cresceu facilmente no soro doce, sem que houvesse a necessidade de suplementacdo de
cossubtratos. Nos meios em que o fungo cresceu na forma de pellets contendo apenas a
lactose do soro como a principal fonte de carbono para o fungo (FS), o crescimento méaximo
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foi verificado no Gltimo dia (12,3 g.L™"). No meio suplementado com glicose (FSG 1 %),
houve um aumento gradual nos tempos de ensaio atingindo 13,1 g.L™ no 8° dia da cultura
(Figura 13a). Quando o fungo exibiu a forma filamentosa durante o terceiro ensaio, ocorreu
um maior rendimento celular, o crescimento celular foi de 14,2 g.L™ em FS e de 15,4 g.L ™" em
FSG suplementado com 0,5 % de glicose (Figura 13b).

O crescimento de Aspergillus niger na forma de pellets pode ter limitado a difuséo
de oxigénio e de outros nutrientes para partes internas dos sedimentos, semelhante ao estudo
de Withers et al. (1994), os quais observaram uma taxa especifica de crescimento inferior em
forma de pellet para o Aspergillus oryzae em comparacdo com micélio filamentoso produzido
pelo fungo.

Apesar de ndo ocorrer um grande aumento de biomassa fingica na presenca da
glicose nas duas concentragcdes, como se verifica nas Figuras 13a e 13b, em relacdo ao fungo
crescido apenas no soro, aplicando o teste T emparelhado ao nivel de confianca de 95 %
(Apéndice 1), foi possivel identificar a possibilidade de existir diferencas significativas no
crescimento na presenca de glicose em relacdo ao soro sem suplementacdo. Verificou-se
ainda, na presenca da glicose no meio, uma maior estabilidade dos pellets quando o fungo
exibiu essa morfologia, ocorrendo menos fragmentacdo quando comparado ao crescimento

apenas no soro de leite.

Figura 13 - Crescimento celular do fungo na forma de pellets durante os dois primeiros

ensaios (a). Crescimento do fungo na forma filamentosa durante o terceiro ensaio (b).
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Fonte: Autor (2015). (a) (b)
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4.5.2 Producéo de proteina unicelular de biomassa fungica

Utilizando soro de leite bruto sem proteinas, o fungo demonstrou potencial para a
bioconversdo desse residuo em produtos Uteis, entre esses a producdo de proteina unicelular.
Esse subproduto se apresenta como uma matéria-prima com potencial para ser utilizada na
alimentacdo humana e animal, producdo de adubos organicos compensando 0s custos com
processos de tratamento convencional (JIN et al., 2002; LI1U et al., 2011).

Na Tabela 12 sdo apresentados os percentuais de proteina verificados para o fungo
crescido em soro (FS) e no fungo crescido em soro e glicose (0,5 % e 1 %), em que niveis
razoavelmente elevados de proteinas foram determinados em todos os tempos estudados. A
biomassa de A. niger crescida em lactossoro apresentou contetdo proteico elevado atingindo
0 pico méaximo em ambos 0s ensaios no tempo de 72 h com valores de 39,8 %, 41,7 % e 37,3
% para FS, FSG 1 % e FSG 0,5 % respectivamente (Tabela 12). Os valores maximos no soro
sozinho e suplementado foram semelhantes a produtividade de proteina unicelular com
Aspergillus niger utilizando como substrato dguas residudrias da industria de vinho. Zhang et
al. (2008) verificaram um teor de proteina de 36,6 % em 48 h de ensaio com a redugdo da
DQO do efluente em 87 %.

Tabela 12 - Percentual da producdo de proteina unicelular pelo fungo Aspergillus niger AN

400 produzida em soro de leite em diferentes tempos de ensaio.

Teor de proteina Teor de proteina em Teor de proteina em FSG
Tempo (h) em FS FSG com 1 % de glicose com 0,5 % de glicose

(%) (%) (%)
24 34,0 38,6 35,5
48 34,7 38,1 36,2
72 39,8 41,7 37,3
96 34,4 37,3 33,4
120 29,9 36,3 29,6
144 29,2 24,2 28,9
168 28,0 25,3 27,5
192 27,6 25,1 26,6

Fonte: Autor (2015).

Em nenhum tempo posterior foi possivel o mesmo percentual, havendo
decréscimo a percentuais de 27,6 % no soro bruto e de 25,1 % e 26,6 % no soro acrescido de
glicose. Jin et al. (2002), utilizando as espécies Aspergillus orizae e Rhizopus oligosporus em

aguas residuéarias de amido, observaram que a produtividade de proteina fingica aumentou até



68

um tempo 6timo de incubacdo e decresceu em tempos maiores do que 20 h. Ghaly e Kamal
(2004) atribuiram a queda de produtividade de proteina unicelular a partir de Kluyveromyces
fragilis usando como substrato soro de queijo com a fase de declinio e morte dos micro-
organismos. Além da idade das células como referido acima, o esgotamento das fontes de
nitrogénio e aglcar também pode estar relacionado com o decréscimo no teor de proteina em
tempos maiores de incubacdo. EL-Aasar (2006) atribuiu a esses fatores a diminuicdo na
produtividade de proteina unicelular de A. niger utilizando o soro de leite como meio de
crescimento.

A presenga do substrato externo na concentragéo de 0,5 % e 1,0 % de glicose no
meio ndo foi fator determinante na producdo de proteina unicelular, ndo havendo diferencas
significativas nos tempos estudados. Aplicando o teste t a um nivel de confianca de 95 %, 0s
resultados constataram ndo existir diferencas significativas na concentracdo de proteinas no
soro sozinho e depois da adicdo de glicose nas duas concentragdes (Apéndice 1). Os valores
encontrados em (FS) e (FSG) sdo relativamente superiores a maioria dos cereais (milho, trigo,
arroz, centeio, sorgo, aveia) utilizados na alimentacdo que tem valor proteico de 9 a 13 % e
que geralmente tem baixa qualidade biologica devido a deficiéncia em aminoéacidos

essenciais, como a lisina e a metionina.

4.5.3 Reducdo do potencial poluidor

Nesta fase da pesquisa, foi investigada durante a producdo de proteina unicelular,
a reducdo da matéria organica do soro de leite em duas condic¢des diferentes de producdo, o
processo com o fungo inoculado no soro bruto (FS) e no soro acrescido de glicose como
cossubstrato (FSG 1 % e FSG 0,5 %).

4.5.3.1 Remoc¢ao da DQO durante a producao de proteina unicelular

As analises de DQO realizadas para as amostras de controle esterilizadas e sem
indculo denotam ndo ter ocorrido contaminacgao ou crescimento de micro-organismo no meio,
assim como ja tinha sido verificado pela determinacdo de solidos, apenas em alguns tempos
de coleta verificou-se um percentual de remogdo em torno de 4 % em relagdo & DQO inicial
(Figura 14).
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Figura 14 - Resultados de DQO para amostras controles (C) com ensaios realizados

simultaneamente nas mesmas condicdes de FS sem a presenca de inoculo.
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Fonte: Autor (2015).

Na Figura 15 sdo apresentados os percentuais de remoc¢do de DQO durante trés
ensaios com soro desproteinizado. A DQO inicial para o controle (C) e para o0 soro com fungo

(FS) erade 68,09 g.L™, 66,80 g.L™ e 50,85 g.L"* para os ensaios 1, 2 e 3, respectivamente.

Figura 15 - Reducdo do potencial poluidor do soro de leite na producdo de proteina para trés
ensaios no qual o fungo apresentou a morfologia na forma de pellets (ensaios 1 e 2) e na

forma de micélio livre (ensaio 3).
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Fonte: Autor (2015).
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Nos reatores contendo apenas soro bruto removido da fragdo proteica no Gltimo
dia, foi verificado que o fungo reduziu a DQO inicial para 36,64 g.L™ removendo 46,19 %.
No ensaio 2 a concentracdo foi de 35,12 g.L™ com remocéo de 47,44 % da carga organica e
no ensaio 3 atingiu-se 21,31 g.L™, reduzindo o potencial poluidor em 58,09 %. Esses
resultados indicam que a morfologia do fungo tem influéncia no metabolismo dos compostos
organicos do soro de leite.

O fungo crescido na forma filamentosa mais uma vez se mostrou mais eficiente na
remocao dos compostos organicos, quando comparado aos pellets, considerando que ndo foi
utilizada qualquer estratégia para o controle no tamanho dos pellets durante os ensaios,
ocorrendo que nessas condicOes de reacdo o desenvolvimento dos mesmos era de grande
dimensdo.

Apesar de apresentar uma tendéncia de remoc¢do gradual de matéria organica
carbonécea, em alguns momentos (ensaio 1 no 5° dia, ensaio 2 no 7° dia, ensaio 3 no 6° dia),
houve um ligeiro aumento da DQO no meio. E possivel que nesses dias tenha havido o
acumulo de acidos organicos produzidos pelo fungo. No entanto, quando o subproduto do
processo sdo esses metabolitos (&cidos organicos), € necessario o controle rigido do pH, para
que se possa ter ndo s6 produtividade, mas também actmulo. Bohlmann et al. (1998),
buscaram otimizar a producdo de acido oxalico por A. niger em soro de leite, e realizaram
fermentacdes com o pH controlado em 5, 6, 7 e 8 e sem controle de pH. Nesses ensaios
observaram a maior produtividade com o pH = 6,0 e a menor produtividade de acido oxalico
nos frascos que nado tiveram o pH controlado. Durante esta pesquisa, uma vez que ndo houve
controle para manutencdo de um pH O6timo, com valores oscilantes durante esses
experimentos (Tabela 13) é possivel que tenha havido o subsequente consumo pelo fungo,

ndo ocorrendo grande acimulo nos tempos de amostragem.

Tabela 13 - Valores de pH verificados a cada 24 h com o fungo crescido em soro de leite
(FS).

Tempos (h) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
24 4,29 3,94 4,20
48 4,58 4,17 4,32
72 5,02 4,66 4,43
96 6,48 4,67 4,65
120 6,17 4,01 5,30
144 4,25 3,63 5,87
168 4,17 3,76 5,67
192 4,90 3,32 5,70

Fonte: Autor (2015).
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Os resultados apresentados na Figura 16 mostraram que a remocao de compostos
organicos na presenca de glicose foi bastante similar aos ensaios em que o soro nao recebeu
adicdo desse cossubstrato. No final de 8 dias, foi removido em torno de 50 % da matéria
organica, com uma DQO remanescente de 42,24 g.L ™" e de 39,06 g.L™, respectivamente nos
ensaios 1 e 2.

No terceiro ensaio a DQO foi reduzida em mais de 65 % no final de 5 dias (59,83
g.L™" para 20,08 g.L™). Contudo, o aumento da DQO devido ao actimulo de compostos
organicos produzidos pelo fungo ficou mais evidente quando havia a presenca de glicose no
meio, como pode ser observado durante os ensaios 1 e 3.

Figura 16 - Valores de DQO durante a producdo de proteina na presenca de glicose em 1 %

(ensaios 1 e 2 com crescimento em pellets) e 0,5 % (ensaio 3 com crescimento filamentoso).
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Fonte: Autor (2015).

Como esta ilustrado na Figura 17, o comportamento do pH nas amostras
enriquecidas com glicose, medido a cada 24 h durante os trés experimentos, pode ter
favorecido a producdo de acidos organicos. Os valores de pH foram sempre menores que a
neutralidade com valor minimo e m&ximo, respectivamente, de 3,67 e 5,74.

E provavel que o pH mais elevado durante dois ensaios favoreca o acumulo de
acidos organicos (acido glucénico ou oxalico), os quais sdo os principais acidos produzidos
em pH préximo a neutralidade, o que pode ter depreciado a remogdo dos compostos organicos
do soro de leite. No caso do &cido oxalico, tem-se que ele é o principal &cido produzido em
condigdes de pH superior a 5 pelo A. niger, necessitando da manutencéo de valores proximos
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a neutralidade para que ndo sé haja a sua sintese, mas que também seja efetivo o seu acimulo
(RUIJTER et al., 1999).

Figura 17 - Valores de pH assumidos durante o metabolismo do fungo em soro de leite
adicionado de glicose a 1,0 % e 0,5 %.
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Fonte: Autor (2015).

Santoro et al. (1999) utilizaram o soro de leite em p6 solubilizado inoculado com
o Aspergillus niger para a producdo de &cido oxélico, e, a partir disso, verificaram que a
producdo maxima foi de 37 g.L ™}, com o processo totalmente dependente da manutencéo de
pH igual a 6,0 com uso de alcalinizante durante todo o processo.

O comportamento do pH que foi observado em dois ensaios caracteriza a
possibilidade de haver acimulo de acidos no meio. Os valores registrados de pH foram
respectivamente, para os ensaios 1 e 3, de 5,64 e 5,74 no final de 144 h, muito préximos ao
valor definido como ideal (pH 6,0) por Strasser et al. (1994), para obter alto rendimento na

producdo de acido oxalico pelo A. niger.
4.5.3.2 Remocao de amonia na producdo de proteinas

A fonte de nitrogénio para os fungos, com poucas exceces, pode estar
representada por compostos inorganicos como nitrato, nitrito e aménia, ou materiais organicos
nitrogenados tais como extrato de levedura e peptona (VAN LEEUWEN et al., 2012;
PAPAGIANNI, 2004). Entre essas formas nitrogenadas, como verificado durante a

caracterizagdo do efluente, a aménia pode estar presente em concentracfes considerdveis e
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muito varidveis em soro de leite apresentando-se na forma preferencial para o metabolismo

dos fungos.

Nas Figuras 18a, 18b e 18c € mostrado o comportamento do fungo em relacdo ao

durante os ensaios em batelada agitada com biomassa dispersa na
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Figura 18 - Variacdo da concentracdo de amonia durante a producdo de proteina unicelular.

concentracdo inicial de aménia no soro foi elevada (Figura 18b).
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Maiores concentragdes de amonia em relacdo a um tempo de reagédo inferior
foram verificadas durante o processo produtivo (Figura 18a e 18c), o que foi atribuido a
decomposicdo de proteinas pelo fungo, as quais foram convertidas a amonia, passando a ser
utilizada no metabolismo.

Santoro et al. (1999) identificaram o0 metabolismo de compostos organicos
nitrogenados pelo fungo Aspergillus niger em soro de leite, devido ao aumento da
concentracdo de amdnia e a diminuicdo no teor de protefnas de 1700 mg.L™ para 600 mg.L™
no final do experimento.

Silva (2010), utilizando o fungo Aspergillus niger AN400 no tratamento de
efluente sintético de laticinio em reator em batelada sequencial, também verificou
concentracdes de amonia bem maiores que os valores iniciais durante dois ciclos, apontando
como a possivel causa a transformacdo pelo fungo de compostos organicos de nitrogénio em
formas inorganicas.

A conversdo do nitrogénio organico em aménia pelo fungo € mais evidenciada
para os resultados do terceiro ensaio (Figura 18c), como uma maior producdo de amdnia ao
longo do processo. Com 48 h de ensaio, a concentracdo de amonia praticamente dobrou,
ocorrendo 36,77 mg.L™ no soro bruto (FS) e 39,53 mg.L™ no soro acrescido de glicose (FSG
0,5 %). Durante o ensaio, verificou-se o consumo da amdnia produzida pelo fungo, ocorrendo
na presenca de glicose o consumo mais rapido, a partir do qual houve diminuicdo significativa

de sua concentragdo com 72 h de ensaio, enquanto que, sem a presenca do agucar, 0 processo



75

veio a atingir valores insignificantes com 120 h de ensaio, confirmando que presenca do
cossubstrato de facil assimilacdo pode favorecer a remocao de amonia.

As condicbes de ensaio com pH ajustado para 4,0 ndo interferiram na assimilacao
da amonia como fonte de nitrogénio pelo fungo e a retirada da fase liquida, obtendo uma
remocao superior a 90 % para FS e para FSG para os testes 1 e 2, com 48 h de ensaio; e no
experimento 3, de aproximadamente 80 % no final de 120 h.

Na produgdo de “single cell protein”, utilizando soro bruto removido a fracédo
proteica, o fungo A. niger crescido livre se mostrou eficiente na remocao do substrato amonia.
Em tempo, nos dois primeiros testes, foi possivel uma remocéo efetiva coincidindo com a
méaxima produtividade de proteina. No terceiro ensaio, que evidenciou a presenca elevada de
nitrogénio organico, o processo teria que seguir até o 5° dia para que houvesse a remocao

efetiva de amonia, no entanto resultaria em menor rendimento do subproduto.
4.6 Ensaios para a sintese enzimatica

4.6.1 Atividade de R-galactosidase em batelada agitada com biomassa dispersa com soro
suplementado

A Figura 19 apresenta a atividade obtida para 3-galactosidase com biomassa dispersa
em diferentes tempos, determinada no extrato bruto na temperatura de 60 °C e pH = 3,5.

A maior atividade enzimatica foi obtida no 5° dia de cultivo correspondente a 0,10
U.mL™ para o meio com soro mais extrato de levedura e de 0,15 U.mL™ para o meio com
soro mais extrato de levedura e glicose (0,5 %). Silva et al. (2009), usando como meio de
cultivo soro de leite em p6 contendo 60 g.L™, tendo como indculo o Aspergillus niger ATCC
16404, verificaram a atividade maxima de 2,5 U.mL™, resultado bem superior ao obtido neste
estudo com o uso de Aspergilus niger AN 400 em soro de leite bruto desproteinizado. Barros
(2011), utilizando a mesma linha fungica (Aspergillus niger ATCC 16404) crescido em soro
de leite em p6 (60 g.L™), com extrato de levedura (3,0 g.L™) e sais, verificou a atividade de R-
galactosidase com valores entre 0,7 e 0,95 U.mL™. A atividade maxima obtida por Barros
(2011) também foi superior a obtida neste trabalho, porém a atividade foi determinada com a
enzima concentrada, além do cultivo que foi realizado com soro de leite em p6, no qual é mais

facil o controle da composic¢éo do meio.
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Figura 19 - Atividade enzimatica de 3-galactosidade de A. niger em crescimento disperso em

soro de leite mais extrato de levedura (2 g.L™) e na presenca de glicose (0,5 %).
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Fonte: Autor (2015).

O meio com a presenca de glicose favoreceu de forma moderada uma maior atividade
enzimética (0,15 U.mL™), ndo havendo repressio na producdo de proteinas nessa
concentragdo. Enquanto a presenca de lactose exerce um efeito indutivo em meios de cultura
sintetizando quantidade significativas de R-galactosidase (SCHUBER et al., 2012), a glicose é
reconhecida pelo efeito repressor na producdo de lactase. A propria taxa de hidrélise da
lactose mais elevada em relacdo ao metabolismo de glicose e galactose pelo micro-organismo
pode levar ao acimulo de agtcar no meio diminuindo as células produtoras de -galactosidase
(DOMINGUES et al., 2005).

No entanto, na medida em que a glicose é consumida, a repressdo catabdlica deixa
de exercer seu papel (MADIGAN et al., 2010). Na presente pesquisa, provavelmente nos
ensaios com a presenca dos dois agucares, o fungo utiliza no seu metabolismo primeiramente
a glicose, um substrato de maior afinidade em relacdo a lactose, favorecendo o crescimento
celular, ndo havendo efeito repressor nos tempos maiores de reacgao.

Um fator preponderante para uma maior expressao extracelular da enzima na
presenca de glicose pode estar relacionado ao tamanho dos pellets formados. Como mostrado
na Figura 20b e 20d, o meio de cultura na presenca de glicose combinado com extrato de
levedura favoreceu o crescimento de pellets bem menores e mais regulares quando comparado

aos pellets crescidos no soro de leite sem glicose (Figura 20a e 20c).
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Figura 20 - (a) Pellets fungicos lisos e esféricos formado em soro de leite + extrato de
levedura com didmetros variados denotando a presenca de fragmentos (aumento de 40x). (b)
Pellets lisos crescidos em soro de leite na presenca de glicose e extrato de levedura com
morfologia arredondada com tamanhos homogéneos (aumento de 40x). (c) Imagem dos

pellets produzidos na auséncia e (d) na presenca de glicose no soro de leite.

Fonte: Autor (2015).

Os pellets tém o fornecimento de oxigénio e nutrientes até um didmetro critico,
para os pellets de A. niger este diametro é cerca de 400 um (HILLE et al., 2005). A limitada
disponibilidade de nutrientes dentro da parte interna do biopelete, principalmente nas maiores
pelotas, podem levar a autélise tendo um efeito significativo no metabolismo celular.

No caso dos pellets produzidos no soro de leite sem cossubstrato, embora maiores
e possivelmente menos funcionais, ndo houve sinais de autolise com nucleos ocos como pode
ser observado na Figura 20a, no entanto o nucleo pode ainda ser formado por hifas ndo
viaveis. Assim, ao longo do processo, a morfologia de Aspergillus niger com formacdo de
pellets pequenos no soro de leite suplementado com extrato de levedura (2 g.L™) e glicose
(0,5 %) pode ser considerada desejavel, em vez da formacao de pellets grandes, o que ocorreu
nos ensaios com diferentes valores de pH e nos reatores que receberam apenas o0 soro sozinho,
pois a presenca de pellets pequenos garantiria de forma mais ativa o transporte de nutrientes

ao nucleo destes.
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4.6.1.1 Remocdo de material organico durante a sintese enzimatica em biomassa dispersa

com soro suplementado

Como discutido anteriormente, o soro de leite apesar de ser um meio rico em
nutrientes, dependendo do produto desejado, pode ndo manter as condigOes equilibradas entre
carbono e nutrientes. Muitos estudos usando soro de leite como substrato para diferentes
micro-organismos, principalmente para a producdo enzimatica, optam pelo soro em p6 em
que as condicOes de carboidratos podem ser controladas, adicionado ainda principalmente de
uma boa fonte de nitrogénio e sais. No caso do soro liquido, em que ha variacdo nas
concentracdes de lactose e principalmente de nitrogénio, pode-se ter influéncia no rendimento
do processo e na obtencédo de bioprodutos.

A suplementagdo com uma fonte externa de nitrogénio (extrato de levedura)
suprime a auséncia e favorece o metabolismo do material organico no soro de leite,
melhorando o processo de hidrolise da lactose.

Na Tabela 14 é mostrado a reducdo da DQO durante a atividade enzimatica
maxima ocorrida no 5° dia e no final de 8 dias, com valores de 66,5 % de remocdo na
auséncia da glicose e de 55 % na presenca do substrato orgénico externo.

Tabela 14 - Consumo de material organico do soro de leite suplementado com extrato de

levedura na presenca e na auséncia de glicose.

Soro de leite + Remogao Soro de leite + Remogao
Parametros extrato de (%) extrato de levedura e (%)
levedura glicose 0,5 %
DQO inicial (g.L™) 60,23 - 66,11 -
DQO 5° dia (g.L™) 24,38 59,5 35,12 46,9
DQO 8° dia (g.L™) 20,20 66,5 29,75 55,0
AR Inicial (g.L™) 52,93 - 57,40 -
AR 5°dia (g.L™) 34,89 34,1 38,26 33,3
AR 8°dia (g.L™) 20,49 61,3 22,29 61,2

Fonte: Autor (2015).

E muito provavel que a presenca da glicose no meio favoreca o metabolismo do
fungo em soro de leite, assim como a producgdo de &cidos organicos e seu acimulo elevem o0s
resultados de DQO. El-Holi e Al-Delamy (2003) e EI-Samragy et al. (1996) observaram baixa
produtividade de acidos organicos (acido citrico) pelo A. niger utilizando soro de leite sozinho
como substrato, obtendo produtividades maximas de 2,43 g.L™ e 1,06 g.L™, respectivamente.

Para Hossain et al. (1984; 1985), a natureza do agucar tem efeito significativo na produgéo de
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acido citrico, sendo preferida a sacarose seguida pela glicose, frutose e maltose. De acordo
com Hossain (1984), quando esses acucares foram utilizados para producdo de acido citrico
pelo A. niger, a atividade enzimatica de piruvato carboxilase foi elevada, mas a atividade 2-
oxoglutarato desidrogenase néo foi detectada, demonstrando existir uma forte relacdo entre a
producdo e acumulo de &cido citrico em relagdo a essas enzimas. Quando galactose foi a fonte
de acuUcar, a atividade da piruvato carboxilase foi baixa, mas a atividade do 2-oxoglutarato de
desidrogenase foi alta.

Diante dessas observacOes, é possivel dizer que a galactose, a fracdo hidrolisada
do dissacarideo lactose, tem um forte efeito inibidor na producéo de &cido citrico, devido a
alta atividade da enzima 2-oxoglutarato desidrogenase, enzima chave para que ocorra o
acumulo de &cido citrico (MODDAX et al., 1986).

Assim, quando combinado o soro de leite com outras fontes de carbono, pode-se
elevar a produtividade de &cido no meio, sendo esta uma alternativa também viavel para o
reaproveitamento do soro. Entre varios exemplos que reforca esta afirmacdo, podem ser
citados os estudos de Mukhopadhyay et al. (2005), que, utilizando soro de leite acrescido de
glicose (0,5 %) e lactose (9,5 %) em pH 6,0, conseguiram uma boa produtividade de acido
gluconico com Aspergillus niger alcancando uma concentracéo de gluconato de 69,1 g.L™. El-
Aasar (2006), em seus estudos, alcangou apenas 4,6 g.L™* usando somente o soro de leite, ja
utilizando soro + melaco de cana e soro de leite + melaco de beterraba crua o fungo A. niger
produziu respectivamente 24,7 g.L " e 27,1 g.L™* de 4cido citrico.

Como apresentado na Tabela 14, o consumo de acUcares redutores pelo fungo no
soro de leite sozinho e na presenca de glicose foi semelhante, com remocdao de 61,3 % no soro
sem suplementacdo de uma fonte de carbono e de 61,2 % no soro suplementado com glicose,
contudo eficiéncias de remocdo de matéria organica foram distintas, provavelmente quando a
glicose foi adicionada ocorreu a conversdo dos aglcares em metabdlitos organicos que
também sdo produtos de interesse comercial.

A reducdo de agUcares redutores evidencia que o A. niger AN 400 é um fungo que
contém os genes [3-galactosidase, a enzima é responsavel pela hidrélise da lactose em glicose

e galactose, processo necessario para 0 metabolismo do agucar pelo fungo.

4.6.2 Ensaio em batelada agitada com biomassa imobilizada em espuma de poliuretano

O processo de imobilizacdo do A. niger em espuma de poliuretano se mostrou

interessante para 0s processos biologicos usando soro de leite suplementado. Algumas
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vantagens frente ao crescimento disperso foram verificadas, como: aparentemente menores
alteracdes na reologia do meio, o que favorece o suprimento de oxigénio e transferéncia de
massa; maior consumo dos compostos organicos e, por consequéncia, uma maior reducdo da
carga poluidora do soro.

A Figura 21 mostra, para um dos ensaios, que nas mesmas condi¢fes, 0 consumo
de acUcares redutores foi maior quando o processo foi realizado na cultura imobilizada em EP
em relacdo a cultura livre, com maior utilizacdo de acUcar redutor nos tempos de ensaio.
Comparando os resultados, verificou-se que estatisticamente houve diferenca significativa ao
nivel de 95 % de confianga entre os valores de agUcares redutores medidos no crescimento

disperso em relacdo aos valores determinados com fungo imobilizado (Apéndice 1).

Figura 21 - Comparativo do consumo de acucares redutores em soro de leite suplementado
com 2,0 g.L™ de extrato de levedura submetido as mesmas condicdes de ensaio entre a cultura

imobilizada em espuma de poliuretano com a cultura crescida livre.
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Fonte: Autor (2015).

As Figuras 22a e 22b mostram 0 meio suporte utilizado na imobilizacdo e as
Figuras 22c e 22d, o fungo Aspergillus niger formando uma rede micélios dentro das
cavidades da (EP), podendo-se observar que, com a técnica adequada, a espuma pode ser
utilizada com sucesso como meio de imobilizacdo, apresentando porosidade suficiente e
superficie disponivel para fixacdo dos esporos e crescimento micelial, retendo grande parte da

biomassa.
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Figura 22 - (a) Cubos de espuma de poliuretano de 0,3 cm®. (b) Canais existentes na espuma
de poliuretano observados através de microscopio optico com aumento de 40x de uma fina
camada cortada (¢) Imagem das bioparticulas lavadas antes do processo. (d) Observacdo em

microscopio em lente de aumento de 40x do micélio imobilizado.

Fonte: Autor (2015).

4.6.2.1 Consumo dos substratos organicos

Como a lactose é o principal contribuinte para a carga organica, os valores de
DQO soluvel, medidos durante um dos ensaios em shaker, foram verificados em relacdo aos
valores de agUcares redutores (Figura 23).

Desse modo, a relacdo entre DQO e agUcar redutor (AR) medido como lactose foi
descrito pela equacdo linear DQO = -0,17927 + 1,11059AR, apresentando uma boa relagdo
entre as variaveis com R? = 0,99. A boa correspondéncia entre os valores de DQO e aclicares
redutores indica, durante esse experimento, ndo ter havido um maior acimulo de &cidos, o que
provavelmente ocorreria dependendo das condigdes do meio, como o pH, que tem efeito na

produtividade e acimulo dos &cidos.
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Figura 23 - Relagdo entre o consumo de agucar redutor e a remocao da DQO soluvel no soro
de leite pelo A. niger AN 400.
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Fonte: Autor (2015).

Na Figura 24, é mostrada a reducdo dos compostos organicos do soro de leite,
representada pelos valores de DQO (Figura 24a) e de acucar redutores (Figura 24b) quando o
fungo foi imobilizado em (EP). Em geral, pode-se ressaltar que o consumo de actcar do soro
de leite suplementado na cultura imobilizada foi sempre maior do que no crescimento
submerso com células livres. O consumo de aglicares redutores foi de 44,52 g.L™" reduzindo
83,1 % do valor inicial, consumo similar ao estudo de Mandal e Banerjee (2005), que
conseguiram, em 7 dias, um consumo de 41 g.L™* de lactose utilizando o A. niger imobilizado
em EP para a producdo de acido oxalico.

Também houve reducdo consideravel da DQO nos ensaios com fungo
imobilizado, reduzindo no 8° dia a DQO soltvel de 60,23 g.L™” para 8,92 g.L™ o que
representa uma reducdo de 85,2 %. Esses resultados comprovam que as células aprisionadas
em meio suporte com meio de cultivo com concentracdes equilibradas de carbono e nutrientes
sdo sistemas morfologicamente mais eficientes e produtivos do que a cultura crescida em

meio disperso.
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Figura 24 - Reducdo de DQO (M) e de agUcar redutor (A) pelo fungo imobilizado em EP com

respectivos valores em porcentagem (@).
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Fonte: Autor (2015).

4.6.2.2 Metabolismo do nitrogénio do fungo A. niger apo6s a suplementacdo com extrato de

levedura

A ocorréncia do consumo de fontes organicas de nitrogénio por fungos
filamentosos também foi considerada. Os resultados do metabolismo do fungo no soro de leite
indicam que, além da assimilagdo da amonia presente no meio, houve amonificagdo resultado
da hidrolise de proteinas do leite, por enzimas extracelulares produzidas pelo fungo, as
proteases (CARLILE; WATKISON, 1994).
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Quando o soro recebeu a suplementacdo com extrato de levedura também foi
verificado o aumento de aménia no meio. Como apresentado na Figura 25, inicialmente a
concentracdo de amdnia no soro de leite era de 17,65 mg.L™?, e logo no inicio houve um
aumento acentuado, ndo havendo repressdao no uso das proteinas adicionada para essa
concentracgéo inicial no soro, o que poderia ter ocorrido por ser a amonia o principal regulador

do metabolismo do nitrogénio pelo fungo.

Figura 25 - Metabolismo do fungo A. niger AN 400 com célula imobilizada e dispersa na

presenca de nitrogénio amoniacal e nitrogénio orgéanico no soro leite.
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Fonte: Autor (2015).

Nesses ensaios, a amonia pode ter sido rapidamente consumida nas primeiras
horas tanto na cultura crescida dispersa como na cultura imobilizada ou ainda utilizada
simultaneamente com a fonte de proteina (HWANG et al., 2004), ocorrendo logo de inicio
amonificacdo devido ao uso da fonte organica.

O processo de conversdo das proteinas em amonia foi maior no crescimento
imobilizado, no qual ocorreram concentracdes elevadas no primeiro dia (41,48 mg.L™) e no
segundo dia (63,51 mg.L™), quando comparado com a cultura dispersa para o crescimento em
soro de leite e soro de leite e glicose 0,5 %.

A resposta metabolica distinta das bioparticulas de A. niger d& uma ideia da
produtividade enzimatica, visto que uma maior sintese de amonia indica que uma maior
atividade de proteases ocorreu na cultura imobilizada. A cultura crescida em (EP) se mostrou
metabolicamente mais eficiente também para o consumo das formas nitrogenadas, colocando

as celulas imobilizadas do fungo A. niger em uma categoria preferencial, tambem, para a
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remogdo de nitrogénio amoniacal e orgéanico podendo, com isso, obter maior eficiéncia e

melhores taxas de remocao desses poluentes.

4.6.3 Atividade de 3-galactosidase com biomassa imobilizada em batelada agitada com soro
suplementado

Na Figura 26, mostra-se a atividade enzimatica com biomassa imobilizada medida
nos diferentes tempos de ensaio. A maior atividade enzimatica foi de 0,22 U.mL™ no final de
5 dias.

Figura 26 - Atividade de R-galactosidase de A. niger imobilizado em (EP) em soro de leite

suplementado com extrato de levedura.
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Fonte: Autor (2015).

Comparando a atividade das células imobilizadas com a atividade méxima no
ensaio submerso com crescimento livre em soro de leite suplementado com extrato de
levedura (0,10 U.mL™) e com soro de leite na presenca de extrato de levedura e glicose (0,15
U.mL™), a atividade foi maior em 120 % e 47 %, respectivamente.

O’connell e Walsh (2010), utilizando Aspergillus niger van Tiegh, tendo como
substrato farelo de trigo inoculado com 1,0 ml de suspensdo contendo 10’ esporos/mL
incubado durante 144 horas a 30 °C num agitador orbital a 200 rpm, obtiveram méaxima
atividade enzimatica de B-galactosidase de 0,22 U.mL™ também no 5° dia de cultivo.

Ibrahim et al. (2014) compararam a atividade enzimatica de pectinase de A. niger

em células livres e imobilizadas em cubos de esponja de nylon. Quando crescido em meio
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suporte, a atividade méxima ocorreu no 6° dia da cultura obtendo 11,05 U.mL™, enquanto a
atividade maxima nos ensaios com célula livre foi de 2,54 U.mL™, representando um aumento
de 335 %.

Gamarra et al. (2010), utilizando a lactose como fonte de carbono, estudaram a
producdo de celulase por Aspergillus niger em trés formas diferentes de crescimento
(biofilme, estado solido e células dispersas). A cultura crescida em biofilme usando perlita
como meio suporte produziu maior atividade de celulase do que a fermentacdo em estado
s6lido e submersa apresentando as trés, respectivamente, 1,77, 1,165 e 1,17 U.L™.

Além de uma maior atividade enzimética, o processo com células imobilizadas
permitiu uma separacdo mais facil das células do meio reacional, 0 que pode facilitar o
isolamento e refinamento do produto, permitindo ainda a utilizacdo repetida das células
aprisionadas, embora isso ndo tenha sido avaliado nesta pesquisa.

Nas Figuras 27a e 27b ¢é apresentada a morfologia do A. niger imobilizado em
cubos de EP. Além do crescimento aderido houve também o crescimento disperso do fungo
no substrato, predominando pequenos pellets, os menores observados durante todos oS
ensaios, 0 que provavelmente também contribuiram para uma maior atividade enzimatica do

fungo.

Figura 27 - (a) Bioparticulas de A. niger utilizada no ensaio com soro de leite suplementado.

(b) Pequenos pellets dispersos no meio visualizado em microscopio com aumento de 40x.

Fonte: Autor (2015).

4.6.4 Estabilidade térmica da enzima e efeito do pH

O efeito da temperatura na faixa entre 30 e 80 °C sobre a atividade da B-

galactosidase pode ser observado na Figura 28. A atividade da enzima bruta foi bastante



87

diminuida na temperatura de 30 e 40 °C, apresentando uma maior atividade na temperatura
oOtima de 60 °C, com mais de 60 % da atividade residual mantida entre 50 e 80 °C, resultados
dentro da faixa relatada para varias R-galactosidases fungicas, como reportado nos estudos de
Manzanares et al. (1998), que determinaram a temperatura Otima de [-galactosidase
produzida por A. niger entre 60 e 65 °C.

Figura 28 - Influéncia da temperatura sobre a atividade hidrolitica da R-galactosidase a pH =
3,5.
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Avaliando a atividade caracteristica da enzima em diferentes condi¢cdes de pH, a
enzima mostrou boa atividade nos valores de pH entre 3,0 e 5,0 (Figura 29).

Figura 29 - Influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica da -galactosidase a 60 °C.
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Conforme pode ser visto na imagem acima, a atividade enzimética foi mantida em
até 85 % nessa faixa de pH, apresentando melhor atividade em pH 3,5, valor que também tem
sido relatado para a [-galactosidase proveniente de Aspergillus niger nos estudos de

Hatzinikolaou et al.(2005) e Manzanares et al. (1998).
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5 CONCLUSOES

e O residuo de laticinio usado na pesquisa demonstrou ser fortemente poluidor, com
concentracdes elevadas de DQO (53,6 a 86,9 g.L™) e de nutrientes, como o nirogénio e
fosforo, com valor médio de 1134 mg.L™" e 261 mg.L™, respectivamente. Essas mesmas
caracteristicas fazem desse residuo um substrato interessante para processos em
biotecnologia, apesar da necessidade de suplementacdo nitrogenada verificada na relacéo
DQOI/N, o que demonstrou ser importante, na sintese enzimatica pelo fungo aumentando
em mais de 90 % a atividade enzimatica.

e O fungo crescido em soro de leite apresentou formas morfoldgicas distintas, pois
cresceu tanto na forma de pellets quanto na forma filamentosa. Essa mudanca de
morfologia pode esta relacionada, principalmente, com a modificacdo na composi¢do do
soro de leite.

e Quando crescido na forma de pellets de grande dimensao, no final de 5 dias verificou-se
uma reducdo de 39 % da DQO a pH = 3,5. J& o micélio livre prevaleceu durante a
suplementacdo com extrato de levedura, em ensaios de até 5 dias, ocorrendo a remocao
de DQO de 57 % e consumo de praticamente toda amonia, indicando esta morfologia
como a mais desejavel para os processos envolvendo o fungo nesse tipo de residuo.

e O pH mostrou-se um pardmetro importante, influenciando no crescimento e no
metabolismo dos compostos do soro de leite. Nos ensaios conduzidos em diferentes
condicdes de pH inicial, a aménia foi consumida em pH 3,0 e 3,5 ocorrendo
amonificacdo do meio no pH de 4,5 a 6,0, indicando assimilacdo de compostos organicos
nitrogenados pelo fungo em pH mais elevado.

e Assim como o pH, pode-se concluir que a adicdo da fonte externa de nitrogénio (extrato
de levedura) favorece o metabolismo de compostos orgéanicos, com reducdo da DQO (69
%) e de aclcar redutor (71,8 %) na concentracio de 2,0 g.L™, melhorando
significativamente a atividade de B-galactosidase (0,15 U.mL™) em relagdo ao soro bruto
(0,08 U.mL™).

e Com os resultados concluiu-se ainda ser possivel integrar o tratamento de &guas
residuaria de laticinio a producdo de biomassa fungica rica em proteina. O fungo
produziu elevado teor de proteina unicelular em soro de leite em até 8 dias, com valores
entre 25,1 % e 41,7 %. Nao houve diferenca estatistica apos adi¢do de glicose em 1 % e

0,5 % na producdo, contudo essa adigdo favoreceu a produgdo de &cidos orgénicos. Na
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producéo de proteina unicelular o fungo reduziu no soro de leite a DQO na faixa de 46 %
a 58 % em 192 h na auséncia de substratos auxiliares e de 47 % a 52 % na presenca de
glicose.

e Na producdo de proteina unicelular a partir de Aspergillus niger AN 400 em soro de
leite foi verificada também, a remocgédo de amoénia ocorrendo em mais de 90 % no final de
48 h em dois ensaios. No entanto, dependendo da presenca do nitrogénio organico no
meio reacional podem ocorrer concentracbes bem maiores que as iniciais, necessitando
de tempos maiores para a efetiva remoc¢édo, como observado no terceiro ensaio.

e Para outro subproduto do processo investigado, a sintese enzimatica, foi verificada que
uma pequena adi¢do de glicose no meio (0,5 %), ndo inibe a atividade de [3-galactosidase
pelo A. niger AN 400 em soro de leite, favorecendo pellets menores e homogéneos em
relacdo aos pellets produzidos em soro de leite acrescido apenas de extrato de levedura. A
atividade enzimatica foi de 0,15 U.mL™ na presenca de glicose e de 0,10 U.mL™ sem a
presenca do acUcar adicionado, no final de 5 dias.

e A partir da comparagdo da atividade enzimatica de R-galactosidase da cultura crescida
livre com a atividade da cultura imobilizada em meio suporte, conclui-se que a atividade
enzimatica é maior em 120 % com o fungo crescido em meio suporte, correspondente a
um valor de 0,22 U.mL™.

e Em relacdo & estabilidade térmica, a enzima apresentou maior atividade a 60 °C,
enquanto que para os valores de pH a méaxima atividade foi encontrada em pH 3,5.

e Pode-se concluir ainda que maiores remocbes de DQO sdo obtidas com o fungo
imobilizado em espuma de poliuretano, reduzindo em mais de 80 % a carga poluidora do
soro e o0s agucares redutores no final de 8 dias.

e Os resultados indicam que é possivel utilizar o soro de leite sem suplementacdo na
producdo de proteina unicelular tendo como o indculo o A. niger AN 400, com reducéo
do potencial poluidor. Em relacdo a enzima 3-galactosidase, os resultados foram baixos,
contudo confirmam que o soro de leite pode ser usado como agente indutor na sintese da

enzima pelo Aspergillus niger, ao invés de ser eliminado no meio ambiente.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a qualidade da proteina fungica produzida pelo Aspergillus niger quanto a
presenca de aminoacidos essenciais.

e Auvaliar o potencial do A. niger AN 400 para outro subproduto presenciado durante o
processo, que foram os &cidos organicos, utilizando soro de leite isolado e enriquecido com
outras fontes de carbono.

e Determinar a concentracdo 6tima de glicose que pode favorecer uma maior atividade
enzimatica do fungo sem causar efeito inibitorio.

e Auvaliar a reutilizacdo das células imobilizadas para a remogéo de compostos organicos,
nitrogenados e para a sintese enzimatica.

e Avaliar diferentes condi¢bes de cultura como o uso de outras fontes de nitrogénio,
diferentes condicdes de agitagdo, tamanho do indculo e temperatura para uma maior sintese

enzimatica e de biomassa.
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APENDICE 1

Quadro 1 — Quadro representativo do teste t-Student acerca dos valores do crescimento do

fungo na auséncia e na presenca de glicose a 1 %.

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Sig
Interval of the t df >
Mean S_td._ Std. Error Difference (2-tailed)
Deviation | Mean
Lower | Upper
Pairl | o750 | 30684 | 14030 |-1,02026| -36574 |-4971| 7| 002
FS-SG1% |’ ' ’ ’ , ) )

Quadro 2 — Quadro representativo do teste t-Student acerca dos valores do crescimento do

fungo na auséncia e na presenca de glicose a 0,5 %.

Paired Samples Test

Paired Differences

95% Confidence Sig

Std. Interval of the t df >

Mean S.td'. Error Difference (2-tailed)
Deviation

Mean

Lower Upper
Pair 1 -1,33400| ,40427 142931-1,67198( -,99602 |-9,333[ 7 000
FS-FSG 0,5 %] ™ ’ : : ’ ’ ’

Comparando o valor de Sig. (2-tailed) do quadro 1 e quadro 2, respectivamente de
0,002 e 0 com o nivel de significancia de 0,05, pode ser observado que os valores sdo
menores que 0,05, o que indica existirem diferencas significativas entre os valores de
crescimento do fungo em soro de leite (FS) em comparagéo ao crescimento do fungo em soro

suplementado com glicose nas duas concentracdes (FSG).
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Quadro 3 — Quadro representativo do teste t-Student acerca dos valores de

producdo de proteina unicelular na auséncia e na presenca de glicose a 1 %.

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Sig
Interval of the t | df >
Mean S_td._ Std. Error Difference (2-tailed)
Deviation Mean
Lower | Upper
Pair 1 -1,1250( 4,03759 | 1,4275 |-4,50051| 2,25051| -,788| 7 456
FS-FSG 1% | ™ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Quadro 4 — Quadro representativo do teste t-Student acerca dos valores de producdo de

proteina unicelular na auséncia e na presenca de glicose a 0,5 %.

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Sig
Interval of the t df 2
Mean S.td'. Std. Error Difference (2-tailed)
Deviation Mean

Lower | Upper

Pairl | 3o500| 1,32746 | 46933 | -78478 | 143478 | 692 | 7| 511
FS-FSG 0,5 % |’ ' : : : : '

Comparando o valor de Sig. (2-tailed) com o nivel de significancia de 5 %, pode
ser verificado que os valores 0,456 e 0,511 sdo maiores que 0,05, ou seja, ndo existem
diferencas significativas entre o teor de proteina unicelular para os valores de FS (sem a

presenca de glicose) em relacéo aos valores ap6s adigédo de glicose em 0,5 % e 1 %.
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Quadro 5 — Quadro representativo do teste t-Student acerca dos valores de agucares redutores
verificados durante o ensaio com fungo crescido livre em comparagdo com os valores

medidos no ensaio com o fungo imobilizado em espuma de poliuretano.

Paired Samples Test

Paired Differences

95% Confidence

Sig.
Interval of the t |df >
Mean Std. |Std. Error Difference (2-tailed)

Deviation| Mean Lower Upper

Pair 1

Disperso - | 12,35625 | 5,83661 | 2,06355 | 7,47672 | 17,23578 [ 5,988 | 7 ,001
Imobilizado

Comparando o valor de Sig. (2-tailed) com o nivel de significancia de 5 %, pode
ser observado que o valor de 0,001 é menor que 0,05, ou seja, para as mesmas condicdes de
ensaio existem diferengas significativas entre o consumo de acUcares redutores na cultura
crescida livre em comparacdo ao consumo com o fungo imobilizado em espuma de
poliuretano.



