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RESUMO

A producdo de enzimas microbianas tem aumentado nas Ultimas décadas, devido a sua
enorme versatilidade em diversos processos industriais. As lipases (EC 3.1.1.3) séo
hidrolases que catalisam a converséo de triacilgliceréis a acidos graxos livres e glicerol. Estas
enzimas sdo produzidas principalmente por diversos géneros de fungos filamentosos,
leveduras e bactérias. Neste trabalho foi investigado a bioconversédo da borra de café em
lipases por fungos filamentosos isolados de 4gua do Rio lgarassu, localizado na cidade de
Igarassu no Estado de Pernambuco, Brasil. Para tanto, amostras de 4gua foram coletadas e
processadas para o isolamento de fungos filamentosos. Em seguida, os fungos filamentosos
foram identificados morfologicamente e submetidos a um ensaio preliminar em fermentacdo
em estado soélido, com 10 g da borra de café, 60% de umidade e temperatura de 28 °C por
144 h para selecionar o fungo com maior potencial de producéo de lipases. Por meio de um
planejamento fatorial 23, os efeitos principais e as interacdes das varidveis umidade (%),
temperatura (°C) e concentragdo da borra de café (g) foram avaliados na producgéo de lipase
pelo fungo selecionado. Foram isolados e identificados 5 fungos filamentosos: Aspergillus
flavus UCP 0316, Aspergillus fumigatus UCP 0327, Paecillomyces variotii, UCP 0334, Mucor
hiemalis f. luteus UCP 0343 e Aspergillus foetidus UCP 0360. Todos os 5 fungos filamentosos
foram capazes de crescer e produzir lipases em borra de café, todavia, foi observado uma
maior producdo nas espécies do género Aspergillus com destaque para A. foetidus UCP
(0327) que exibiu uma atividade enzimatica de 514,29 U/mL. A maior producgédo de lipase de
2941,87 U/ml foi obtida quando A. foetidus UCP 0360 foi cultivado em 25 g de borra de café,
37 °C e 50% de umidade por 144 h. Sendo assim, destacamos que a borra de café é um
residuo agroindustrial promissor para a producdo de lipases, contribuindo na reducgéo da

poluicdo ambiental e gerando produtos de valor agregado a inddstria.

Palavras-chave: Microrganismo, Enzimas, Residuos agroindustriais, Fermentacdo em

estado solido.
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ABSTRACT

The production of microbial enzymes has increased in recent decades, due to its enormous
versatility in several industrial processes. Lipases (EC 3.1.1.3) are hydrolases that catalyze
the conversion of triacylglycerols to free fatty acids and glycerol. These enzymes are produced
by several filamentous fungi, yeasts, and bacteria. In this work, the bioconversion of spent
coffee grounds into lipases by filamentous fungi isolated from water of the Igarassu River,
located in the city of Igarassu in the State of Pernambuco, Brazil, was investigated. Therefore,
water samples were collected and processed for the isolation of filamentous fungi. Then, the
filamentous fungi were morphologically identified and submitted to a preliminary test in solid
state fermentation, with 10 g of spent coffee grounds, 60% moisture at a temperature of 28 °C
for 144 h to select the fungus with the greatest potential for production of lipases. By using a
22 full factorial design, the main effects and interactions of the moisture (%), temperature (°C)
and spent coffee grounds concentration (g) were evaluated in the production of lipase by the
selected fungus. Five filamentous fungi were isolated and identified: Aspergillus flavus UCP
0316, Aspergillus fumigatus UCP 0327, Paecillomyces variotii, UCP 0334, Mucor hiemalis f.
luteus UCP 0343 e Aspergillus foetidus UCP 0360. All 5 filamentous fungi were able to grow
and produce lipases in spent coffee grounds, however, a higher production was observed in
Aspergillus species, with emphasis on A. foetidus UCP (0327) which exhibited an enzymatic
activity of 514.29 U/mL. The highest lipase production of 2941.87 U/ml was obtained when A.
foetidus UCP 0360 was cultivated in 25 g of spent coffee grounds, 37 °C and 50% moisture
for 144 h in solid state fermentation. Therefore, we emphasize that spent coffee grounds are
a promising agro-industrial residue to produce lipases, contributing to the reduction of

environmental pollution and generating value-added products for the industry.

Keyword: Microorganism, Enzymes, Agro-industrial waste, Solid state fermentation.
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia ambiental € uma &area do conhecimento transdisciplinar que explora
processos biologicos, principalmente microbianos, em aplicagdes ambientais, a saber,
tratamento e monitoramento da poluicdo, biomonitoramento de residuos (sélidos, liquido e
gasosos) e biorremediacdo de ambientes poluidos (IVANOV; HUNG, 2010; FLORENCIO, et
al., 2019; ROSERO-DELGADO et al., 2021).

A area de bioativos da biodiversidade é umas das areas priorizadas da biotecnologia
ambiental no Brasil, com isso, existe um aumento no desenvolvimento de pesquisas visando
novos bioprodutos de alto valor agregado, produzidos por novos microrganismos que ainda
nao foram identificados, levando a um crescente interesse das indastrias por novos produtos,
com maior qualidade, menor consumo energético e que causem menos impactos ambientais
(MONTEIRO, 2017; SOARES et al., 2018).

Enzimas sao catalisadores bioldgicos produzidos por todos 0os organismos vivos que
sdo indispensaveis a todas as reacdes do metabolismo celular e podem atuar como
catalisadores em inumeras reag¢des bioquimicas. Além de serem catalisadores in vivo, as
enzimas também podem ser catalisadoras in vitro para varias reacoes, incluindo diversos
processos industrias (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; PALUDO et al., 2018). O mercado
global de enzimas é crescente, e estimativas indicam que ele deve atingir a cifra de US$ 7,0
bilhdes em 2023. Atualmente, os fabricantes de detergentes sdo 0s maiores consumidores
desses insumos, que também s&o utilizados na produgéo de ragbes, alimentos e bebidas
(BCC, 2017).

As lipases (EC 3.1.1.3) séo hidrolases que catalisam a conversao de triacilglicerdis a
acidos graxos livres e glicerol. As lipases microbianas podem ser utilizadas como aditivos em
alimentos para modificar e realcar as propriedades organolépticas, como também em
detergentes para hidrolisar gorduras, no tratamento de efluentes oleosos, nas industriais
farmacéuticas, de cosméticos, agroquimicas e oleoquimicas. Nos Ultimos anos, as lipases tém
sido utilizadas em reacdes de transesterificagdo para converter 6leos em biodiesel (MESSIAS,
2011; AHMAD et al., 2019).

Os fungos produzem varios metabolitos secundarios de interesse industrial como
acidos organicos (acido citrico), producao de farmacos (antibiéticos), producéo de pigmentos,
producdo de etanol e pela produgéo de enzimas de elevado valor econémico, destacando-se
as xilanases (RAVINDRAN et al., 2019), celulases (JESUS; FERREIRA; DECHANDT, 2018;
SILVA et al., 2019), lacases (FABRINI et al, 2016), lipases (JESUS et al., 2016), tanases
(SILVA, 2018), amilases (MURTHY et al., 2009), protease (MURTHY et al., 2010),

frutofuranosidase (MUSSATTO et al., 2013) e pectinases (MARCOLLA et al., 2020).
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As agroindustrias geram grandes quantidades de residuos que podem ser multifasicos,
apresentando multiplos componentes. Os residuos das industrias de alimentos consistem em
grandes quantidades de matérias organicas, ricas em nutrientes fontes de proteinas,
carboidratos, vitaminas, fibras, minerais e compostos bioativos variando de acordo com a
fonte. Portanto, o descarte destes residuos representa uma perda de biomassa e nutrientes
valiosos que podem ser reaproveitados pela indUstria farmacéutica, alimenticia, quimica e na
biotecnologia industrial para formulacdo de meios de cultura para producdo microbiana de
diversos bioprodutos de forma sustentavel (SARAIVA et al., 2018; SENTHILKUMAR et al.,
2019).

O café € uma das bebidas mais consumidas no mundo e que representa uma
commaodity essencial mundial (FAO, 2015; RUTA; FARCASANU, 2021). O Brasil é o pais que
mais produz e exporta café no mundo, seguido por Vietnd, Colémbia e Indonésia (ICO, 2020).
Entre os anos 2018 e 2019, o consumo global de café foi de aproximadamente 165,18 milhdes
de toneladas, indicando que é grande a geracdo de borra (INTERNATIONAL COFFE
ORGANIZATION, 2019).

Na industria do café soluvel, para cada tonelada de café verde processada, sao
gerados 650 kg de borra e para cada kg de café sollvel produzidos sdo gerados 2 kg de borra,
com valores entre 60 e 70% de umidade. E importante salientar que os residuos produzidos
em escalas menores, em residéncias, bares, restaurantes e cafeterias, ndo tém sido
contabilizado (MARQUET; NICHETE, 2020).

Residuos de café contém concentragdes altas de tanino e cafeina que se descartados
incorretamente podem acarretar problemas ambientais (GETACHEW; CHUN, 2017). No
entanto, esses subprodutos podem ser utilizados como ragédo animal, extragdo de bioativos
farmacéuticos e como substratos para producgéo fermentativa de varias biomoléculas (ARYA
et al., 2021).

A selecdo de cepas selvagens é importante, principalmente em paises como o Brasil
com uma grande biodiversidade o que justifica a busca de novas cepas flngicas para a
producdo de enzima. Portanto o presente trabalho teve o objetivo de investigar o potencial
biotecnoldgico de fungos filamentosos, isolados do rio Igarassu/PE, na bioconverséo de borra

de café em lipases em fermentacao em estado sélido.



17

Franca, E.S. Producao de lipases por fungos filamentosos a partir do ...

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial biotecnolégico de fungos filamentosos isolados do Rio Igarassu

na bioconversao de borra de café (Coffea sp.) em lipases utilizando fermentacao em estado

solido.

2.2 Objetivos Especificos

Isolar fungos filamentosos da agua superficial do Rio Igarassu;

Identificar morfologicamente os fungos filamentosos isolados do Rio Igarassu;
Selecionar o fungo filamentoso com maior potencial de producéo de lipases;
Analisar a producdo de lipase em borra de café pelo isolado selecionado;

Analisar a influéncia da umidade, temperatura e concentracdo da borra do café

na producdo de lipases seguindo um planejamento fatorial de 23;

Avaliar o potencial de uso da borra de café como um substrato alternativo em

bioprocessos de producéo de lipases.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Enzimas

Enzimas sé&o proteinas produzidas por todos os organismos vivos com a finalidade de
acelerar ou retardar reagc6es quimicas do metabolismo, sendo conhecidas como excelentes
biocatalisadores de fungbes bastante especificas (Tabela 1), sendo assim podem ser
encontrados diversos tipos de enzimas sintetizadas para catalisar diferentes tipos de reacdes

bioguimicas (BELI; MAGESTE; TAKETANI, 2019).

Tabela 1. ClassificagBes das enzimas

Tipo de reacgéo

Numero EC  Classe das enzimas . Enzimas
catalisada
Reac0es de
Oxidoreducao. Hidrogenase; Oxidase;
EC1.. Oxido-redutases Transferéncia de atomos Peroxidase; Hidroxilases;
de O e H ou elétrons de Oxigenases.
um substrato para o outro.
Reac0es de Aminotransferases;
transferéncias de grupos Acetiltransferase; Cinases;
EC2... Transferases o . ]
especificos de um Fosforilases;
composto para o outro. Frutosiltransferase.
Lipases; Proteases;
EC 3... Hidrolases Reacdes hidroliticas Amilases; Carboidrases;
Pectinases.
Reacdes reversiveis, ndo
ECA4... Liases hidroliticas de remocao de Descarboxilases; Aldolases.
grupos da molécula de
substrato.
Reacéo de isomerizacéo
EC5... Isomerases transformam isémeros Glicose-isomerase.
entre si (cis e trans).
Reacéao de sintese de
ECG6... Ligases Novos compostos, Piruvato carboxilase

derivados da juncgéo de
duas moléculas.

EC — Comisséo de Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica (IUB). Fonte: Esposito; Azevedo

(2010)

As enzimas hidrolases constitui uma grande classe de enzimas responsaveis pela
catalise de reacdes de hidrolise de diversos substratos tais como: proteinas, acidos nucleicos,
polissacarideos, lipidios e biomoléculas menores como aminoacidos, ésteres e fosfatos
organicos, ou seja, catalisam a clivagem hidrolitica das ligacbes C-O, -C-N, -C-C além de
outros tipos de ligacBes de anidrido fosforico (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; SILVA, et al.,
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2018). As enzimas tém inUmeras aplicacdes em alimentos, racdo animal, producdo de
biocombustiveis, couro, téxtil, detergente, diagndsticos e biocatalisadores (SAHOO, et al.,
2019). De acordo com o relatério dos mercados globais de enzimas industriais, publicado pela
BCC Research Report Overview (2018), o mercado global de enzimas foi avaliado em 5,3
bilhGes de délares em 2017 e vai atingir 7,0 bilhdes de délares em 2023, tendo a demanda de
producdo de enzimas na Asia-Pacifico, América do Norte, Europa devido & crescente
necessidade de solucdes sustentiveis e a ampla diversidade bioguimica de microrganismos
combinada com a viabilidade de producdo em larga escala, sdo os principais fatores que
resultam em microrganismos como a fonte mais comum de enzimas industriais.

A maioria das enzimas atualmente disponivel é fabricada a partir de microrganismos,
sendo a de origem microbiana considerada de ampla aplicabilidade em diferentes setores
industriais como na fabricacao de produtos biotecnoldgicos, quando comparadas com as de
origem animal e vegetal (RIGO, et al., 2021).

Em virtude da facilidade de manuseio genético, especificidade, estabilidade e
facilidade de producédo em larga escala através do tratamento de residuos, torna a producéo
de enzimas um dos setores primordiais da industria biotecnoldgica e sua introducdo em
processos industriais torna-se um negocio lucrativo e atrativo do ponto de vista econdémico
(REGO, et al., 2019).

3.1.1 Lipases

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo hidrolases que atuam sobre os lipideos, catalisando a
conversao de triacilgliceréis a acidos graxos livres e glicerol (Figura 1). Sdo amplamente
encontradas na natureza, sendo produzidas por uma variedade grande de organismos
unicelulares e multicelulares, como bactérias, fungos, leveduras, plantas e animais (PALLAVI
et al., 2017).

Figura 1. Reacéo de hidrélise catalisada pela lipase
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Fonte: https://knoow.net/ciencterravida/biologia/lipase/
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As lipases sdo enzimas industriais mais importantes devido a sua especificidade em
hidrélise, interesterificacdo, esterificacdo e transesterificacdo (PATEL; SINGHANIA;
PANDEY, 2017), alcodlise aciddlise, amindlise (MESSIAS et al., 2011; RIOS et al., 2018;
TRIYASWATI; lIMI, 2019). Essas enzimas sdo geralmente usadas em diferentes setores
quimicos, como detergente, alimento, bioenergia, aromas, produtos farmacéuticos e
derivados de aminoacidos usados em produtos quimicos finos e agroquimicos (KHAN et al.,
2017).

As lipases podem ser obtidas de diversas fontes em virtude de que todos os
organismos sdo produtores de lipases. Porém as de origens microbianas sdo mais
promissoras por possuirem muitas vantagens sobre as de origem animal e vegetal, como o
menor custo de producédo, a possibilidade de produgdo em larga escala em fermentadores
industriais, requerimento nutrientes bastantes simples, amplo espectro de caracteristicas
fisico-quimicas, rendimento elevado e alta estabilidade fora da célula (ROVEDA;
HEMKEMEIER; COLLA, 2010; JESUS, et al., 2016).

As lipases microbianas sdo enzimas que possuem faixa 6tima de pH muito ampla,
dependendo do microrganismo produtor, que pode variar entre pH 4 e 9, assim como
temperatura Otima de reacdo que pode variar entre 25 e 70 °C (SALIHU; ALAM;
ABDULKARIM, 2012; ANGAJALA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020).

Podem ser amplamente aplicadas como aditivos em alimentos para modificar e realcar
as propriedades organolépticas presentes, como também assumir a funcdo de detergentes
para hidrolisar gorduras no tratamento de efluentes oleosos, além da presenca nas industriais
farmacéuticas, de cosméticos, agroquimicas e oleoquimicas, na formulagédo de detergentes,
na sintese de biossurfactantes, no tratamento de efluentes, na sintese de ésteres aromaticos
(JAVED et al., 2018; FRANCA, et al., 2020).

A producéo das lipases microbianas esta intensamente relacionada a diversos fatores,
especialmente os fatores nutricionais como: tipos e concentracbes de nutrientes,
concentracdo, presencga ou auséncia de indutores, fatores fisicos como: aeragdo do meio,
agitacdo, temperatura e pH (COLLA et al., 2016). O meio de cultura para o crescimento dos
microrganismos é descrito na literatura como um dos empecilhos para a producéo da enzima,
pois é necessario o indutor e fontes nutricionais eficientes para sua producao. Varios residuos
agroindustriais (Tabela 2), tém sido avaliados quanto a producdo de lipases por
microrganismos (ALMEIDA et al., 2016; OLIVEIRA, 2020).
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Tabela 2. Espécies microbianas produtoras de lipases em diferentes residuos agroindustriais

Microrganismos Tlpo. de Residuos Autores/Anos
cultivo

A. niger FES Torta de dendé Penha et al., (2016)

A. niger FES Oleo de palma Oliveira et al., (2018)

A. niger FES Farelo de arroz* Costa et al., (2017)

A. niger FES Farelo de arroz* Putri et al., (2020)

A. oryzae e japonicus FES Torta de sementes de Jain e Naik (2018)
mamona

Bacillus subtilis e

Corynebacterium FSm Pesca* Aguiar et al., (2018)

aquaticum ]

Bacillus subtilis FSm Oleo de cozinha Suci et al., (2017)
residual

Candida rugosa e - -

Geotrichum candidum FSm Melaco de soja Janior et al., (2016)

CIVOIOCOCCUS S FES Torta de sementes de Thirunavukarasu et al.,

yp P ~ algodao* (2016)

G. candidum FSm Oleo de serpe:lte de Castro et al., (2016)
algodao

Pleurotus ostreatus FES Torta de canola Rehman; Bhatti; Asgher

(2019)

Rhizomucor miehei FES Torta de fibra de palma Collago et al., (2021)

Rhizopus arrhizus FES Farelo de trigo* Dobrev et al., (2018)

Yarrowia lipolytica FSm Sement(;?aiggscas de Pereira et al., (2019)

Yarrowia lipolytica FSm Oleo de palma* Fraga et al., (2021)

FSm — Fermentacado Submersa; FES — Fermentacdo em Estado Sélido; *Residuos suplementados no
meio. Fonte: Autoria prépria (2021)

3.1.2 Fungos filamentosos produtores de lipases

Entre os microrganismos, os fungos s&o reconhecidos como um dos melhores
produtores de lipases (MEHTA; BODH; GUPTA, 2017). Os fungos filamentosos s&o
conhecidos por serem potenciais produtores de lipases com notaveis propriedades cataliticas
anicas, que sao muito importantes para varias aplicacbes comerciais (RIGO et al., 2021).
Dentre os fungos filamentosos produtores de lipases comercial e industrialmente importantes,
se destacam espécies dos géneros: Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichum, Mucor e
Rhizomucor (SCHNEIDER et al., 2018). A producéo de lipases por fungos filamentosos varia
de acordo com a cepa e composicdo do meio de crescimento, como fontes de carbono e
nitrogénio (BHARATHI; RAJALAKSHMI, 2019).

Uma caracteristica importante desses microrganismos que tem contribuido para o
avanco de sua exploragdo como promissores agentes lipoliticos € sua incrivel capacidade de
crescer em substratos simples e de baixo custo. O isolamento de fungos filamentosos

produtores de lipases pode ocorrer a partir de vérias fontes, incluindo residuos industriais e
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domésticos oleosos ou gordurosos, solos contaminados com éleos, plantas, animais vivos ou
mortos, sementes oleaginosas (RODRIGUES et al., 2016; CORTEZ et al., 2017).

Porém, para obter enzimas com maior poder catalitico e diminuir o custo da producéo,
h& necessidade de pesquisas que utilizem microrganismos isolados de novos ambientes, bem
como a utilizacdo de residuos agroindustriais para obter lipases com caracteristicas
adequadas para uma aplicacdo especifica (SPENCER et al., 2020). A obtencdo de novas
cepas de fungos filamentosos potencialmente produtoras de lipases € uma area crescente
nas pesquisas cientificas (CORTEZ, CASTRO, ANDRADE, 2017; OLIVEIRA, et al., 2020).
Diversos trabalhos apresentam a producéo de lipases por fungos filamentosos, tipo de reacéo
e aplicagao, conforme a tabela 3.

Tabela 3. Fungos filamentosos produtores de lipases

Fungos Tipo de cultivo Meio d~e Aplicagcao Referéncias
producéo
Aspergillus . Residuos de Penha et al.
niger Estado solido dendé (2016)
Tortas de dleo de
. subprodutos Reacdes de L
A_sper_glllus Estado soélido agroindustrias hidrélise e Oliveira et al.
ibericus p . e (2017)
extraidas do 6leo esterificacdo
das sementes
Aspergillus L
oryzae e A. Estado sélido Torta de mamona Jain; Naik
. . (2018)
japonicus
Bolo de semente Mandari:
. de algodéao, casca L
Aspergillus . e Nema;
- Estado solido de grama Transesterificagéo .
niger Devarai
vermelha, vagens
(2020)
de algaroba
Fusarium Submerso Efluente de fabrica Esterificagéo e Geoffry;
solani de 6leo de palma  transesterificacdo  Achur (2018)
Fusarium Degradacéo de Joshi;
incarnatum Submerso Farelo de trigo 6leo residual de Sharmab;
cozinha Kuila (2019)
- . . o Marotti et al.
Penicillium Submerso Oleo de oliva Hidrélise (2017)
Rhizomucor . Torta e fibra de Esterificacéo e Collago et al.
. Estado sdlido e T
miehei palma emulsificagéo (2021)

Fonte: Autoria prépria (2021).
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3.2 Fermentacédo em estado sdlido (FES)

Fermentacdo em estado soélido (FES) é um método no qual os microrganismos
crescem em um ambiente sem agua livre, ou seja, com contetdo muito baixo de agua, em
contrapartida a fermentacdo submersa (FSm), consiste em um processo no qual os
microrganismos crescem em meio liquido, com alto teor de agua livre (SOCCOL et al., 2017).
Embora a fermentagédo submersa (FSm), seja mais comum nos processos industriais, por ter
vantagens em relagéo a instrumentacao de controle do pH, oxigénio dissolvido, concentracao
de 4gua e moléculas soluveis, separagéo de biomassa apoés a fermentacao, mistura, aeracéo
e expansao (FARIAS, 2015).

Porém a fermentacédo em estado sélido (FES) tem ganhado cada vez mais atencao
devido as vantagens sobre a fermentacdo submersa (FSm) como: menores espagos
requeridos, maior rendimento na producdo, exploracdo de residuos agroindustrias na
producdo de enzimas microbianas, auséncia de formacdo de espuma, reducéo do risco de
contaminacdo, além de simular as condi¢6es de crescimento natural, favorecendo tanto o
metabolismo, quanto a capacidade produtiva (SANTOS et al., 2018; ALVES et al., 2020).

Outros aspectos citados como positivos da fermentagéo em estado solido (FES) séo:
a maior quantidade e maior atividade dos substratos sem necessidade de solventes organicos
(que geralmente conferem algum grau de toxicidade aos substratos) e custos de capital mais
baixo (SINGHANIA, et al., 2009; MARTINS et al., 2011).

3.3 Residuos agroindustriais

A agroindustria € conceituada como a industria que processa ou beneficia matérias-
primas oriunda da agricultura, pecudria, aquicultura e silvicultura e as vende como produto
para consumo alimentar ou matéria-prima para outras industriais ndo destinadas a
alimentagéo (ARAUJO, 2005; ORMOND, 2006; BURANELLO, 2018). A economia brasileira &
fortemente baseada no agronegécio que tem uma importante participacéo no Produto Interno
Bruto (PIB) e a agroindustria apresenta um bom desempenho nesses resultados com a
producao industrial de base agricola o aglcar, bebida, biocombustiveis (etanol), conservas de
frutas/legumes e outros vegetais, moagem e fabricacdo de produtos amilaceos, produtos de
madeira, téxtis e vestuérios (naturais), producdo de celulose e papel, café, 6leos vegetais e
fumo entre outros produtos alimentares. E com a producao industrial da pecuéria na atividade
de carne, pescados e laticinios (SENAR, 2020).

A Associacéo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT, define residuos solidos por meio
da Norma Brasileira NBR 10004:2004 como:



24
Franca, E.S. Producao de lipases por fungos filamentosos a partir do ...

Residuos nos estados sélido e semissolido, que resultam de atividades de
origem industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servigcos e de
varricdo. Ficam incluidos nesta definicdo os lodos provenientes de sistemas
de tratamento de agua, aqueles gerados em equipamentos e instalages de
controle de poluicdo, bem como determinados liquidos cujas particularidades
tornem inviavel o seu lancamento na rede publica de esgotos ou corpos de
agua, ou exijam para isso solucfes técnica e economicamente inviaveis em
face a melhor tecnologia disponivel.

O Ministério do Trabalho e Emprego — MTE, define residuos industriais por meio da
Norma Regulamentadora n° 25 como:

Residuos industriais sdo aqueles proveniente dos processos industriais na
forma sdlida, liguida ou gasosa ou combinacdo dessas, e que por suas
caracteristicas fisicas, quimicas ou microbiolégicas ndo se assemelham aos
residuos domésticos, como cinzas, lodos, Oleos, materiais alcalinos ou
acidos, escérias, poeiras, borras, substancias lixiviadas e aqueles gerados
em equipamentos e instalagdes de controle de poluicdo, bem como demais
efluentes liquidos e emissfes gasosas contaminantes atmosféricos.

De acordo com o Art. 13, item 1, subitem i, da Lei n° 12.305 de 2, agosto de 2010,
define como residuos solidos agrossilvopastoris | (organicos), os residuos gerados da
agricultura, pecudria, silvicultura e agroindustriais e os residuos sélidos agrossilvopastoris Il
(inorganicos) os insumos utilizados nessas atividades (BRASIL, 2010),

Os residuos resultantes das atividades agroindustriais sdo gerados em diversos
processamentos de produgdo das industrias coureira, madeireira, sucroalcooleira, alimentos
etc., podendo ter sua producdo sazonal condicionada pela maturidade da cultura ou oferta da
matéria-prima (DENBINSKI, et al., 2019; COUTO; FRANCO, 2020; OLIVEIRA et al, 2020). A
producdo de agua residuais oriundas de lavagens de produtos, escaldamentos, cozimentos,
pasteurizacao, resfriamento e lavagem de equipamento de processamento e das instalacdes
(OLIVEIRA, et al., 2019). Aproximadamente 147,2 milhdes de toneladas de residuos agricolas
e agroindustriais sdo produzidas no mundo por ano e cerca de 89 milhdes de toneladas de
biomassa do estagio de producao agricola, pés-colheita e processamento sdo desperdicadas
(CABALLERO; SOTO 2019).

As agroindustrias geram grandes quantidades de residuos que podem ser multifsicos
e podem consistir grupos de multiplos componentes, mais especificamente os residuos das
indastrias de alimentos, que consistem grandes quantidades de matérias organicas, ricas em
nutrientes fontes de proteinas, carboidratos, vitaminas, fibras, minerais e compostos bioativos
variando de acordo com a fonte, apresentando altos valores de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos suspensos totais (SST) que se

ndo forem tratados corretamente, podem causam sérios problemas ao meio ambiente. Além
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de uma perda de biomassa e nutrientes valiosos que podem ser reaproveitados pela industria
farmacéutica, alimenticia, quimica e na biotecnologia industrial (SARAIVA et al.,, 2018;
SENTHILKUMAR et al., 2019).

3.4 Residuos do Café

O cafeeiro (Figura 2) € uma planta que tem sua origem nas regibes montanhosas da
antiga Abissinia, que compreende hoje a regido da Etiopia, o Sudeste do Sudao e o Norte do
Quénia EMBRAPA (2016). Essa planta pertence ao Reino Plantae, Divisao: Magnoliophyta,
Classe: Manoliopsida, Ordem: Gentianales, Familia: Rubiaceae e Género: Coffea. A familia
Rubiaceae abrange mais de 10 mil espécies agrupados em 630 géneros. Onde h& mais de
100 espécie do género Coffea, das quais as de maior importancia e interesse econémico sao
Coffea arabica (café arabica) e Coffea canephora, (café robusta ou conilon) (PERUZZOLO et
al. 2019).

Fonte: https://maisro.com.br/wp-content/uploads/2015/12/cafear.jpg

Em nivel mundial no periodo de 2018-2019 a producéo de café foi de 167,47 milhdes
de sacas de 60 kg e um consumo de 165,18 milhdes. Os sete paises maiores produtores de
café nesse periodo foram: Brasil com a producéo estimada em 58,5 milhées de sacas, Vietna
29,5 milhdes de sacas, Colémbia com 14,2 milhdes de sacas, Indonésia com 10,2 milhdes de
sacas, Etiopia com 7,5 milhdes de sacas, Honduras com 7,45 milhdes de sacas e a india com
5,2 milhdes de sacas. A Organizacdo mundial do Café (2021) estima que a producao mundial
de café no ano cafeeiro 2020-2021 seja de 169,6 milhdes de sacas.

A Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB (2020), estimou que no Brasil a
safra de 2020 alcancou uma produgéo entre 57,2 — 62,02 milhdes de sacas em uma area
destinada a essa produc¢éo de 1.885,5 mil hectares apresentando um acréscimo de 4% e o
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volume a ser produzido esta entre 15,9% e 25,8% em relacdo a temporada passada. Tendo
como principais estados produtores Minas Gerais (30,71 a 32,08 milhdes de sacas), Espirito
Santo (13,02 a 15,44 milhdes de sacas), Séo Paulo (5,71 a 6,1 milhdes de sacas), Bahia (3,6
a 4,1 milhdes de sacas), Rondbnia (2,34 a 2,39 milhdes de sacas), Parana (880 a 970 mil
sacas), Rio de Janeiro (316 a 350 mil sacas), Goias (265,2 a 276 mil sacas), Mato Grosso
(159 a 168,8 mil sacas).

Com os dados apresentados da producdo do café, obtém-se um panorama da
importancia econémica da producao global do café, porém essa producdo pode gerar
impactos ambientais negativos, pois o cultivo do café gera residuos desde a colheita até o
seu consumo final. O processamento pés-colheita do café gera diferentes tipos de residuos
(casca, polpa, mucilagem, 4gua de fermentacéo e lavagem e a borra). Cerca de 90% de todo
o café consumido mundialmente, acaba sob forma de residuo sélido, sendo que a borra é
parte maior desse rejeito (MAGNAGO et al. 2019).

A borra do café (Figura 3) € um residuo solido gerado apos a extragdo dos compostos
soluveis presentes nos graos de café torrado durante a preparagdo da bebida, seja para café
expresso ou café passado ou popularmente conhecido como coado. Uma tonelada de café
cru libera, em média cerca de 480 4 650 kg de borra, que sdo descartados e permanecem no
meio ambiente ap6s o consumo (DURAN et al., 2017; MAGNAGO et al., 2019).

Figura 3. Borra de café (Coffea sp.)

Fonte: https://www.cafeculturabrasil.com/uso-da-borra-de-cafe-voce-conhece/

Este residuo é usualmente descartado e encaminhado aos aterros sem nenhum
tratamento prévio ou valorizagdo e podem gerar efeitos negativos sobre o meio ambiente
RODRIGUES, 2017). A borra de café apresenta um potencial elevado de impacto ambiental,
seja pela massa residual ou pela geragéo de liquidos a partir de sua decomposicao (THODE
FILHO et al., 2020), promovendo alteracdo no comportamento da fauna do solo (THODE
FILHO et al., 2017).
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Devido a grande quantidade de compostos insollveis no café torrado, a borra do café
apresenta em sua composicao polissacarideos (6-9% de celulose e 37-38% de hemicelulose),
fibras dietéticas (30-47%) e lipideos (24-30%) e minerais, 0 que desperta o interesse como

potencial substrato na producéo de bioprodutos (DURAN et al., 2017). A Tabela 4, apresenta

algumas aplicacfes da borra do café.

Tabela 4. Aplicacdes da borra do café.

Setor Aplicacédo

Referéncias

Utilizacdo da biomassa para geracéo de calor
na producao de bioenergia

Producéo de Utilizacdo do oleo extraido da borra do café
Energia para producgéo de biodiesel

Utilizag&o carvéo ativado da borra de café no
tratamento de rejeitos industriais téxtil

Utilizacao da borra de café na producgéo de
enzima microbiana (fosfatase alcalina)

Bi nologi S , .
otecnologia Utilizacdo da borra de café como biossorvente

de corantes e metais pesados entre outros
compostos quimicos

Utilizacao do 6leo extraido da borra de café
Cosmética como emoliente em formula¢des dermo-
cosmeéticas

Soares et al. (2015);
Balseca-Sampedro et
al. (2018).

Blinové et al. (2017);
Xavier et al (2017)

Xavier et al. (2017)

Xavier et al. (2019)

Aranguri-Llerena;
Reyes-Lazaro (2019);

Boniolo et al. (2017);

Castellar-Ortega et al.
(2018)

Hermann et al. (2019)

Fonte: Autoria prépria (2020)
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BIOCONVERSAO DA BORRA DE CAFE A LIPASE
POR FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DO RIO
IGARASSU NO ESTADO DE PERNAMBUCO
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Resumo

A maioria das lipases usadas para fins comerciais sdo isoladas de microrganismo devido a sua estabilidade e de
facil recuperacédo, novos residuos tém sido estudados para obtengdo de enzimas, a fim de redugdo dos custos de
producdo. Portanto, este trabalho investigou o potencial biotecnoldgico de fungos filamentosos isolados do Rio
Igarassu, na conversdo da borra de café em lipase em fermentacdo em estado solido. Os fungos foram isolados,
identificados e submetidos a um ensaio preliminar com 10 g da borra de café, 60% de umidade em 28 °C por 144
h para selecionar o fungo filamentoso com maior potencial de producdo de lipases. Um planejamento fatorial 23
foi realizado para avaliar a influéncia das varidveis umidade, temperatura e concentracdo do residuo na producéao
de lipases pela espécie selecionada. Foram isolados e identificados 5 fungos filamentosos: A. flavus UCP 0316, A.
fumigatus UCP 0327, P. variotii, UCP 0334, M. hiemalis f. luteis UCP 0343 e A. foetidus UCP 0360. Todos 0s
fungos filamentosos cultivados em borra de café foram capazes de crescer e produzir lipases, porém A. foetidus
UCP 0327 exibiu maior atividade enzimatica de 514,29 U/mL. Observamos que a producéo de lipase foi mais alta
(2941,87 U/mL) quando A. foetidus UCP 0360 foi cultivado em 25 g de borra de café, 37 °C e 50% de umidade.
Sendo assim, destacamos que a borra de café é um residuo agroindustrial promissor para a producdo de lipases,
contribuindo na reducéo da polui¢do ambiental e gerando produtos de valor agregado a inddstria.

Palavras-chave: Microrganismo, Enzimas, Residuos agroindustriais, Fermentagdo em estado sélido.
1. Introducéo

A busca por novos microrganismos isolados e identificados de ambientes ainda pouco conhecidos para
producdo de bioativos, principalmente as enzimas microbianas, se faz necesséario pois a industria biotecnoldgica
necessita de novos produtores microbianos com alta eficiéncia. Nesse contexto, existe um aumento mundial no
consumo de enzimas industriais e os fungos filamentosos estéo entre as principais fontes microbianas produtores
destas enzimas (Coutinho, 2007; Monteiro; Silva, 2009; Alves, et al., 2014; Silva, et al., 2019; Barbosa, et al.,
2020; Franga, et al, 2020).

As enzimas sdo catalizadores eficazes, ndo s6 aumentando a velocidade de conversdo de substrato em
produto, mas também reconhecendo uma estrutura quimica especifica na presenca de estruturas semelhantes, para
produzir um produto especifico (Devlin, 2011, Gorlach-Lira, Gomes, Polizelli, 2020). Esses biocatalizadores
podem ser produzidos por animais, plantas e microrganismos, sendo as de origem microbianas, preferiveis por
apresentar uma série de vantagens como menor tempo de producdo, alto rendimento, facilidade de manipulagéo e
principalmente porque sdo consideradas mais ativas e estaveis que as de origem animal e vegetal (Nagarajan, 2012;
Liu; Kokare, 2017; Ferraz, 2018; Tripathi; Yadav; Sharma, 2020; Franca, et al, 2020).
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Lipases (hidrolases triacylglicerol E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise dos triacilgliceréis
em glicerol e &cidos graxos e tem sido aplicadas nos Gltimos anos em emulsificantes, farmacéuticos, cosméticos,
sabores, fragrancias, bem como no tratamento de aguas residuais ricas em lipidios oriundas de processos de
fabricagdo de alimentos, na biorremediacdo de dleos e sintese de biodiesel (Pereira et al., 2019; Chandra, et al.,
2020; Melani, et al., 2020; Oliveira et al, 2020; Mehta, et al., 2021;). Segundo o relatério de Markerts Research
Report (2020) o mercado global de lipase devera atingir US$ 774,2 milhdes até 2027 com crescimento de 5,3%.
Ja as lipases microbianas deverao registrar 5,1% de crescimento e atingir US$ 579 milhdes em 2027.

A producdo industrial de enzimas microbianas € limitada, pois demanda elevados custos com substratos,
e estima-se que cerca de 30-40% do custo de producdo das enzimas é devido aos substratos utilizados para o
cultivo dos microrganismos, o que poderia ser reduzido utilizando substrato de baixo custo, como os residuos
agroindustriais (Nascimento et al., 2007; Marzo et al., 2019).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é uma tecnologia alternativa e promissora devido aoc menor gasto
de energia, maior produtividade, baixa geracdo de efluente, menor risco de contaminagdo por bactérias, assim
como permite o uso de residuos e subprodutos agroindustriais como substrato para producéo de biomoléculas de
valor agregado. Portanto, a FES apresenta potenciais beneficios econdmicos e ambientais que podem tornar os
processos industriais mais sustentaveis (Soccol et al., 2017; Costa et al., 2018; Sadh, et al., 2018).

O Brasil € o maior produtor e exportador de café e o segundo maior consumidor da bebida no mundo,
com uma producdo em 2021 estimada em 47,3 milhdes de sacas de 60 kg (CONAB, 2021). O processamento pds-
colheita do café gera diferentes tipos de residuos (casca, polpa, mucilagem, agua de fermentacdo e lavagem e a
borra). Cerca de 90% de todo o café consumido mundialmente, acaba sob forma de residuo sélido, sendo que a
borra representa a maior parte dos residuos gerados (Magnago et al. 2019).

Na producdo do café soltvel, estima-se que para cada tonelada de café verde processada, sdo gerados 650
kg de borra e para cada kg de café soltvel produzidos sdo gerados 2 kg de borra, com valores entre 60 e 70% de
umidade. E importante salientar que os residuos produzidos em escalas menores, em residéncias, bares,
restaurantes e cafeterias, ndo tém sido contabilizado (Duran et al., 2017; Marquet; Nichete, 2020).

Residuos de café contém concentragdes altas de tanino e cafeina que se descartados incorretamente podem
acarretar problemas ambientais (Getachew; Chun, 2017). Sendo assim, o presente trabalho teve o objetivo de
investigar o potencial biotecnoldgico de fungos filamentosos, isolados do rio Igarassu, na bioconversao de borra
de café em lipases em fermentacdo em estado solido.

2. Material e Métodos
2.1 Coleta de agua, isolamento e identificacdo dos fungos filamentosos
2.1.1 Coleta das amostras de agua

A coleta das amostras de agua foi realizada no rio lgarassu, Municipio de Igarassu/PE, Brasil, em
30.10.2019 as 08:00 horas. As condi¢des do tempo no dia da coleta foram 27 °C, umidade relativa de 75%, vento
de 14 km/h e pluviosidade 0 mm. Foram feitas coletas de &gua superficial no trecho situado no km 41,7 da BR-
101/PE nas seguintes coordenadas: latitude: 7° 50°07.1” S e longitude: 34°54°47.3” W. Foram coletados 1,5 L de
agua superficial, utilizando trés frascos coletores de plastico polipropileno estéril de 500 mL. A coleta foi realizada
com a imersdo do frasco na profundidade de 15 cm. Depois da coleta os frascos foram vedados, secos, identificados
e acondicionados em caixa isotérmica contendo gelo. Em seguida as amostras foram transportadas ao Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia— NPCIAMB da Universidade Cat6lica de Pernambuco (UCP),
onde foi iniciada imediatamente as técnicas de isolamento.

2.1.2 Isolamento dos fungos filamentosos

O isolamento dos fungos filamentosos foi realizado adicionando 1 mL de agua do rio lgarassu, usando o
método de pour-plate, em meio agar Sabouraud 4 % suplementado com 0,05 g/L de cloranfenicol para inibi¢éo de
crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a 28 °C por 96 horas. Apds o crescimento, as coldnias isoladas
foram purificadas e mantidas em &gar Sabouraud a 5 °C.

2.1.3 Identificagdo morfoldgica dos fungos filamentosos isolados

Os isolados foram identificados avaliando as caracteristicas macromorfolégicas (cor, aspecto, diametro
das colénias) e micromorfoldgicas conforme as literaturas especializadas tais como: Klich (2002); Samson (2004);
Schipper e Samson (1978) para 0 género Aspergillus; Samson (1974) e Samson et al (2009) para o género
Paecillomyces; Trufem (1981), Alves et al. (2002); Souza et al (2016) para o género Mucor.
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Apo6s a identificacdo os isolados foram estocados em 6leo mineral segundo Sherf (1943) e em agua
destilada esterilizada segundo Castellani (1939). A seguir, foram catalogados como: Aspergillus flavus UCP 0316,
Aspergillus fumigatus UCP 0327, Paecillomyces variotii, UCP 0334, Mucor hiemalis f. luteus UCP 0343,
Aspergillus foetidus UCP 0360 e depositados no Banco de Cultura da Universidade Catdlica de Pernambuco
(UNICAP), localizado no Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB).

2.2 Obtencdo e preparo do substrato

A borra de café gentilmente cedida por cafeterias e residéncias, localizadas em Recife/PE, foram secas
em estufa a 65 °C por 96 h e armazenadas em recipientes de plastico com rosca até o uso.

2.3 Caracterizacdo da borra de café

A borra de café foi submetida a analise espectroscépica FTIR no equipamento Shimadzu, IR-TRACER
100, utilizando acessério de refletancia total atenuada (ATR) constituido por um cristal misto “diamante/ZnSe”.
Os picos obtidos foram comparados com a literatura para confirmar a presenca de lipideos.

2.4 Producéo de lipase

2.4.1 Preparacdo do inéculo

As amostras foram cultivadas em agar Sabouraud e incubadas a 28 °C, por 96 h até a esporulagdo. Apos
a esporulacdo o indculo foi obtido transferindo esporos para Erlenmeyer contendo 50 mL de agua destilada estéril
para obtencdo de uma suspenséo espdrica de 10" UFC/mL. A contagem de esporos em suspenséo foi realizada em
camara de Neubauer e microscopio éptico.

2.4.2 Ensaio de sele¢do para producéo de lipase

As 5 espécies de fungos filamentosos foram submetidas a uma selegdo em fermentac&o em estado solido
para producdo de lipase utilizando como substrato a borra de café. Assim Erlenmeyer de 125 mL contendo 10 g
de borra de café foram esterilizados, posteriormente tiveram sua umidade ajustada para 60 % pela adi¢do de base
salina composta por NaNOs (3,0 g/L), K:HPO4 (1,0 g/L), MgS04 (0,5 g/L), KCI (0,5 g/L), FeSO..7H,0 (0,01 g/L),
pH 6,0 e por 5 mL da suspenséo de esporos (10 UFC/mL), como descrito por Colla; Hemkemeier; Gil (2012). Os
frascos foram incubados a 28 °C por 144 horas de cultivo em triplicata. Apés o processo fermentativo dos ensaios
a enzima foi removida adicionando 50 mL de agua destilada e levados a agitacdo orbital de 150 rpm & 28 °C por
30 minutos. Foram submetidos a filtragdo em membranas de Nylon para separagdo da biomassa, o filtrado foi
centrifugado em 5000 rpm a 28 °C por 15 minutos para retirada de biomassa residual da filtragdo, posteriormente
foi utlilizado para deteccédo da atividade enzimatica da lacase.

2.4.3 Determinacdo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada através da metodologia descrita por Soares et al (1999). Foi
realizada a reacdo de uma mistura contendo 5 mL de uma emulsdo de dleo de oliva e goma arabica (7%),
adicionado de 2 mL de tampéo fosfato de sddio (0,1 M, pH 7.0) e 1 mL do liquido metabdlico filtrado, exceto aos
brancos reacionais. As misturas foram agitadas em agitador orbital a 82 rpm, 37 °C, durante 10 minutos. As reagdes
foram paralisadas através da adicdo de 10 mL de uma mistura acetona-etanol-agua (1:1:1), liberando os éacidos
graxos livres presentes na mistura. As misturas foram tituladas com uma solugdo de KOH (0,04 N) na presenca do
indicador fenolftaleina. O experimento foi realizado em triplicata. A unidade da atividade lipolitica (U/mL) foi
definida como a quantidade da enzima bruta que liberou 1 pmol/mL de acidos graxos por minuto. A atividade
enzimética de lipase foi calculada através da equagdo 1:

AE (U/mL) = —(Va_vi)xxvzx 1090 (Equacéo 1)

Onde: AE é a atividade lipolitica (U/mL); Va € o volume da amostra titulada (mL); Vb é o volume da
amostra utilizado da reacdo (mL); N é a normalidade da solu¢do de KOH (N); T é o tempo de rea¢do em minutos.

2.4.4 Planejamento fatorial
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Um planejamento fatorial 23, com 4 pontos centrais, foi realizado para avaliar a influéncia das variaveis
independentes umidade, temperatura e concentragdo da borra de café na variavel resposta atividade lipolitica, em
fermentagdo em estado sélido por 144 h, utilizando a espécie selecionada no ensaio preliminar para produgéao de
lipase. Cada variavel independente foi investigada em trés niveis minimo (-1), central (0) e maximo (+1) conforme
a tabela 1. Os dados foram analisados utilizando o software STATISTIC verséo 7.0 considerando a significancia
dos resultados para (p <0.05).

Tabela 1. Niveis das variaveis do planejamento fatorial 23 para producao de lipase em borra de café pelo
fungo selecionado

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Umidade (%) 50 70 90
Temperatura (°C) 25 31 37
Concentracao (g) 5 15 25
3. Resultados e discussao

3.1 Isolamento dos fungos filamentosos

Foram isolados 5 fungos filamentosos, sendo 3 do género Aspergillus, 1 do género Mucor e 1 do género
Paecillomyces. Gomes et al. (2008) analisaram agua e sedimento das praias de Bairro Novo e Casa Caiada em
Olinda, Pernambuco, e observaram com mais frequéncia Aspergillus e Paecillomyces, dentre outros géneros.

Resultados semelhantes também foram relatados por Doi et al. (2018) que isolaram 15 géneros de fungos
filamentosos na &gua e sedimento da baia do Araca em S&o Sebastido/SP, sendo os principais Aspergillus, Mucor
e Paecillomyces com destaque para espécies do género Aspergillus que apresentaram maior densidade e
diversidade.

Lima et al. (2017) descreve que os fungos sdo encontrados onde ha matéria orgénica, sendo a maioria
saprofitos e, ocasionalmente, patogénicos. Espécies dos géneros Aspergillus, Mucor, Paecillomyces entre outros
como Penicillium, Trichoderma e Fusarium sdo biologicamente mais bem sucedidas e encontradas em todos 0s
habitats, incluindo a agua.

3.2 Identificacdo morfoldgica dos fungos filamentosos

Foram identificados 5 taxons ja conhecidos na literatura: Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. foetidus,
Paecillomyces variotii, e Mucor hiemalis. Os isolados mencionados podem ser identificados com base na chave
proposta a seguir (Tabela 2):

Tabela 2. Chave de identificacdo de espécies de fungos filamentosos isolados do Rio Igarassu

1 HITAS SEPIATAS ... bbb b b 2
1 HITaS CENOCTLICAS .. ..viviiiietiict ettt bbbttt .4
2 Conidi6foro com apice inflado (vesicula), contendo numerosas fialides ..............ccc....... Aspegillus
2 Conidios verde oliva a verde papagaio em CYA 25 °C, alcangando 3 a 6 pm de didmetro.
Seriagdo predominantemente DISSEriata .........cccuvverveiriieiiese e e A. flavus
»  Seriagdo monosseriada. Conidios de coloracéo turquesa globosos e finamente rugosos alcangando
2 . . . .
até 3 um (3,5 um), cabeca conidial do tipo COlUNA .........cccooiiiiiiiiie e A. fumigatus
00 Conidios de coloragdo marrom escuro a preto. Bisseriado com conidios globosos e finamente
rugosos, alcanGando A8 4-5 UM .....coeoveiueieiiieree e A. foetidus
2 Conidi6foro sem formacéo de vesicula com producao de fialides .........ccccevvviiierneineiencienen, 3
3 Conidios globosos, penicilos bem desenvolvidos .........c.ccovieiiiensieiieeiecee s Penicillium
3 Conidios limoniforme e pobremente penicilados ..........ccoceovvieneineinsienne e Paecilomyces
3 Conidioforos irregularmente ramificado, fidlide 12 a 20 um de didmetro, conidios cilindricos a
ElIPSOIAAL ... e P. variotii e P. formosus
3> Em meio CREA ndo produz compostoS ACIAOS .........ceiueierieerinienieenieie e nesieesie e P. variotii

4 Esporangidforos simples ou ramificados com esporangio sem apofise.........coevveevieiniencnn, Mucor
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4> Columela obovoides, esporos elipsoidais e fusiformes 2,5 - 10 um ............ M. hiemalis f. hiemalis
47 Columelas globosas a obovoides; esporangiosporos elipséides e longos 2,5 (1,5 um) - 8,0 um (12
LUTIL) ettt E e SR E Rt Rt M. hiemalis f. luteus

CYA — Agar Czapek Extrato de Levedura; CREA — Agar Creatina Sacarose.

3.2.1 Aspergillus flavus

As coldnias crescidas em Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA) a 25 °C, apresentaram didmetro de
57,7 mm, aspecto sulcado com textura lanosa a flocosa, micélio branco com conidios de coloragdo verde oliva
(Fig. 1A) e de reverso alaranjado. Quando incubadas em 37 °C, as coldnias apresentaram diametro de 43,8 mm,
aspecto sulcado com textura lanosa a flocosa, micélio branco com conidios de coloragao verde (Fig. 1B). Em Agar
Extrato de Malte (MEA) as coldnias apresentaram colénia sulcada com textura lanosa a flocosa, micélio branco
com conidios de coloracdo oliva (Fig. 1C). Nenhuma das culturas produziram pigmento e exsudato. Produgéo de
esclerécios com 14 dias. Avaliando as caracteristicas microscopicas foram observados conidiéforos incolores
préoximos ao 4&pice, parede rugosa (400-800 um), cabecas conidiais do tipo radial para colunar e
predominantemente bisseriada 1D e 1E. Vesiculas predominantemente piriformes (Fig. 1D). Conidios globosos e
finamente rugosos, alcancando até 3 —5 um (Fig. 1F).

Figura 1. Caracteristicas macroscdpicas e microscépicas do isolado Aspergillus flavus UCP 0316. (A — B) Aspecto
da coldnia, 25 °C e 37 °C em CYA, respectivamente;(C) Aspecto da colbnia a 25 °C em MEA,; (D) Vesicula
esférica, com métulas e fidlides; (E) cabeca conidial radial; (F) Conidios globosos para elipsoidais. Barras: D = 30
pm; E = 100 um; F= 10 pm. Fonte: Proprio autor.

A varia¢do de cor da colbnia de verde claro a verde escuro de A. flavus pode ocasionar em uma
identificacdo errbnea como A. parasiticus. No entanto, a micromorfologia como a seria¢do e forma e ornamentagéo
de conidios auxiliam na diferenciagdo. Geralmente a seriacdo dominante em A. parasiticus € unisseriada com
poucas seriagoes bisseriada (Klich 2002; Kokalis-Burelle et al., 1977). A cepa estudada produz poucos esclerécios.
A producdo de esclerdcio é conhecida como uma caracteristica comum da secdo Flavi de Aspergillus (Varga et
al., 2011). No entanto, muitos estudos relataram que a produgdo foi variada dentro da mesma espécie, tornando
essa caracteristica irrelevante, além disso, a produgdo dessas estruturas ndo esta necessariamente correlacionada
com a producdo de aflatoxina (Reis et al., 2014; Norlia et al., 2018). No entanto, a diferenciacdo morfol6gica por
si s6 na secdo Flavi é insuficiente para discriminar a maioria dos Aspergillus spp. nesta se¢do devido as
semelhangas interespecificas e variabilidade intraespecifica (Rodrigues et al., 2009).

3.2.2 Aspergillus fumigatus
As coldnias crescidas em CYA a 25 °C, apresentaram diametro de 52,70 mm, conidios de coloragéo azul

turquesa acinzentado e micélio branco, bem como coldnia com textura aveludada a flocosa e radialmente sulcada
(Fig.2A) e reverso incolor. JA em CYA a 37 °C as coldnias apresentaram diametros de 83,32 mm com produgéao
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intensa de conidios de coloracdo acinzentada (Fig. 2B). Em MEA as col6nias apresentaram caracteristicas
semelhantes ao CYA a 25 °C (Fig. 2C). Nenhuma das culturas produziram esclerécitos, pigmento e exsudato.
Avaliando as caracteristicas microscopicas foram observados conidiéforos incolores a acinzentados préoximos ao
apice, parede lisa (200-400 um), cabegas conidiais do tipo colunar e monosseriado (sem presenga de métulas),
com fialides alcangando de 6 a 8 um, cobrindo apenas a parte superior das vesiculas como mostradas nas figuras
2D e 2E. Vesiculas predominantemente periforme e espatular (Fig. 2D). Conidios globosos e finamente rugosos,
alcancando até 3 um (Fig. 2F).

Figura 2. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas do isolado Aspergillus fumigatus UCP 0327. (A — B)
Aspecto da coldnia, 25 °C e 37°C em CYA, respectivamente;(C) Aspecto da coldnia a 25 °C em MEA; (D) Cabeca
conidial colunar; (E) Vesiculas piriformes a espatulares; (F) Conidios globosos. Barras: D =20 um; E = 100 um;
F= 10 um. Fonte: Proprio autor

A espécie A. fumigatus se distingue das demais espécies de Aspergillus por suas col6nias de rapido
crescimento com tonalidades turquesa a verde escuro, fialides paralelas ao conidiéforo e conidios carregados em
coluna (Klick, 2002).

No entanto, as colbnias de A. lentulus, A. fumigatiaffinis e A. novofumigatus sdo macroscopicamente
semelhantes a A. fumigatus, porém se diferem pela intensidade de esporulacdo. Em relagdo as caracteristicas
microscdpicas a maioria das cepas de A. fumigatus apresentam vesiculas subclavadas, enquanto as vesiculas das
demais espécies da se¢do sdo subglobosas. Em comparacdo, a maioria das vesiculas de A. fumigatus eram mais
largas do que 22 mm, enquanto nas outras as vesiculas eram mais estreitas (Hong et al., 2005).

3.2.3 Aspergillus foetidus

As colbnias crescidas em CYA a 25 °C, apresentaram didmetro de 53,3 mm, micélio branco com conidios
de coloragdo de marrom escuro a preto, colénia com textura velutinea e radialmente sulcada (Fig. 3A) e reverso
incolor. Em CYA a 37 °C as colbnias apresentaram didmetros de 19,7 mm (Fig. 3B). Em MEA as col6nias
apresentaram caracteristica semelhantes ao CYA a 25 °C (Fig. 3C). Nenhuma das culturas produziram esclerécitos,
pigmento e exsudato. Analisando as caracteristicas microscopicas foram observados conidioforos incolores a
ligeiramente marrons proximos ao apice, parede lisa (400-800 um), cabegas conidiais globosas a ligeiramente
alongadas, predominantemente bisseriadas, métulas alcangando de 5-18 um, fialides alcangando de 3-3,5 um,
conforme as figuras 3D e 3E. Adicionalmente, apresentaram conidios globosos e finamente rugosos, alcangando
de 4-5 um (Fig. 3F).
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Figura 3. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas do isolado Aspergillus foetidus UCP 0360. (A — B)
Aspecto da colbnia, 25 °C e 37 °C em CYA, respectivamente; (C) Aspecto da coldnia a 25 °C em MEA; (D)
Vesicula esférica, bisseriada; (E) cabega conidial radial; (F) Conidios globosos para elipsoidal. Barras: D = 20 pm;
E =300 um; F= 10 um. Fonte: Proprio autor

A Secdo Nigri é uma das mais confusas e complexas devido as minimas diferencas entre as espécies.
Espécies como A. carbonarius, com esporos que podem alcangar 11 um de diametro, e as espécies monosseriadas
(A. japonicus e A. aculeatus), sdo facilmente identificadas por caracteristicas microscépicas (Pitt; Hocking, 1997).

Aspergillus foetidus, A. niger e A. tubingensis sdo espécies dificeis de distinguir com caracteristicas
morfoldgicas (Samson et al., 2004). Neste estudo a espécie relatada (A. foetidus), se diferencia da espécie A. niger
por apresentar conidioforos que nao ultrapassavam 1000 um, o que o difere de A. niger que alcangcam até 3000 pm
de comprimento (Klich, 2002). Além disso, A. foetidus é distinguido dessas espécies por sua ornamentacdo de
conidios, que quando jovens sdo finamente rugosos e, quando maduros, sdo conidios lisos (Klich et al., 2002; Silva
et al., 2011).

3.2.4 Paecillomyces variotii

As colbnias crescidas em MEA a 30 °C apresentaram didametro de 81,25 mm, conidios de coloracdo verde
oliva e micélio branco, bem como textura aveludada a flocosa (Fig. 4A) e reverso amarelo para incolor. Ja em
CYA & 37 °C, apresentaram didmetro de 64,57 mm (Fig. 4B). Em CREA néo houve producdo de componentes
acidos (Fig. 4C). Analisando as caracteristicas microscopicas foram observados conidiéforos irregularmente
ramificados, fidlides alcan¢ando de 12 a 20 pum de comprimento com base larga terminando em um pescoco longo
e delgado (Fig. 4D e 4E). Conidios cilindricos a elipsoidais alcangando até 5,6 pm (Fig. 4F). O P. varitii se
assemelha morfologicamente ao P. formosus porém, esse Gltimo produz componentes acidos no agar creatina
(Samson, 2009).
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Figura 4. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas do isolado Paecillomyces variotii UCP 0334. (A)
Aspecto da col6nia em MEA a 30 °C; (B) Aspecto da colénia em CYA a 37 °C; (C) Aspecto da coldnia a 25 °C
em CREA sem producédo de compostos acidos; (D — E) conidiéforos irregularmente ramificados e fialides com
base larga terminando em um pescoco longo e delgado; (F) Conidios cilindricos a elipsoidais alcancando até 5,6
um. Fonte: Préprio autor

3.2.5 Mucor hiemalis

O isolado pertence a espécie M. hiemalis por apresentar columela elipsoidal com base truncada,
espordforos simples, nao ramificados ou escassamente ramificados (Fig. 5D—E), esporangiésporos com formas e
tamanhos regulares, as vezes com um dos lados dilatados (Fig. 5F). Inicialmente as col6nias brancas e com o
envelhecimento da coldnia apresentam coloracdo amarelada, fototropismo positivo e ndo apresenta crescimento
em 40 °C (Fig. 5A - C).
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Figura 5. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas do isolado Mucor hiemalis f. luteus UCP 0343. (A)
Aspecto da col6nia em BDA a 25 °C; (B) Aspecto da col6nia a 25 °C em MEA; (C) Aspecto da coldnia a 40 °C
em MEA; (D - E) Columela globosa e esporangidforos; (D) Esporangiosporos de 2,5 x 8. Fonte: Proprio autor

As caracteristicas morfoldgicas do M. hiemalis relatadas aqui mostram similaridades préximas com a
descricao de Schipper (1978), com diferenga minima no diametro de esporangidsporos e forma globosa de algumas
columelas. Esporangiosporos com tamanhos de 2.5 x 8 um e presenga de columelas globosas, corresponde a
espécie M. hiemalis f. luteus relatada por Alves et al., (2002).

Cepas de M. hiemalis exibem semelhancas morfolégicas com algumas variantes de M. circinelloides. No
entanto, M. hiemalis carece de ramificacfes curtas que sdo abundantes em M. circinelloides (Schipper,1978).

As formas das columelas de M. hiemalis se assemelham a espécie M. racemosus, porém sao diferenciados
pela presenca abundante de clamidosporos em que em M. hiemalis sédo escassos, além disso nunca estdo presentes
em esporangidforos (Schipper,1978; Souza et al., 2017).

3.3 Ensaios preliminares em fermentacdo em estado sdlido

Os resultados da triagem para selecionar a espécie de fungo filamentoso com maior potencial de producéao
de lipase em fermentacdo em estado solido no meio alternativo contendo borra de café sdo apresentados na Tabela
3.

Tabela 3. Atividade lipolitica de Aspergillus flavus UCP 0316, Aspergillus fumigatus UCP 0327, Paecillomyces
variotii. UCP 0334, Mucor hiemalis f. luteus, UCP 0343 e Aspergillus foetidus UCP 0360 em meio a base de
borra de café com umidade de 60%, a 28 °C por 144h de cultivo

Cédigo do isolado Identificacdo Atividade lipolitica (U/mL)
UCP 0316 Aspergillus flavus 147,29
UCP 0327 Aspergillus fumigatus 213,80
UCP 0334 Paecillomyces variotii 63,06
UCP 0343 Mucor hiemalis f. luteus 151,40
UCP 0360 Aspergillus foetidus 514,29

e UCP — Universidade Catolica de Pernambuco

Os resultados obtidos indicaram que todos as espécies testadas apresentaram atividade lipolitica no meio
alternativo contendo borra de café. No entanto, A. foetidus apresentou maior atividade enzimatica de 514,29 U/mL
em meio a base de borra de café com umidade de 60% em 28 °C durante 144h de cultivo. Putri et al., (2020)
obtiveram atividade lipolitica inferior, 176 U/m/L, com A. niger cultivado em farelo de arroz. Por outro lado,
Guedes et al., (2021) relataram que dentre os fungos filamentosos produtores de lipases 0 género Aspergillus se
destaca. Franca et al., (2020) relatam a importancia da busca por novos microrganismos de ambientes ainda pouco
conhecidos para producéo de bioativos, principalmente as enzimas microbianas, pois a industria biotecnoldgica
necessita de novos produtores microbianos.

3.4 Planejamento fatorial

Os efeitos das varidveis independentes sobre a producdo de lipases por Aspergillus foetidus UCP 0360
durante 144 horas foram investigados de acordo com o planejamento fatorial 2° (Tabela 4). A umidade de 50%,
temperatura de 37 °C e concentracdo do substrato de 25 g favoreceram a maior producdo da enzima (2941,87
u/mL).

Planejamentos fatoriais s&o amplamente utilizados como ferramentas na otimizagdo dos processos de
producdo de lipases (Gochev et al., 2012; Toscano et al., 2013; Adnani et al., 2010; Gao et al., 2009). Neste estudo,
o planejamento fatorial 22 propiciou um aumento de 5,7 vezes na producao da lipase por Aspergillus foetidus UCP
0360.
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Tabela 4. Producdo de lipase por Aspergillus foetidus UCP 0360 de acordo com um planejamento fatorial 23,

Experimentos Umidade (%) Temperatura (°C) Concentracéo (g) AE (U/ml)
1 0 o5 c 2009,99
2 90 25 5 868,65
3 50 37 5 220,75
4 % 37 5 2548,00
5 50 25 25 273,84
6 90 25 25 310,68
7 50 37 25 2941,87
8 90 37 25 114,70
9 70 31 15 456,30
10 70 31 15 443,53
11 70 31 15 448,55
12 70 31 15 447,19

AE — Atividade enzimaética

A analise estatistica dos dados demonstrou que as trés variaveis independentes umidade, temperatura e
concentracdo do substrato, bem como a interagdo entre elas foram significativas quando analisadas no nivel de
confianga de 95 % (Figura 6). A interacdo das varidveis umidade e concentragdo do substrato foi a mais
significativa, porém influenciou negativamente, indicando que niveis menores podem favorecer a producdo da
enzima. Todavia, a temperatura e a sua interagdo com a concentracdo do substrato influenciaram positivamente na
producdo de lipase.

2by3 B 169 8613
(2)Temperatura 1554023
(3)Concentracio j»l 31,991
(1)Umidade -105,552
1by2 B ;39 77425
p=05

Figura 6. Diagrama de Pareto do efeito das variaveis na producdo de lipase por Aspergillus foetidus UCP 0360
em fermentagdo em estado s6lido usando borra de café como substrato por 144 h.

3.5 Caracterizagdo da borra de café

Os espectros da borra de café apresentaram varias regides de absor¢do, conforme a Figura 7. A absorcéo
de regides de picos em 2900 e 2800 cm ! sdo atribuidas a alongamentos de C de ligagdo simples H, possivelmente
de grupos CHy-funcionais. As bandas de vibracdo de alongamento CH em 1745 cm - ! corresponde ao grupo
carbonil de éster de triglicerideos (Nakasato et al., 2007). Sendo notavel no espectro a presenga de lipideos.
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As bandas de vibragdo de alongamentos CH em 2926 cm™ (cetonas v (C-H) CHs3), associadas a picos em
1652 cm* representa o trecho de ligagdo dupla, adjacente a um conjunto de anéis que sdo possivelmente atribuidas
a lignina (Iriondo-Dehond et al., 2019). Enquanto o pico adjacente, pouco representativo, em 2899 cm*
corresponde ao modo de alongamento CH, associado ao pico em 899cm™! foi atribuido aos modos de flexdo HCC
e HCO (8(C(1)H(p)), de acordo com a atribui¢do vibracional para celulose (Iriondo-Dehond et al., 2019). Um pico
amplo em 1632 cm™! representando pequenas concentracdes de amida I (proteina/peptideos) também foi observado
(Iriondo-Dehond et al., 2019; Nakasato et al., 2007).

Foram observados modos de flexo e deformacdo na regido entre 1000 e 1500 cm. A banda em 1460
cm™! foi atribuida ao modo de desenvolvimento CHs (ou CH;) das coordenadas de metileno. Bandas de
alongamento entre a regifo 1200 e 900 cm representa alongamento de C da ligagdo simples C - v(C-C) e C da
ligagdo simples O - v(C-0), sendo o pico mais intenso 0 1030 cm™, mas essas bandas néo sdo atribuidas apenas a
agucar, mas também para proteinas e lipidios (Nakasato et al., 2007).
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Figura 7. Espectro de absor¢do no infravermelho da borra de café
4. Concluséo

Os cinco isolados Aspergillus flavus UCP 0316, Aspergillus fumigatus UCP 0327, Paecillomyces variotii
UCP 0334, Mucor hiemalis f. luteus UCP 0343 e Aspergillus foetidus UCP 0360 foram capazes de crescer e
produzir lipases em residuo de borra de café. No entanto, A. foetidus apresentou maior atividade enzimatica. A
melhor condicdo para producéo de lipase ocorreu com umidade de 50%, temperatura a 37 °C e concentracdo do
substrato de 25 g. Por fim, a borra de café se mostrou um substrato promissor, para producdo de lipase em
fermentagdo em estado solido, como alternativa para diminuicéo dos custos do processo.
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CONSIDERACOES FINAIS

e Os cinco isolados Aspergillus flavus UCP 0316, Aspergillus fumigatus UCP 0327,
Paecillomyces variotii, UCP 0334, Mucor hiemalis f. luteus UCP 0343 e Aspergillus
foetidus UCP 0360 foram capazes de crescer e produzir lipases em residuo de borra
de café,;

e No entanto, A. foetidus apresentou maior atividade enzimética. Tendo a melhor
condicdo para producdo de lipase em umidade de 50%, temperatura a 37 °C e
concentracdo do substrato de 25 g;

e A borra de café se mostrou um substrato promissor, para producdo de lipase em
fermentagcdo em estado solido, como alternativa para diminuicdo dos custos do
processo;

e Este bioprocesso mostrou-se eficiente e sustentavel;

o Este trabalho demonstrou a valorizagdo dos substratos agroindustrial atendendo aos
requisitos da bioeconomia circular, transformando o descarte (borra de café) em
matéria-prima para o desenvolvimento de um meio de cultura e para producao de
lipase.

e Contribuiu para a reducdo da poluicdo do meio ambiente, uma vez que utilizou
descarte da producdo da bebida do café (borra de café) para crescimento do micro-

organismos para producdo da enzima.



