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RESUMO

Com o Avancgo na area da biotecnologia, principalmente relacionadas a tecnologia das
fermentacdes, almejam pespectivas para o biotratamento de residuos. O termo residuo
€ utilizado em sentido amplo, juntando ndo somente sélidos mais também os efluentes
liguidos e os materiais presentes nas emissfes atmosféricas. Os efluentes industriais
gerados em industrias de laticinios que em geral possuem elevados teores de
demanda bioquimica (DBO) e quimica de oxigénio (DQO), tendo em vista um elevado
conteudo de gorduras, aumentam a concentracdo de matéria organica, Justificando a
necessidade de biotratamento. Neste sentido foram avaliados o potencial
biotecnolégico do fungo Aspergillus parasiticus isolado do solo da Caatinga, PE, Brasil,
na producdo de biomoléculas de enzima lipase e lipideos, visando a aplicacdo no
biotratamento de residuos da industria de laticineos. A confirmacédo da producao da
enzima por A. parasiticus foi realizada com o cultivo em meio padrdo na presenca do
Oleo de oliva 0,5 g/L durante 120 h, incubados a 28°C e 37°C, respectivamente. Os
resultados obtidos demonstraram que a melhor condicéo foi obtida em 96 h de cultivo a
28°C com um idice de 5,2 U/ml. Em seguida foram realizados ensaios com residuos
ricos em Oleos, o soro de leite (SL) e o residuo de sorvete (RS), provenientes de
rejeitos das industrias lacteas, utilizando um planejamento fatorial 22, com trés
repeticdes no ponto central, durante 120 horas a 28°C. Observam-se que 0 ensaio 4,
com 45% de (RS) e 30% (SL) demonstravam os melhores resultados na producédo de
biomassa 68,1 g/L e atividade lipolitica 20,0 U/mL, e um maior acumulo de lipideos em
sua biomassa atingindo 67.61 %, sugerindo que o biotratamento € possivel, além de
outras aplicabilidades na biotecnologia em especial a producdo de biodiesel, se

tratando de um fungo oleaginoso.

Palavras-Chave: Enzimas, Lipase, Aspergillus Parasiticus, Rejeitos Agroindustriais.
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ABSTRACT

With the advance in biotechnology, especially related to technology of fermentation,
aumejam pespectivas for bioremediation of waste. The term waste is used in a broad
sense, adding not only more solid also the wastewater and the materials present in air
emissions. The waste water generated in general that dairy industries have high levels
of biochemical demand (BOD) and chemical oxygen (COD) with a view to a high
content of fats, increase the concentration of organic matter, justifying the need to
bioprocessing. In this sense we assessed the biotechnological potential of the fungus
Aspergillus parasiticus isolated from soil of the Caatinga, PE, Brazil, in the production of
biomolecules lipase enzyme and lipid seeking their application in bioremediation of
waste from laticineos industry. Confirmation of enzyme production by Aspergillus
parasiticus was performed by culturing in standard medium in the presence of olive oil
0.5 g/ L for 120 h, incubated at 28 ° C and 37 ° C respectively. The results showed that
the best condition was obtained in 96 hours of cultivation at 28 ° C with a Idice 5.2 U /
ml. Then tests were carried out with waste rich in oils, serum leiten (SL) and the ice
cream residue (RS) from the dairy industry waste, using a 22 factorial design with three
replications at the center point, for 120 hours at 28 ° C. Observed that the test 4, with
45% (RS) and 30% (SL) showed the best results in the production of biomass 68.1 g/ L
and lipase activity 20.0 U / mL, and greater accumulation of lipids in their biomass
reaching 67.61% in lipids, suggesting that the biotreatment is possible, in addition to
other applicability in biotechnology in particular the production of biodiesel, in the case

of an oleaginous fungus.

Keywords: enzymes, lipase, Aspergillus parasiticus, Waste agribusiness.
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1. INTRODUCAO

Com o desenvolvimento tecnoldgico e crescimento econdémico industrial, o
consumo de bens e produtos vem aumentado proporcionalmente o poder aquisitivo da
sociedade. A crescente demanda por produtos alimenticios pela populacdo, e com isso
uma maior quantidade de residuos a sdo produzidos nos processos industriais, que sao
lancados nos cursos d’agua (ARCHELA, 2010).

Gorduras e Oleos sdo os principais residuos gerados pelas indastrias de
processamento de alimentos, industrias de laticinios, industrias de bebidas, etc e sédo
liberados na agua ou esgotos sem tratamento prévio, provocando a degradacao do
ambiente com consequéncia para a flora e fauna. As gorduras e o0s Oleos sédo
substancias que sdo constituidos predominantemente misturas de ésteres de acidos

graxos do alcool ou tri-hidroxi de glicerol (NWOBI et al., 2006).

Portanto o impacto negativo de efluentes gordurosos e Oleos podem ser
minimizados pela utilizacdo de enzimas hidroliticas de origem microbianas. A pré-
hidrolise lenzimatica de gorduras e 6leos aumentam a eficiéncia da remocdo, bem
como aceleram o processo de degradacao desses contaminantes ambientais, tornando
possivel uma transformacdo biotecnologica, superando o desenvolvimento dos

processos quimicos convencionais (YANG et al., 2009).

Lipase € 0 nome genérico para um grupo de enzimas pertencentes a classe
das hidrolases e que atuam sobre ligagbes éster. As lipases (E.C.3.1.1.3), pela
definicdo classica, sdo glicerol éster hidrolases e, de acordo com (JAEGER et al.,
1994), atuam sobre ligacdes éster presentes em acilglicerois, liberando acidos graxos e
glicerol. As lipases sdo as enzimas mais utilizadas em sintese organica e mais de 20%
das biotransformacbes séo realizadas utilizando-as (JAYAPRAKASH e EBENEZER,
2010).

Estas enzimas sdo encontradas em tecidos animais, vegetais e em micro-
organismos, tendo papel fundamental no metabolismo de lipidios destes seres vivos:
Como enzimas digestivas, a deposicdo e mobilizacdo dos tecidos de reservas
energéticas e no metabolismo intracelular, atuando sobre as membranas celulares
(VILLENEUVE et al., 2000). Ainda, dentre os microrganismos, os fungos filamentosos

sao especialmente valorizados porque as enzimas por eles produzidas normalmente
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sao extracelulares, o que facilita a sua recuperacédo do meio de fermentacdo e também
porque a maioria dos fungos ndo € nociva a saude humana, sendo o Aspergillus um
dos mais conhecidos produtores de lipases com muitas aplicagdes industriais
(MAHADIK et al, 2002).

As lipases microbianas séo consideradas versateis, pois apresentam uma série
de vantagens em relacéo as lipases produzidas por células animais e vegetais (SETH
et al.,, 2014). Fungo filamentoso do género Aspergillus se destaca como excelente
produtor de metabdlitos secundérios de interesse industrial e ambiental, com elevada
taxa de crescimento e termotolerancia, o que favorece estudos de sele¢éo e producgéo
de bioprodutos de alto valor agregado (LIMA, 2014).

Considerando a importancia das investigacdes nos biotratamento esse trabalho
Investigou o potencial biotecnologico de Aspergillus Sp, isolado da Caatiga de
Pernambuco, visando a aplicacdo no biotratamento de efluentes oleaginosos
provenientes das industrias lacteas, além de avaliar a producao simultanea de lipase e

lipideos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial de Aspergillus Sis 16, isolado da Caatinga de
Pernambuco, visando a aplicagdo no biotratamento de efluentes oriundos da industria
lactea, averiguando a producdo simultanea de biomassa e lipase, como produtos de

elevados interesses biotecnoldgicos.

2.2. Objetivos Especificos

» Identificar a espécie do Aspergillus Sp, utilizando & técnica de morfologia classica;

» Estudar & influéncia do tempo e da temperatura na produgcdo de biomassa e da

atividade enzimatica da lipase por Aspergillus Sp, em meio controle;
* Analisar a producdo de biomassa, lipase e lipideos totais utilizando diferentes
concentragdes dos efluentes lacteos, (soro de leite e residuo de sorvete), aplicando

um planejamento fatorial completo 22;

* Investigar o contetdo de lipideos totais na biomassa obtida & partir da condicao

selecionada;

« Avaliar a atividade enzimatica da lipase na condicéo selecionada;

» Demonstrar a habilidade de Aspergillus Sp na biodegradacéo dos efluentes lactios;

» Validar os resultados do planejamento fatorial através de software estatistico.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Efluentes IndUstriais

Ao longo de décadas, a atividade industrial tem produzido rejeitos gasosos,
liquidos e sélidos nocivos ao ambiente. Da mesma forma, processos industriais que
utilizam grandes volumes de agua contribuem significativamente com a contaminacao
dos corpos d agua, principalmente pela auséncia de sistemas de tratamento para o0s
grandes volumes de efluentes liquidos produzidos (FREIRE et al., 2000).

Elevadas concentracGes de 6leos e graxas nos efluentes afetam os processos
de tratamento biologico de aguas residuais através da formacéo de uma camada sobre
a superficie da agua, o que diminuiu a taxa de transferéncia de oxigénio para o
processo aerbdbio. Muitas destas substancias ainda ndo tém um método adequado de
tratamento estabelecido e assim, efluentes ndo eficientemente tratados, contendo
ainda alta carga poluidora, tem sido descartado no meio ambiente o que pode
ocasionar uma série de disturbios ambientais DELLAMATRICE, (2005).

Com um maior rigor nos padrdes de rejeite de aguas residuais tem ocasionado
a pratica de pesquisas, cujo designio é reduzir o impacto ambiental, principalmente em
efluentes contendo elevados teores de lipideos, como os provindos de laticinios,
matadouros e avicolas, enlatados, extracdo de 0leos, etc. Os lipideos contidos nesses
efluentes interferem negativamente nos Sistemas de Tratamento de Efluentes.
Elevadas concentracées de lipideos resultam na formacdo de lodos com diferentes
caracteristicas fisicas e reduzida atividade hidrolitica devido a flotacdo dessa biomassa,
aumento do tempo de retencdo hidraulica desses efluentes nas lagoas de
estabilizacdo, reducdo da capacidade de aeradores e elevada demanda de produtos
floculantes (FREIRE et al., 2000).

Dentro desta situacdo, meétodos alternativos vém sendo empregados na
reducdo da concentracdo de lipideos contidos nesses efluentes por meio de acao
enzimatica, particularmente lipases. Essas enzimas apresentam uma importancia
particular, pelo fato de hidrolisarem especificamente 6leos e gorduras, o que pode ser
de grande interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de gordura MENDES,
(2005).
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O estabelecimento de leis internacionais que regulam a questdo do
gerenciamento ambiental, aliado a pressao por parte de governos e opinido publica, fez
com que grandes esfor¢cos tenham sido dedicados ao desenvolvimento de tecnologias
mais limpas para o tratamento de residuos e a remediacédo de ambientes contaminados
(BRITO et al., 2004).

Nos ultimos anos, a legislagdo brasileira tornou-se restritiva quanto ao
tratamento de efluentes lancados em corpos aquaticos. Segundo a Resolugéo n° 357
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), os efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderéo ser langcados, direta ou indiretamente, nos corpos de agua,
apos o devido tratamento e desde que obedecam as condi¢Bes, aos padrdes e as

exigéncias propostos.

Os sistemas convencionais de tratamento de efluentes, normalmente adotados
na industria, sao divididos em quatro niveis distintos, (VON SPERLING, 2005):
Tratamento preliminar, cujo objetivo € a remocdo de materiais solidos grosseiros;
Tratamento primario, objetivando a remocao da matéria orgénica através da reducao
no teor de SST (Sélidos Suspensos Totais), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e
DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio); Tratamento secundario, para a remoc¢ao da
matéria organica soluvel (DQO e DBO sollvel); Tratamento terciario, cujo objetivo é
remover microrganismos ou poluentes especificos do clarificado (ZAWADZKI, 2011).

3.1.2 Efluentes Lacteos

As industrias de laticinios sdo unidades fabris que processam o leite,
produzindo os mais diversos derivados, entre estes o queijo. A fabricacdo de queijo €
um meétodo de transformacdo de componentes do leite em um produto de féacil
conservacao, menor volume, alto valor nutritivo, sabor agradavel e boa digestibilidade
(GRANDI,1983). Neste processo ndo ha conversao de 100% da matéria-prima leite no
produto queijo. Seu rendimento pode variar entre 8,5 e 20% em funcdo da consisténcia
do queijo, produzindo assim, além do queijo, um derivado denominado de soro de leite.
Este derivado lacteo apresenta em sua composi¢cao quimica aproximadamente 93-94%
de agua, 4,5-5,0% de lactose, 0,7-0,9% de proteinas soluveis, 0,6- 1,0% de sais
minerais e quantidades aprecia- veis de outros componentes como vitaminas do grupo
B (GIROTO, 2001).
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O soro de leite, quando considerado residuo liquido industrial e despejado junto
com os demais residuos liquidos das industrias de laticinios, pode significar a duplica-
cdo do sistema de tratamento, pois possui DBO entre 25.000 e 80.000 mg/L. Por
apresentar alta concentra- cdo de matéria organica e deficiéncia de nitrogénio, sua
estabilizacdo por métodos convencionais de tratamento bioldgico é dificulta (LEITE,
2008).

Na producdo de cada quilograma de queijo, partindo de 10 litros de leite, sdo
gerados em média 9 litros de soro. Com um aspecto amarelo-esverdeado, contém
cerca de 52% dos solidos totais, 94% da lactose, 96% das proteinas soluveis e 38%
dos minerais do leite. Quando encarado como efluente gera um alto custo para o seu
tratamento, pois possui uma elevada demanda biologica de oxigénio (DBO), superior a
60.000 mg.02.L-1(BALDASSO et al., 2011). E, se nao for tratado, representa o
principal efluente poluidor das industrias de laticinios. A concentracdo e a qualidade
dos componentes do soro justificam a utilizacdo do mesmo como fonte de matéria
prima, e por isso vem despertando o interesse das industrias (BALDASSO et al., 2011).
Segundo a Associacao Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ), a producao anual de
queijo é de 488 mil toneladas, se considerarmos um volume de 9 litros de soro para
cada kg de queijo produzido, pode-se estimar um volume deaproximadamente 4,392
milhdes de litros de soro de queijo.

O sorvete é um produto que agrada aos mais variados paladares, de todas as
faixas etarias e de qualquer classe social. Sorvetes sédo alimentos refrescantes que
combinam muito bem com o clima tropical do pais, onde existe uma variada gama de
ingredientes que podem ser usados para enriquecer e diversificar ainda mais as
receitas de sorvetes, ingredientes estes que vao das frutas mais exéticas as sementes
dos mais diversos tipos (ARBUCKLE, 1986).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, sorvete ou gelado
comestivel é “um produto alimenticio obtido a partir de uma emulsdo de gordura e
proteinas, com ou sem adicéo de outros ingredientes e substancias, ou de uma mistura
de agua, acucares e outros ingredientes e substancias que tenham sido submetidas ao
congelamento, em condi¢des tais que garantam a conservacéo do produto no estado
congelado ou parcialmente congelado, durante a armazenagem, 0 transporte e a

entrega ao consumo” (BRASIL, 2005).
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Do ponto de vista nutricional, o sorvete € considerado um alimento completo e
de alto valor nutritivo, pois fornece proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas A, B1, B2,
B6, C, D, E e K, calcio, fésforo e outros minerais. Independente da classificacdo, o
sorvete é, devido as suas propriedades nutricionais, uma excelente fonte de energia, e
por isto um alimento especialmente desejavel para criancas em fase de crescimento e
para pessoas que precisam recuperar peso. Pelo mesmo motivo, deve ter uma
ingestdo controlada ou evitada na dieta de pessoas que necessitam reduzir peso ou

mesmo as que nao querem ganha-lo (MAIA et al., 2008).

De acordo com a Portaria n°379 da ANVISA (BRASIL, 1999) ha exigéncias
quanto a composicdo centesimal minima de nutrientes nos sorvetes, s6 podendo ser

intitulado com sorvete o produto alimenticio que conter o minimo exigido.

Classificacdo quanto a composi¢do basica: Segundo a ANVISA (1999), os
gelados comestiveis sdo classificados em:

-Sorvetes de creme: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou
derivados lacteos e ou gorduras comestiveis, podendo ser adicionado de outros

ingredientes alimentares:

- Sorvetes de leite: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou

derivados lacteos, podendo ser adicionado de outros ingredientes alimentares.

- Sorvetes: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou derivados
lacteos e ou outras matérias primas alimentares e nos quais os teores de gordura e/ou
proteina sdo total ou parcialmente de origem nédo lactea, podendo ser adicionados de

outros ingredientes alimentares;

- Sherbets: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou derivados
lacteos e ou outras matérias primas alimentares, e que contém apenas uma pequena
proporcao de gorduras e proteinas, as quais podem ser total ou parcialmente de origem
nao lactea, podendo ser adicionados de outros ingredientes alimentares;

- Gelados de frutas ou Sorbets: sdo produtos elaborados basicamente com
polpas, sucos ou pedacos de frutas e acucares podendo ser adicionado de outros

ingredientes alimentares;
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- Gelados: sdo os produtos elaborados basicamente com acucares, podendo
ou ndo conter polpas, sucos, pedacos de frutas e outras matérias primas, podendo ser
adicionados de outros ingredientes alimentares.

- Gelados de frutas ou Sorbets: sdo produtos elaborados basicamente com
polpas, sucos ou pedacos de frutas e acucares podendo ser adicionado de outros

ingredientes alimentares;

- Gelados: sdo os produtos elaborados basicamente com acucares, podendo
ou nao conter polpas, sucos, pedacos de frutas e outras matérias primas, podendo ser
adicionados de outros ingredientes alimentares. (GOFF, 1997) descreve que a
estrutura espumosa do sorvete pode ser classificada como um complexo coloidal de
alta consisténcia, constituido de trés fases distintas: os gldbulos de gordura, as bolhas
de ar e os cristais de gelo, que sdo 0s principais responsaveis pela qualidade do
produto final. Do ponto de vista fisico, 0 sorvete € um sistema multifasico complexo, no
qual bolhas de ar, glébulos de gordura parcialmente coalescidos e cristais de gelo
estdo dispersos em uma solugcdo viscosa (KOXHOLT et al., 2001). Esses elementos
formam uma rede tridimensional responséavel pela estrutura do sorvete (BOLLIGER et
al., 2000).

Do ponto de vista fisico, o sorvete é um sistema multifasico complexo, no qual
bolhas de ar, glébulos de gordura parcialmente coalescidos e cristais de gelo estao
dispersos em uma solucéo viscosa (KOXHOLT et al., 2001). Esses elementos formam
uma rede tridimensional responsavel pela estrutura do sorvete (BOLLIGER et al.,
2000).

3.2 Tratamento Convencional de Efluentes com Alto T eor de Lipideos

A escolha do método de tratamento depende basicamente da natureza do
efluente. No entanto, os investimentos em capital, 0s custos operacionais, a area
disponivel para implantacdo do tratamento, o controle operacional e legislacdo
ambiental devem ser também considerados (MENDES et al., 2005; GIORDANO, 2004).

Os sistemas convencionais de tratamento de efluentes, normalmente adotados

na industria, sdo divididos em quatro niveis distintos, a saber, (OLIVEIRA, 2005).
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» Tratamento preliminar, cujo objetivo € a remog¢&o de materiais soélidos grosseiros;

« Tratamento primario, objetivando a remocdo da matéria organica através da
reducdo no teor de SST (Sélidos Suspensos Totais), DQO (Demanda Quimica
de Oxigénio) e DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio);

« Tratamento secundario, para a remocao da matéria organica soltvel (DQO e
DBO soluvel);

« Tratamento terciario, cujo objetivo € remover micro-organismos ou poluentes

especificos do clarificado.

As operacgdes unitarias envolvidas no tratamento preliminar apresentam-se
todas como mecanismos de remocao fisica, tais como gradeamento, desarenacao
(remocao de areia), remocdo de Oleos e graxas por flotacdo, medicdo de vazado e
equalizacao (METCALF; EDDY, 2003).

3.2.1 Tratamento Preliminar

As operacdes unitarias envolvidas no tratamento preliminar apresentam-se
todas como mecanismos de remocao fisica, tais como gradeamento, desarenacao
(remocao de areia), remocdo de Oleos e graxas por flotacdo, medicdo de vazado e
equalizacdo (METCALF; EDDY, 2003). O tratamento preliminar consiste apenas em
preparar o efluente para torna-lo passivel de tratamento, através da remocéo de

materiais grosseiros como solidos, fibras, areia, pedras e particulas de rapida flotagéo.

3.2.2. Tratamento Secundario

As regras de tratamento secundario abrangem etapas bioldgicas de reducéo da
carga organica, atraves da retirada da DBO soluvel por meio de reacbes metabdlicas,
executadas por micro-organismos heterotroficos, aerobicos, anaerdbicos ou
facultativos, principalmente bactérias, fungos, rotiferos e protozoarios. Segundo
(ZAWADZKI, 2011). Estes micro-organismos representam a biomassa do sistema de
tratamento. Neste processo, a energia necessaria para as funcdes vitais € obtida a
partir de uma fonte de carbono (matéria organica presente no efluente), que fornece o

substrato necessario a geracdo de ATP (adenosina trifosfato).
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3.2.3 Tratamento Terciario

O tratamento terciario de efluentes visa dar polimento ao clarificado, e tem
como principal representante a desinfeccdo. Neste processo, o clarificado sofre a
eliminacdo seletiva de organismos patogénicos, tais como bactérias, protozoarios, virus

e vermes, tanto por cloracdo ou irradiagéo UV (ultravioleta) (ZAWADZKI, 2011).

3.2.4 Biorremediagao

Os estudos de degradacdo de compostos quimicos tém mostrado varios micro-
organismos extremamente versateis em catabolizar moléculas recalcitrantes. Trabalhos
atuais em biotecnologia indicam fungos e bactérias como principais micro-organismos
eficientes na degradacdo de poluentes, possuindo alto potencial de acdo na

recuperacdo de ambientes contaminados (BALAN, 2002).

Varios organismos podem ser utilizados na degradacdo, como bactérias,
fungos ou plantas (biodegradacéo), e a eficiéncia de um ou outro depende, em muitos
casos, da estrutura da molécula e da presenca de enzimas habeis em degradar o
produto, as quais apresentam especificidade para a maioria dos substratos
(ZAWADZKI, 2011). E por meio deste mecanismo que a biorremediacéo é efetivada.
Este processo é mais provavel quando a estrutura quimica do xenobibtico €
semelhante a estrutura de moléculas naturais (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO,
2005).

Biorremediacdo € um processo no qual organismo vivo, normalmente plantas,
micro-organismos ou suas enzimas, sdo utilizadas tecnologicamente para remover
(remediar) ou reduzir poluentes no ambiente. O processo metabdlico que tem se
mostrado mais apto em biodegradar moléculas xenobibticas (moléculas estranhas ao
ambiente natural) recalcitrantes (moléculas de dificil degradacdo) nos processos de
biorremediacdo, € o microbiano, uma vez que 0S micro-organismos desempenham a
tarefa de reciclar a maior parte das moléculas da biosfera, participando dos principais
ciclos biogeoquimicos e representando, portanto, o suporte de manutencdo da vida na
Terra (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO, 2005).
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3.3 Enzimas

As enzimas sao unidades funcionais do metabolismo celular e sdo encontradas
em vegetais, animais e microrganismos. Sao de natureza proteica e sdo formadas por
subunidades ou aminoacidos ligados entre si por ligaces peptidicas (NELSON & COX,
2002), atuando em sequéncias organizadas, catalisando centenas de reacdes em
etapas, através das quais as moléculas de nutrientes sdo degradadas e as
macromoléculas sao formadas através de precursores simples, de forma que a energia
guimica da catélise possa ser conservada e transformada, equilibrando as atividades
nos sistemas biolégicos (NELSON; COX, 2002). As enzimas estdo presentes em todas
as ceélulas em pequenas quantidades, acelerando a velocidade de uma reacédo quimica
sem serem alteradas no processo, permanecendo intactas no final de cada reacédo
(CHAMPE; HARVEY, 1996).

O peso molecular das enzimas pode variar de 12.000 a mais de um milh&o de
Dalton (Da). Algumas podem ser modificadas através de ligagcdo covalente, por
processos como fosforilacdo e glicosilacdo entre outros envolvidos na regulacdo da
atividade enzimatica (NELSON; COX, 2002). Nem toda enzima necessita de um grupo
quimico, além dos residuos de seus aminoé&cidos, outras requerem a presenca de co-
fatores que podem ser uma molécula organica complexa ou metalorganica (coenzima)
e/ou um ou mais ions inorganicos (Fe2+, Mg2+, Mn2+ ou Zn2+) para concluir sua
atividade enzimatica (NELSON; COX, 2002).

O uso de enzimas nas industrias possibilita o desenvolvimento de processos
tecnolégicos tao eficientes quanto aos realizados pela natureza (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006) e sem causar danos ambientais. Consequentemente, a demanda
mundial destas enzimas tem crescido anualmente, sendo mais de 90 % do seu
comércio efetuado pelos Estados Unidos, Europa e Japao. Mais de 4000 enzimas sdo
conhecidas e aproximadamente 200 s&o utilizadas comercialmente, sendo a grande
maioria de origem microbiana. Pelo menos 75% de todas as enzimas industrializadas
sdo hidrolases e destas, 90% sdo produzidas por micro-organismos atraves de
processos fermentativos. Depois das proteases e carboidrases, as lipases constituem o
terceiro maior grupo em vendas no mundo (JAEGER et al., 1994, SHARMA; CHISTI,
BANERJEE, 2001).
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Atualmente, o maior setor da industria biotecnolégica consiste na producéo e
uso de enzimas de origem microbiana (bactérias, fungos e leveduras) As enzimas
microbianas mais utilizadas industrialmente s&o, na sua maioria, extracelulares e
obtidas de bactérias e fungos (filamentosos e leveduras), das quais se destacam a
amilase (Bacillus licheniformis e B. amyloliquefaciens), a glicoamilase (Aspergillus
niger), a protease (B. licheniformis, A. niger, Mucor mihei, M. pusillus), a celulase
(Trichoderma viride) e a pectinase, entre outras (JAEGER et al., 1994; OLSON et al.,
1994). As enzimas microbianas podem desempenhar um papel essencial no processo
de tratamento biolégico de aguas residuais, melhorando a qualidade do tratamento
(FACCHIN et al., 2013). Diante de varios fatores como: baixo custo na producao, boa
manipulagdo genética, crescimento rdpido, as enzimas microbianas s&o
frequentemente mais usada do que as enzimas animais e vegetais. (BRANDELLI, A;
SALA, L; KALIL, S. J, 20015). Além disso, a importancia das enzimas microbianas tem
sido cada vez maior, dado que ndo estdo sujeitas as limitacbes de producdo ou de
suprimento como ocorre com as enzimas vegetais e animais (COLEN, 2006; HASAN et
al., 2006).

3.3.1 Mecanismo de Acao das Enzimas

No funcionamento enzimatico ocorre uma catalise durante a reacao, alterando
e favorecendo energeticamente a rota de reacdo alternativa, diferentemente das
reagbes ndo catalisadas. O sitio ativo da molécula enzimatica liga-se ao substrato,
facilitando quimicamente a catalise (CHAMPE; HARVEY, 1996).

Na etapa inicial da catalise enzimatica, ocorre a formacdo de um complexo
enzima-substrato (ES). O substrato liga-se a uma regido especifica da enzima
chamada de sitio ativo, contendo o0s radicais ou grupamentos cataliticos de
aminoacidos que participam da quebra de ligacdes. As enzimas reagem atraves da
formacdo do complexo enzima-substrato para formarem os produtos (CARLI, 2006;
CHAMPE; HARVEY, 1996). Para exemplificar, podemos citar a transformacgéo da
sacarose (substrato) em dois produtos: glicose e frutose, sendo esta reacao catalisada

pela enzima invertase, como pode ser observado na Figura 1.
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A catalise enzimatica pode ser facilmente entendida através do modelo
ilustrativo do mecanismo da chave fechadura proposto por Emil Fisher 15 em 1894, e
do mecanismo do encaixe induzido de Koshland Jr. desenvolvido no final dos anos 60
(QUEIROZ, 2002; CARLI, 2006) (Figura 2).

Se houver altera¢cdes na forma tridimensional de uma enzima, esta deixara de
funcionar, pois ndo ocorrerd o encaixe dos substratos no sitio ativo. Ja& 0 modelo do
mecanismo do encaixe induzido, proposto por Koshland Jr., prevé um sitio de ligacédo
ndo totalmente pré-formado, mas sim moldavel a molécula do substrato, ajustando a
enzima ao substrato (CARLI, 2006; QUEIROZ, 2002). Nas reacdes cataliticas, as
enzimas aceleram a velocidade da reacdo e diminuem a barreira energética entre
reagentes e produtos que ocorrem por elas atrairem em orientacdes favoraveis os
substratos no complexo enzima-substrato, (ES) (CARLI, 2006; QUEIROZ, 2002).

Figura 1. Representacdo esquematica da transformacéo do substrato (sacarose) em

produtos (glicose e frutose), realizada pela enzima (invertase)

OH oM
o OH,C v x—!/
H  HOH, H
H-0 } l —_——*
20+ OH L OH
N, CHOH 13 ; |
o Lo : {¢ uma hidrolase) M|
H OH H

s0Carose glicose frutose

Fonte: CARDOSO et al., 2009.

Figura 2 . Modelo do mecanismo de chave fechadura proposto por Emil Fisher

Fonte: QUEIROZ, 2002
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3.3.2 Enzimas no Tratamento de Efluentes

Enzimas sdo catalisadores biol6gicos e seu uso no tratamento de efluentes
apresenta varias vantagens potenciais, tais como simplicidade e facilidade no controle
do processo; ndo ha necessidade de aclimatacdo de biomassa; ndo ha efeitos de
chogue por carga de poluentes; podem ser aplicadas em processos com baixa ou alta
concentracdo de poluentes e operam em amplas faixas de pH, temperatura e
salinidade (KARAM, NICELL, 19997).

Muitas enzimas, de origem microbiana ou origem vegetal, sdo utilizadas no
tratamento de efluentes e residuos industriais para resolver problemas especificos.
Assim, pode-se citar a remocgédo, por precipitacdo ou transformacdo, de compostos
toxicos ou recalcitrantes, e a alteracdo das caracteristicas de um determinado efluente,
como o aumento da biodegradabilidade ou diminuicdo da toxidade, permitindo o
tratamento posterior por processos bioldgicos convencionais ou a conversao de
materiais em produtos de valor agregado (KARAM, NICELL, 19997).

As vantagens do tratamento enzimético de efluentes, frente aos tratamentos
convencionais sao (KARAM ; NICELL, 1997):
* Aplicacdo em processos com baixa ou alta concentracao de poluentes;
* Operacédo em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade;
* Na&o ha efeitos de choque por cargas de poluentes;
* Nao h& necessidade de aclimatacdo de biomassa;
e O volume do lodo formado € menor, uma vez que ha geracdo de biomassa;

» Simplicidade e facilidade no controle do processo.

3.3.3 Lipase

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes
a familia das hidrolases, atuando na interface organica-aquosa demonstrando niveis
consideraveis de atividade e estabilidade em ambientes aquosos e ndo-aquosos, ao
contrario de outras enzimas (HASAN et al., 2004; MARTINS et al., 2008; SAXENA et
al.,1999). Descrita na figura 3. A funcéo biologica da lipase € catalisar a hidrdlise de
longas cadeias de triacilglicerideos (TAG), formando acidos graxos e glicerol, além de
realizarem esterificacdo, isto €, a sintese reversa a partir de longas cadeias de acidos
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graxos e glicerol. Outra reagdo catalisada por lipase € a interesterificacdo, reacdo onde
um acido graxo, um alcool ou um éster reagem com o TAG produzindo diferentes
TAG's. Dependendo do substrato da reacdo, esta também pode ser chamada de
alcoolise, acidolise ou transesterificacdo (HASAN et al., 2004; MARTINS et al., 2008;
SAXENA et al.,1999).

Figura 3. Classificacdo da lipase
EC. 3,113

/ nome aceito:

triacilglicerol

hidrolases lipase
hidrolisam

atuam sobre ligacOes de ésteres
ligagoes esteres carboxilicos

Fonte: NC-IlUBMB, 2011.

3.3.4 Propriedades da Lipase

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise total ou parcial do
triacilglicerol liberando &cidos graxos, diacilgliceréis, monoacilgliceréis e gliceroéis (Fig.
4), agindo apenas na interface Oleo/dgua, podendo catalisar também reacfes de
esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo em solventes organicos. As lipases
também catalisam a formacdo de amidas a partir de ésteres ndo ativados. Estas
enzimas podem ser confundidas com as esterases, porém as esterases sado enzimas
gue agem em ésteres sollveis em agua ou que hidrolisam outros lipideos como as
acilhidrolases, colesterolesterase e tioesterases (BORNSCHEUER et al.,, 2002,
JAEGER, 1994; QUEIROZ, 2002; SAXENA et al.,1999; SHARMA et al., 2001).
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Figura 4. Reacao geral de hidrélise de um triacilglicerol catalisada por lipases
0
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Fonte: JAEGER & REETZ, 1998.

Acidos graxos

3.3.5 Aplicagdes da Lipase

As inimeras aplica¢des industriais das lipases microbianas sdo decorrentes da
versatilidade inerente as propriedades desta enzima. As lipases podem catalisar uma
gama de reacdes, ndo precisam de cofatores, atuam em amplas faixas de pH e
temperatura, possuem estabilidade em solventes organicos, e alta enantioseletividade
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). A seguir serdo destacadas algumas aplicacbes
industriais de lipases e outras potenciais aplicagdes descritas na literatura.

Devido a habilidade em hidrolisar gorduras, as lipases sao utilizadas como
aditivos nas formulacdes de detergentes. Para isso, as enzimas sdo selecionadas a fim
de satisfazer as seguintes exigéncias: ter baixa especificidade em relagao ao substrato,
isto é, uma habilidade para hidrolisar gorduras de varias composi¢fes, habilidade de
suportar as condicfes de lavagem relativamente severas (pH 10-11, 30 — 60°C) e
habilidade de resistir a surfactantes e a enzimas como proteases, que sao ingredientes
importantes na formulacdo de detergentes (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).
Alguns exemplos de enzimas utilizadas em detergentes sdo a lipolase (Novozyme,
Dinamarca), originada do fungo Thermomyces lanuginosus e expressa em Aspergillus
oryzae, lumafast (Genencor, USA) e lipomax (Gist-Brocades,Holanda), lipases oriundas

de Pseudomonas mendocina e Pseudomonas alcaligenes (JAEGER, 1994).

Durante a acgédo das lipases, qualquer tipo de interferéncias causadas na
interface resulta em alteracdes na sua sintese e atividade. S&o varios os fatores que
influenciam a sintese e as propriedades da enzima, entre eles fatores ambientais como
a composicdo do meio de cultura, uso de estimuladores, indutores e inibidores, a

concentracdo de oxigénio, nitrogénio e sais inorganicos, a fonte de carbono, a
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temperatura e o pH do meio de cultivo, a agitacdo e agentes capazes de afetar a
interface (DOMINGUEZ et al., 2003)

3.3.6 Aplicacéo da Lipase no tratamento de efluente s com alto teor de lipideos

Existe um grande interesse em utilizar lipase no tratamento de efluentes ricos
em lipideos, pois estas enzimas clivam triacilglicerdis especificos embora as lipases
possam nao ser tdo especificas e catalisa a reac¢do de hidrolise de triacilglicerois, que
possuem diferente composicado de &cidos graxos, o que pode ser um atrativo para a
remocao de 6leos e gorduras de estacfes de tratamento que empregam lodo ativado
(MENDES et al., 2005).

Os efluentes industriais gerados em frigorificos, abatedouros, laticinios e
industrias de alimentos em geral possuem elevados teores de demanda bioquimica e
quimica de oxigénio (DBO e DQO), tendo em vista que o conteudo de gorduras
aumenta a concentracdo de matéria organica. Neste contexto, processos alternativos
que visam a recuperacdo ou diminuicdo da carga de gorduras de efluentes sdo de
interesse para a industria. Um tratamento preliminar desses efluentes por meio da acéo
das lipases reduz o teor de lipidios, o diametro das particulas de gorduras em até 60%
e o tempo de residéncia do efluente nas lagoas de estabilizacdo (MENDES et al.,

2005).

As lipases podem ser utilizadas diretamente na forma bruta (caldo fermentado)
ou isoladas para promover um pré-tratamento do efluente antes da digestdo anaerdbia.
Entretanto, estudos tém sido realizados para verificar a possibilidade de cultivo de
microrganismos produtores de lipases do género Penicillium em associacdo com a
digestdo do efluente de extracdo de azeite de oliva (CASTRO; MENDES; SANTOS,
2004).

As lipases agem na interface que separa as duas fases distintas, a qual
corresponde em nivel molecular a um grupo de duas camadas adjacentes de
moléculas ordenadas, uma hidrofébica e outra hidrofilica. Quanto maior a interface
maior a quantidade de enzima adsorvida, aumentando a taxa de hidrélise (HASAN et
al., 2006; MENDES et al., 2005).
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Técnicas para melhoramento da eficiéncia em biodigestores incluem a
instalacdo de caixas de gorduras ou de flotadores, adicionando alcalis ou enzimas
como as hidrolases e lipases para auxiliarem na remocdo deste material gorduroso
(HASAN et al., 2006; MENDES et al., 2005).

3.3.7 Fontes de Lipases

As lipases podem ser de origem animal (pancreatica, hepatica e gastrica),
vegetal e microbiana (bactérias e fungos) (MARTINS et al., 2008). Nos animais, estas
enzimas participam do metabolismo de lipideos, como a digestdo, a adsorcédo, a
reconstituicdo de gorduras e também no metabolismo de lipoproteinas. Nas plantas,

sao encontradas em tecidos de reserva de energia (SHARMA et al., 2001).

Industrialmente e economicamente, as lipases microbianas apresentam uma
série de vantagens em relacdo as lipases de origem animal e vegetal. As lipases de
microrganismos Sao em sua maioria extracelulares, apresentando procedimento mais
facil de extracdo, isolamento e purificagdo tendo um custo de produgdo menor, sao
mais estaveis e possuem propriedades distintas das lipases de origem animal e vegetal
(MARTINS et al., 2008; SHARMA et al., 2001).

Os fungos filamentosos produtores de lipase, comercialmente mais importante
sdo pertencentes aos géneros Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Geotrichum sp., Mucor sp. e Rhizomucor sp. A producdo de lipases por fungos
filamentosos varia de acordo com a tensdo, a composicdo do meio de crescimento,
condi¢cbes de cultura, o pH, temperatura, e o tipo de fontes de carbono e nitrogénio.
(CIHANGIR; SARIKAYA, 2004).

3.3.8 Micro-organismos produtores de Lipase

As lipases microbianas sdo principalmente extracelulares e a sua producao é
muito influenciada pela composicdo do meio, além factores fisico-quimicos, tais como
temperatura, pH, e oxigénio dissolvido. O factor importante para a expressao de
atividade da lipase sempre foi relatado como o carbono fonte, uma vez que as lipases
sdo enzimas induziveis. Estas enzimas sdo geralmente produzidas na presenca de um

lipideo, tais como o 6leo ou qualquer outro indutor, tal como os triacilglicerdis, acidos
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gordos, ésteres hidrolisaveis, tweens, sais biliares, e glicerol (GUPTA et al.,, 2004;
SHARMA et al., 2001).

Fontes de carbono lipidicas parecem ser essenciais para a obtencdo de um
alto rendimento de lipase. No entanto, fontes de nitrogénio e micronutrientes essenciais
também deve ser cuidadosamente considerada para o crescimento e otimizacdo da
producdo. Estes requisitos nutricionais para o crescimento microbiano sdo preenchidos
por varias alternativas de meios como o0s baseados em compostos definidos (sintético
médio) como aculcares, 0leos e componentes complexos, como peptona, extrato de
levedura, extrato de malte da midia, e também agroindustrial residuo que contém todos
0S componentes necessarios para o desenvolvimento de microrganismos. Uma mistura
destes dois tipos dos meios de comunicacdo podem também ser utilizada para os fins
da lipase producdo. Os principais estudos disponiveis na literatura desde 2005,
abrangendo estes assuntos sdo apresentados a seguir, divididos pelo tipo de meio

utilizado.

Micro-organismos produtores de lipases tém sido encontrados e isolados nos
mais diversos habitats, dentre os quais e possivel citar os residuos de industrias de
Oleos vegetais, de laticinios, do solo contaminado com Oleo, das sementes de
oleaginosas, dos alimentos em decomposicdo, das caixas de gordura e das pilhas de
compostagem. A referida colonia pode ser transferida para um novo meio de cultivo

onde crescera concomitantemente a outros micro-organismaos.

Segundo SHARMA, CHISTI E BANERJEE (2001), apds o isolamento e a
selecdo das cepas produtoras de lipase, o principal método utilizado para a producéo
desta enzima e através do uso de cultivo submerso. Contudo, o cultivo em meio solido
também pode ser utilizado. Vem sendo demonstrado que o cultivo em meios sélidos
acarreta na obtencdo de uma maior produtividade enzimatica. Alem disso, o produto
final e mais concentrado e com maior estabilidade, existem menores chances de
contaminagcdo do meio, uma vez que 0 conteudo de agua e menor e 0S Micro-
organismos encontram-se, de um modo geral, mais adaptado a esse tipo de meio. Por
outro lado, existem fatores que desmotivam o uso das técnicas de cultivo solido e que

estéo relacionados a dificuldades para o escalonamento a nivel industrial.

As lipases com aplicacdes comerciais sdo obtidas predominantemente de

fungos através do cultivo submerso dos mesmos. Os fungos filamentosos se
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caracterizam por excretar quantidades significativas de lipases, sendo que, de um
modo geral, a producdo de tais enzimas esta relacionada a respostas de estimulos
ambientais (ILLANES, 2008).

As lipases excretadas pelos fungos filamentosos podem ser separadas da
massa micelial através de centrifugacao ou filtracdo (RAPP; BACKHAUS, 1992). Um
reduzido numero de fungos filamentosos e conhecido por possuir, ligado ao seu
micelio, as lipases, dentre os quais e possivel citar fungos do género Rhizopus (WANG,;
XU; SHAN, 2008).

Os fungos filamentosos devem crescer em um meio de cultivo constituido por
nutrientes necessarios para o crescimento do microorganismo e a producdo de
metabolitos. Dessa forma, este meio deve ser adequado para suprir energia para
biossintese e manutencé&o celular, sendo composto basicamente por fonte de carbono,
fonte de nitrogénio (organico ou inorganico), sais organicos, vitaminas e indutores,
qguando necessarios para a producdo de lipase, visto que existem lipases induziveis e

constitutivas.

As lipases constitutivas sdo aquelas que sao produzidas independentes do
meio de cultura onde os micro-organismos se encontram. J4 as lipases induziveis tem
sua producao estimulada pela presenca de algum indutor presente no meio de cultivo
(PINHEIRO, 2006). Os fungos filamentosos também sdo bosn produtoras de
surfactantes, os biossurfactantes ou surfactantes de origem microbiana sdo agentes
tensoativos com capacidade de detergéncia, emulsificacédo, dispersdo de fases, que
podem ser aplicados em processos de descontaminacdo de ambientes poluidos com
lipidios. Em funcdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade (NITSCHE ; PASTORE , 2002).

A maioria dos surfactantes em uso € derivada de petréleo, porém o interesse
por surfactantes microbiolégicos tem aumentado devido a sua diversidade,
caracteristicas ambientais favoraveis, possibilidade de producdo através de
fermentacdo e potencial aplicagdo em diversas areas do setor industrial (PINTO
;MARTINS; COSTA, 2009).

O potencial de aplicacdo dos biossurfactantes é baseado em suas

propriedades funcionais, que incluem: emulsificacdo, detergéncia, capacidade
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espumante, solubilizacao e dispersao de fases (LIMA, 1996). Os biossurfactantes vém
sendo testados em aplicagbes ambientais como a biorremediacédo, dispersao de
efluentes oleosos, otimizacdo de recuperacdo de Oleos e transferéncia de dOleo cru, e
sdo potenciais candidatos a substituir surfactantes quimicos no futuro, especialmente
em industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica, produtos de limpeza industriais e
em produtos quimicos agroindustriais (MAKKAR ; CAMEOTRA, 2002).

3.4 Género Aspergillus

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 por Micheli, em
seguida os autores Tom e Church em 1926, publicaram a primeira monografia sobre o
género, as espécies pertencentes a esse género ficaram cada vez mais conhecidas e
passou a ser um dos grandes géneros de fungos estudados. Uma descricdo completa
sobre o género foi realizada por Rapper e Fennel em 1965, onde foi reconhecido cerca
de 132 espécies e 18 variedades (BENNETT, 2010; GEISER et al., 2007).

Atualmente o género Aspergillus compreende mais de 260 espécies, embora
esse género tenha sido estudado desde 1729, a sistematica estd em um estado de
fluxo, além das caracteristicas morfoldgicas e da utilizacdo das técnicas moleculares,
as espécies podem ser caracterizada atraves de seus perfis de metabdlitos
secundarios, coloracdo dos conidios, por sua taxa de crescimento em determinadas
temperaturas e atividade de agua, através de seu crescimento no meio de cultura
Creatine Sucrose Agar - CREA (SAMSON; VARGA, 2009) (Figura 5).

Em relacdo a morfologia do género, as colénias apresentam uma ampla
variacdo na coloracéo, sendo entdo principal caracteristica macroscopica utilizada para
classificacdo, sendo encontradas coldnias com coloragdes em tons de verde, amarelo,
cinza, marrons, preto e branco. Espécies pertencentes ao género Aspergillus podem
ser divididas em secdes: Flavi, Circumdati, Nigri, Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati,
Nidulantes, Flavipedes, Versicolores, Usti,Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi e Wentii. As
espécies mais comumente estudadas pertencem as sec¢des Circumdati, Flavi e Nigri,
sao economicamente importantes, pois, algumas produzem micotoxinas (KLICH, 2002;
VARGA et al., 2004).
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Em relacdo a importancia econémica, Aspergillus € um dos géneros de fungos
economicamente mais importantes, muitos isolados sao utilizados na producdo de
diversos produtos, porém algumas espécies sao responsaveis por diversas desordens
em varias plantas, sdo considerados patdégenos oportunistas, entre os patdégenos
comuns encontram-se as especies Aspergillus flavus e Aspergillus niger (VARGA et al.,
2004).

Figura 5. Morfologia representativa da espécie do género Aspergillus
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3.4.1 Aspergillus parasiticus

De acordo com FRANCO e LANDGRAF, 2005, os principais géneros de fungos
de interesse em alimentos séo: - Aspergillus: algumas espécies, como A. glaucus e A.
repens, agem como deteriorantes de alimentos. Espécies como, A. orizae e A. soyae,
sdo benéficas na producdo de alimentos, assim como A. niger é utilizado para a
producdo comercial de &cidos citricos, gluconicos e galico, beta-galactosidase,
glicoamilase, lipases e pectinases. Porém as espécies, A. flavus e A. parasiticus, sdo

produtoras de micotoxinas.

Entre esses principais fungos toxigénicos o género Aspergillus esta disperso
amplamente no ambiente e agrupa, aproximadamente, 266 espécies, porém as
espécies A. flavus e A. parasiticus sdo encontradas frequentemente na agricultura e
medicina sendo os principais fungos produtores de toxinas encontrados em muitas
amostras de graos e seus derivados (FRAGA et al., 2008; GERBALDO et al., 2011).

A. flavus e A. parasiticus Reino: Fungi Filo: Deuteromicota Classe:
Eurotiomicetes Ordem: Eurotiales Familia: Trichocomaceae Geénero: Aspergillus

Espécie: A. flavus e A. parasiticus. A. flavus e A. parasiticus sdo caracterizados por
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apresentarem colonias de coloracdo verdes a amarelo-olivas, tornando-se
acinzentadas com a idade. Morfologicamente apresentam um estipe ndo septado com
parede grossa e 4pice largo terminando em vesicula, que pode ser classificada de
unisseriada quando existem somente as fialides ou, bisseriada (PITT; HOCKING,1997).
Quanto a diferenciacdo das espécies A. flavus e A. parasiticus, a primeira possui a
morfologia da cabeca conidial variavel e produz conidios bastante variaveis na forma e
no tamanho, com paredes relativamente finas, podendo ser muito ou pouco rugoso; a
segunda apresenta vesiculas unisseriadas e conidios esféricos e com paredes rugosas
(PITT; HOCKING, 1997).

Apesar de A. parasiticus ser mais limitado geograficamente do que A. flavus,
ambos podem ser encontrados em muitos substratos, tais como amendoim, milho,
sementes de algodao, sementes oleaginosas, trigo, girassol e sorgo (PITT; HOCKING,
1997). Segundo estudo realizado por VAAMONDE et al., (2003), dos 130 isolados de
diferentes substratos (67 amendoim, 43 soja e 20 trigo) a espécie A. flavus foi
dominante em todos, entretanto em amendoim foi obtida quase a mesma proporcéo
entre A. flavus e A. parasiticus. Outro estudo em amendoim, relatou uma frequéncia
maior de A. flavus que de A. parasiticus (GONCALEZ, et al., 2008).
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ReEsumMO: Neste trabalho foi realizado a identificacdo de Aspergillus sp (SIS 16), isolado de amostra do solo da
regido da Caatinga no estado de Pernambuco, e avaliado o potencial biotecnolégico deste, no biotratamento de
efluentes da industria lactea. O isolado foi identificado, através das caracteristicas macroscépicas e microscépicas
como A. parasiticus (UCP1281). O potencial para biotratamento de efluentes ricos em lipideos foi analisado
avaliando a producdo de lipase por A. parasiticus (UCP1281) através de fermentacdo submersa em agitador
orbital em meio padréo, na presenca de 6leo de oliva 0,5 g/L durante 120 horas nas temperaturas de 28°C e 37°C,
150 rpm. Foram determinados a curva de crescimento, pH e atividade lipolitica. Os resultados obtidos
evidenciaram que com 96h, a 28°C foi obtida a melhor atividade lipolitica alcancado 5,2 U/mL. Considerando os
resultados, foram realizados os ensaios utilizando os residuos da industria lactea (soro de leite e residuo de
sorvete) através de um planejamento fatorial completo de 2° utilizando as mesmas condi¢cdes do ensaio anterior.
Foram determinados também além dos parametros anteriores, o percentual de lipideos acumulado na biomassa
de A. parasiticus (UCP1281). Os resultados obtidos evidenciaram que a melhor condi¢éo foi no ensaio 4 (45% de
residuo de sorvete e 30% de soro de leite), com producao de biomassa de 68,1 g/L, a atividade lipolitica de 20,0
U/mL e o maior percentual de acimulo de lipideos na biomassa 67.61%. Os resultados demonstraram o potencial
deste isolado no biotratamento de efluentes da industria lactea, assim como para a producéo de lipideos, uma vez
que 0 micro-organismo converteu eficientemente o soro de leite e o residuo de sorvete em biomassa com alto
percentual de lipideos nas suas células.

PALAVRAS-CHAVE: Fungo filamentoso, Caatinga, atividade lipolitica.
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ABSTRACT: In this work, the identification of Aspergillus sp (SIS 16), isolated from the soil sample in
Caatinga region in the state of Pernambuco, and rated the biotechnological potential of it in the
biotreatment of dairy industry effluents. The identification took place through the macroscopic and
microscopic characteristics as A. parasiticus (UCP1281). The potential for biotreatment of wastewater
rich in lipids was analyzed by evaluating the lipase production by A. parasiticus (UCP1281) through
submerged fermentation in an orbital shaker in standard medium in the presence of olive oil 0.5 g/l for
120 hours at temperatures 28 °C and 37 °C, 150 rpm. Were determined the growth curve, pH and lipase
activity. The results showed that with 96 hours, at 28 °C was obtained the best lipase activity reached
5.2 U/mL. Considering the results, were performed assays using waste from the dairy industry (whey
and cream residue) through a full factorial design of 2° using the same conditions as the previous test.
Were also determined in addition to the above parameters, the cumulative percentage of lipid in the
biomass of A. parasiticus (UCP1281). The results showed that the best condition was the test 4 (45% of
ice cream residue and 30% whey), with biomass of 68.1 g/L, the lipase activity of 20.0 U/mL and the
highest percentage of lipid accumulation in biomass 67.61%. The results demonstrated the potential of
this isolate in the biotreatment of dairy industry effluents, as well as for the production of lipids, since the
microorganism efficiently converted whey cream and waste biomass with a high percentage of lipids in
their cells.

KEYWORDS: Filamentous fungi, Caatinga, lipolytic activity

valor agregado (LIU et al., 2012; SMRITHI et al., 2013;
MONCIARDINI et al., 2014).

1 INTRODUCAO

O solo armazena organismos vivos e proporciona

altas taxas metabdlicas que ocorrem em seu interior, A Caatinga € um ecossistema do sertdo nordestino.

2 .
por existirem raizes e a presenca de decomposicdo da Estende-se por cerca de 735.000 Km*, sendo limitada

matéria organica. E nesta regido, a rizosfera, onde a leste e a oeste pelas florestas Atlantica e

existe uma maior atividade microbiana, em razdo da Amazonica, respectivamente, e ao sul pelo Cerrado.

presenca de exsudatos e secrecdes radiculares, que Apresenta um clima semi-arido, quente e com baixos

representam a maior parte do carbono disponivel para indices pluviométricos, baixa umidade relativa do ar e

altas temperaturas durante quase todo o ano (COSTA
et al., 2014).

0S micro-organismos. Sem a influéncia das raizes e da
atividade da biota que funcionam de forma simbiética,

0o solo pode ser considerado oligotroficos ou

O interesse pela produgédo de enzimas e 0 avanco da
relativamente pobre em fontes de carbono disponiveis
(ARAUJO, MONTEIRO, 2007, BARROS, 2012;

PLANTE, STONE, MCGILL, 2014).

tecnologia enziméatica vem aumentando

gradativamente nos Ultimos anos, favorecendo o

desenvolvimento de areas na engenharia de

proteinas, contribuindo assim para a ampliacdo do uso

O isolamento de novos micro-organismos de

ambientes onde se conhece pouco da biodiversidade de enzimas, principalmente as de origem microbianas,

tem nos processos industriais.

microbiana, como a Caatinga nordestina,

incentivado nas Ultimas décadas um aumento nos As hidrolisam os

enzimas que lipidios séo

estudos de bioprospeccdo microbiana voltada para
pesquisas envolvendo o potencial biotecnolégico
desses organismos e assim proporcionar a descoberta

de novos produtores de compostos bioativos de alto

denominadas de lipases e podem ser encontradas em
animais, vegetais e micro-organismos (CASTRO et al.,
2004; LEE et al., 2004; VADLAMANI PARCHA, 2011;

BRANDELLI, SALA, KALIL, 2015). As lipases
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microbianas sdo amplamente diversificadas em suas

propriedades enzimaticas e especificidade de
substratos, 0 que as tornam muito atrativas para
(ROVEDA, HEM KEMEIER,

COLLA et al., 2014). A producéo de lipases nos micro-

aplicacdo industrial
organismos pode ser influenciada diretamente por

diferentes fatores como fonte de carbono,
concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura e
pH do meio, e condi¢cdes de aeracdo (HASAN, SHAH,
HAMEED, 2006; CAMMAROTA, FREIRE, 2006;

MARTINS, KALIL, COSTA, 2008; LIMA et al., 2014).

A producao de lipase por fungos filamentosos tem sido
estudadas através de fermentacdo submersa (FS) e
fermentacéo estado solido (FES). Embora a FS seja
mais comum nos processos industriais, a FES tem
sido explorada principalmente devido as vantagens,
como espacos requeridos e efluentes produzidos. E
para os fungos filamentosos como Aspergillus,
Penicillium, Mucor e Rhizopus, a FES apresenta
habitat  natural

condicdes similares ao seu

(CAMMAROTA; FREIRE, 2006).

Os fungos filamentosos do género Aspergillus se
destacam como excelentes produtores de metabolitos
secundarios de interesse industrial e ambiental, pois
apresentam uma elevada taxa de crescimento e um
grande termo tolerancia, o que favorece estudos de
selecdo e producdo de bioprodutos de alto valor
agregado (GOPINATH et al.,, 2013; MALDONATO,
MACEDO, RODRIGUES, 2014).

Inimeras espécies de Aspergillus tém sido relatadas
para a producdo de lipase (CONTESINI et al., 2010;

DAMASCENO; CAMMAROTA; FREIRE, 2012,
DUMORE, MUKHOPADHYAY, 2012; SINGH,
MUKHOPADHYAY, 2012; COLLA et al, 2014;

DOBREV et al., 2014).

As lipases tém sido empregadas em sistemas para o
pré-tratamento e tratamento de efluentes com altas
concentracdes de 6leos e gorduras (CAMMAROTA et
al., 2006). industriais

Efluentes gerados em
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frigorificos, abatedouros, induUstrias de alimentos e
laticinios, em geral possuem elevados teores de
demanda bioquimica e quimica de oxigénio (DBO e
DQO), tendo em vista que o conteddo de gorduras
aumenta a concentracdo de matéria organica.
Diversos estudos realizados utilizando os residuos
desses efluentes para formulagdo de meios de
producdo tém obtido sucesso, principalmente
utilizando o planejamento fatorial para minimizar a
quantidade de experimentos e o0s custos de
elaboracdo de meios de producédo (LIU et al., 2008;
NOTARNICOLA et al., 2012; JOSHI, WALIA, RANA,
2012; HOSSEINPOUR et al, 2012; PANESAR,
KENNEDY, 2012; LIN et al., 2013; WANG et al., 2013;
AGGELOPOULOS et al.,, 2014; PLEISSNER et al.,

2014; MARQUES et al., 2014).

A viabilidade da utilizacdo de fungos na producéo
lipideos para diversos fins (biodiesel, acidos graxos,
bio-6leo) e de SCP (single cell protein) tem sido
demonstrados por inimeros autores (ABU-ELREESH
et al.,, 2013; NANGUL et al., 2013; ABU-ELREESH,;
ABD-EL-HALEEM, 2014; BABU et al., 2014; HANJA et
al., 2014).

Neste trabalho foi realizada a identificacdo da amostra
de Aspergillus sp (SIS 16) e a avaliacdo do potencial
da amostra no biotratamento de efluentes da inddstria
lactea através do crescimento, atividade lipolitica e a
capacidade de produzir e acumular lipideos na

biomassa.

2 MATERIAL DE METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO

O micro-organismo foi isolado de amostra do solo da
Caatinga, municipio de Serra Talhada, mesorregido
Sertdo — PE, sendo codificado como SIS 16. Mantido
no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da
Universidade Catélica de Pernambuco (UNICAP).
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2.2 IDENTIFICACAO E  CARACTERIZACAO

MORFOLOGICA

A identificacdo e a caracterizacdo morfolégica da
amostra foi realizada através da metodologia descrita
por Klick (2002), através da chave para identificacao
da espécie. A amostra foi cultivada nos meios Agar
Czapek autolisado de levedura — (CYE) (PITT, 1979) a
25°C e 37°, e Extrato de Malte Agar (MEA) a 25°C. As
caracteristicas macroscépicas foram determinadas
pela textura da col6nia, grau de esporulacdo, cor dos
conidios, textura e cor do micélio, presenca de cores,

pigmentos e exsudado.

Para analise microscopica foram preparadas laminas,
para observagdo das estruturas microscopicas como:
comprimento, largura e textura dos conidiéforos, forma
da cabeca conidial, diametro da vesicula,
comprimento das métulas e fidlides, diametro, forma,
textura presenca ou auséncia de conidios e

ascosporos, forma e cor do cleistotécio/esclerécios.
2.3 PRE-INOCULO

Foram utilizadas placas de Petri contendo o meio agar
Sabouraud (acrescido de azeite de oliva para

aclimatacao) e incubadas a 28°C durante 7 dias.

2.4 CINETICA DE CRESCIMENTO E DE PRODUCAO

DE LIPASE EM MEIO CONVENCIONAL

A cinética de crescimento e producédo de lipase foram

realizadas através de fermentacdo submersa,
utilizando uma concentragdo de células padronizada
de 10’ esporos/mL, em 100 ml de meio convencional
(glicose (0,25 g/L); MgS0O,.7H,0O (0,05 g/L); K;HPO,
(0,175 g/L g); extrato de levedura (0,1 g/L); 6leo de
oliva (0,5 mL/L); pH=7) utilizando duas temperaturas

de incubacéo (28°C e 37°C), 120 horas, 150 rpm.

As amostras foram coletadas com intervalo de 24
horas e filtradas. O liquido metabdlico foi utilizado para

a determinacdo da atividade lipolitica e do pH. A
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biomassa foi utilizada para a determinacéo da cinética

de crescimento e extracdo de lipideos totais.

2.5 DETERMINAGAO DA BIOMASSA MICROBIANA

A determinacdo da biomassa foi feita através de
gravimetria. A massa micelial foi lavada e filtrada em
papel de filtro, transferidos para a estufa a 50°C para
secagem, em seguida transferidos para o dessecador

até peso constante.

2.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE LIPOLITICA

A atividade lipolitica das amostras foram detectadas
utilizando a metodologia descrita por Soares et al.
(1999). Através da reacdo de 5 mL de emulsdo de
Oleo de oliva e goma arabica (7%), 2 mL de tampéo
fosfato de sddio (0,1 M), pH 7,0 e 1 mL do liquido
metabdlico. A mistura foi agitada em agitador orbital a

82 rpm, 37°C, durante 10 minutos.

A reacdo foi paralisada através da adicdo de 10 mL de
acetona-etanol-agua (1:1:1v/v), para liberagcdo dos
acidos graxos livres presentes na mistura, em seguida
foi realizada a titulacdo com uma solucdo de KOH
(0,04 N) na presenga do indicador fenolftaleina. Os
ensaios foram realizados em triplicata e a atividade
enziméatica foi determinada através da seguinte
relacdo: uma unidade da atividade lipolitica (U/mL) é
definida como a quantidade da enzima bruta que

libera 1 p/mL de acido graxo por minuto.

Para os célculos da atividade enzimatica da lipase

presente na amostra foi utilizando a seguinte equagéo:

AE(U/mL) = (Va -Vb) x N x 1000 (eq.1)
tx Ve

AE (atividade lipolitica); Va (volume da amostra
titulada/mL; Vb (volume do branco titulado/mL); N
(normalidade da solu¢cdo de KOH (mol/L); t (tempo de
reacdo em minutos) e Vc (volume da amostra utilizada

na reacado/mL).
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2.7 AVALIACAO DA PRODUCAO DE LIPASE E
CONVERSAO DE RESIDUOS DA INDUSTRIA LACTEA

EM LIPIDEOS

Apés a producdo da lipase em meio convencional,
foram realizados ensaios de formulacdo de meios com
residuos da industria lactea (soro de leite (SL) e
residuo de sorvete (RS), através de um planejamento
fatorial 2° com 4 repeticdes no ponto central (Tabela
1).

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial para
formulacdo de meios alternativos

Variaveis -1 0 +1
RS (%) 15 30 45
SL (%) 10 20 30

RS- residuo de sorvete; SL — Soro de leite

Os frascos foram incubados em um agitador orbital a
150 rpm, a 28°C, por 120 horas. Ao término dos
ensaios, a biomassa foi separada do liquido
metabolico por centrifugacdo a 10.000g durante 15
minutos. Com o liquido metabdlito foram realizados
determinacdes da atividade lipolitica e de pH. A
biomassa foi utilizada para determinacao da curva de

crescimento e lipideos totais.

A analise dos dados e graficos foi realizada utilizando
o software Statistic 7.0, e a significAncia dos

resultados foram testadas (p < 0,05).

2.8 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DOS LIPIDEOS

ToTAlS

Os lipideos totais da biomassa foram extraidos
utilizando 1,0 g da biomassa liofilizada que foi
submetida a extragcdo com a mistura de solventes:
cloroférmio:metanol (2:1 v/v), agitado por 15 minutos e

homogeneizado por 24 horas. Em seguida a amostra
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foi centrifugada 5000g por 5 minutos, o sobrenadante
contendo os lipideos foi retirado e reservado em
frasco. Esse processo foi repetido sucessivamente
utilizando as mistura de solventes cloroférmio:metanol

na proporcao de 1:1 v/iv e 1:2 viv.

Os extratos foram reunidos e evaporados em
rotaevaporador e ressuspensos em 2mL de hexano,
evaporados com de nitrogénio e mantidos em
dessecador até peso constante (MANOCHA et al.,

1980).

A percentual de lipideos totais presentes da biomassa
foi determinada pelo método gravimétrico utilizando a
seguinte equacao:

Lipideos Totais (%) = massa de lipideos x100 (eq.2)
biomassa seca (g)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IDENTIFICACAO E  CARACTERIZACAO

MORFOLOGICA

As caracteristicas macroscopicas do crescimento
radial das col6nias crescidas em placas com o meio
Agar Czapek autolisado de levedura (CYE), estdo
apresentado na figura 1. A coldnia apresentou um
didmetro de crescimento de 70 mm em 96 horas a 25°
C e 37°C de temperatura. Quanto a coloragdo da
colénia, foram observados micélios brancos e

flocosos, conidios de cor verde escuro, e de reverso
Os rimentos foram realiz

. . X d frascos d
incolor. O crescimen opga colonia em Extrato %eoﬁlaellt%

Agar (MEA),

apresentou crescimento flocoso, e conidios de cor

observados na figura 2, também

oliva e reverso da coldnia amarelado.
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Figura 1. Crescimento radial no meio de (CYE) verso
(A) e reverso (B) da placa.

Figura 2 .Crescimento radial de Aspergillus sp no meio
de MEA verso (A) e reverso (B) da placa).

A analise microscépica do crescimento da amostra no
meio CYE permitiu a visualizacdo de hifas cabecas do
tipo radial, conidiéforos de superficie finamente rugosa
e incolor, vesiculas alcancando entre 30 a 35 um
esféricas a

piriformes; predominantemente

unisseriado, com pouca bisseriacdo (métulas e
fidlides), diferenciando-se da espécie Aspergillus
flavus, que apresenta seriagdo variada, métulas
alcancando até 9um e fialides entre 8 a 11lum de
comprimento. Conidios globosos e rugosos entre
3,5um a 6um de didmetro, distinguindo da espécie A.

flavus (KLICH, 2002).

De acordo com identificagdo classica, com base nas
caracteristicas macroscopicas e microscopicas, 0
isolado foi identificado como Aspergillus parasiticus
(Figura 3).
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Figura 3. Micrografia da amostra de Aspergillus
parasiticus crescida no meio de CYE. A -
conidiosporos com conidios globosos e rugoso e B-
vesiculas com poucas seriacdo bisseriada métulas e
fidlides)

3.2 CINETICA DE CRESCIMENTO A. PARASITICUS

3.2.1 MEIO PADRAO

O perfil de crescimento de A. parasiticus (SIS 16) para
producdo de biomassa e atividade lipolitica, (6leo de
oliva, a 28°C e 37°C, por 120 horas), estdo descritas
nas figuras 4 e 5, respectivamente.

Figura 4. Perfil de crescimento de Aspergillus.

parasiticus, em 120 h de cultivo em meio padréo nas
temperaturas 28 e 37 ° C.

0,6
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Foi constatado que quando cultivado a temperatura de
37°C, a biomassa produzida foi 23% maior que a
28°C. O pH do meio de cultivo se manteve entre 6,1 a
7,0.

De acordo com Macedo (2009) espécies do género

Aspergillus crescem em pH que varia de 2,0 a 11,0,
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assim como a velocidade de crescimento diminui
guando o pH afasta-se do 6timo (geralmente proximo
a 5,0).

Os resultados da atividade lipolitica de A. parasiticus
(SIS 16) podem ser observados na figura 5. A maior
atividade enzimética foi obtida apdés 96 horas de
cultivo (5,2 U/mL, 28 °C).

As enzimas produzidas por bactérias e fungos tém
sido utilizadas no biotratamento de efluentes de
diversas origens. Espécies do género Aspergillus sédo
conhecidamente produtoras de lipases e tém sido
estudadas para diferentes aplicacdes. Por exemplo,
na degradacdo de residuos resultantes de variados
processos
biodiesel, alimentos, etc. (CAMMAROTA et al., 2006;
CONTESINI et al.,, 2010; TUDORACHE et al., 2012;
COLLA et al. 2014; DEVI; SIVAKUMAR, 2014;
DOBREV et al., 2014; LAACHARI et al., 2015; NAZ;
JADHAYV, 2015).

industriais como producdo de dleo,

Figura 5. Perfil atividade lipolitica de A. parasiticus
(SIS 16), em 120 horas de cultivo em meio padrdo nas
temperaturas 28 e 37 ° C.
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3.2.2 MEIOS CONTENDO RESIDUOS LACTEOS

Os resultados (biomassa, atividade lipolitica e lipideos
totais) obtidos nos ensaios com a amostra de A.
parasiticus (SIS 16), nos meios formulados com soro
de leite e residuo de sorvete, através de um
planejamento fatorial 22, com estdo descritos na tabela
2.
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Tabela 2. Producéo de biomassa (g/L), AE - atividade
lipolitica (U/mL) e lipideos totais (%), obtidos através
do planejamento fatorial 2°, em 120horas de cultivo.

Ensaios Biomassa AE Lipi_deos
(g/L) (U/'mL) | totais (%)

1 3,9 4,0 9,65

2 37,1 4,0 5.35

3 50.9 4.0 36.23

4 68.1 20.0 67.61

5 53.6 5.0 34.45

6 53.5 5.2 34.14

7 54.7 5.0 33.79

8 54.5 5.6 33.87

Matriz decodificada

A melhor condi¢éo foi no ensaio 4 (45% de residuo de
sorvete e 30% de soro de leite), apresentando maior
producdo de biomassa (68,1 g/L), atividade lipolitica
(20,0 U/mL) e de lipideos totais (67,61%), (figura6). O
pH variou na faixa de 6,1 a 7,6, permanecendo

proximo da neutralidade.

Figura 6. Curva de crescimento (biomassa), lipideos
totais e determinacdo da atividade lipolitica de A.
parasiticus (SIS 16), cultivada em meios compostos de
residuos da industria de laticinios (soro de leite e
residuo de sorvete), através de um planejamento

fatorial 22,
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Esse resultado representa um percentual superior a
74% da atividade lipolitica em relacdo ao meio padréo,
demonstrando que a introducao dos residuos (soro de
leite e residuo de sorvete) na composicdo do meio,

estimulam a producao e atividade enzimatica.

Na figura 7 estdo os diagramas de Pareto
relacionados com a producdo de lipase (fig. 7A) e a
producéo de lipideos (fig. 7B). Os resultados obtidos
mostram a significancia dos resultados com 95% de
confiangca representada pela linha tracejada que
corresponde a p = 0,05, confirmando os resultados
obtidos na Tabela 2.

Figura 7 . Diagrama de Pareto: A- Producao de lipase
e B - Producao de lipideos.
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No diagrama de Pareto (fig. 7 A-B, é visivel que as
variaveis (SL) e (RS) superaram o valor de p = 0,05,
obtendo assim um nivel de confianca de 95%,

confirmando que esses valores sdo estatisticamente
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significativos. A interacdo dos residuos influenciou

positivamente nas variaveis respostas (fig.7B).

Espécies do género Penicillium, P. citrinum e P.
restrictum apresentam 6tima producéo de lipase, com
baixo custo de producéo (SILVA; BRUNO; CASTRO,
2009; CASTILHO et al.,, 2000). SILVA; BRUNO;
CASTRO, (2009), realizaram ensaios de producéo de
lipases extracelulares com o A. parasiticus, e
obtiveram uma atividade lipolitica de 69,9(U/mL) apds

72 horas de cultivo.

3.3 CONVERSAO DE RESIDUOS DA INDUSTRIA
LACTEA EM LIPIDEOS

A porcentagem de lipideos presentes no meio de
residuo (tempo zero, sem o inoculo) do ensaio 4 e no
tempo final da fermentacao (120 horas) determinou a

% de tratamento.

Os resultados demonstraram que 0 meio contendo
residuos da industria lactea apresenta um contelddo
elevado de lipideos (59,51%), que foi degradado e
utilizado como fonte de nutrientes para crescimento e
desenvolvimento do fungo, uma vez que ao final do
cultivo foi observado que essa percentagem de
lipideos reduziu para 0%. A. parasiticus (SIS 16)
converteu o contetdo do residuo rico em lipideos em
biomassa com uma porcentagem de 67,81% de

lipideos totais (ensaio 4).

Segundo subhash (2014) a variagdo na sintese de
lipideos no citoplasma por fungos € principalmente
dependente do tipo de modo nutricional seguido pelos
fungos a disponibilidade de nutrientes de carbono.
Yarrowia lipolytica tem sido exaustivamente estudada
na producdo de lipase e outras moléculas bioativas
como biossurfactantes, assim como sua utilizacdo no
tratamento e pré-tratamento de residuos
agroindustriais com conversdo em biomassa (Util

(single cell protein) e lipase com baixo custo de
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producédo e de alto valor agregado (De FELICE et al.,
2004; PAPANIKOLAOU et al., 2007;).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos constatou-se que o
fungo Aspergillus parasiticus (SIS 16) isolado solo da
Caatinga do Estado de Pernambuco, demostrou um
elevado potencial biotecnolégico para tratamentos de
efluentes gordurosos das industrias lacteas,
considerando a producdo da lipase, assim como, a
conversdo desses residuos em lipideos, que podem

ser utilizados em diferentes setores industriais.

O uso de residuos da agroindustria, como da inddstria
lactea, na formulacdo de meios alternativos tem
gerado resultados promissores, uma vez que esses
residuos sao ricos em nutrientes que auxiliam na
producdo de diversos compostos bioativos e podem
ser encontrados em grande quantidade. A utilizacéo
de planejamento fatorial para obtencdo das melhores
condi¢cdes de producdo favorece e facilita os estudos
conversao metabolitos

envolvendo a nesses

secundarios nos processos de utilizagédo de residuos.
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos Resultados obtidos, foi possivel concluir que:

O micro-organismo intitulado Aspergillus SIS 16 foi indentificado com base nas
caracteristicas macroscopicas e microscopicas, como pertence a espécie Aspergillus
parasiticus;

Os resultados obtidos usando um meio controle evidenciaram que em 96 h a 28 °C foi
obtida uma atividade lipolitica de 5,2 U/mL;

Os ensaios realizados com os meios alternativos contendo residuos da industria de
laticinios através de um planejamento fatorial 22, envolvendo curva de crescimento da
amostra de A. parasiticus (SIS 16), demonstraram que quanto maior a porcentagem dos
residuos, mais havia crescimento da biomassa atingiu valores de 68,4 g/L;

Nos ensaios realizados, o denominado ensaio 4 foi considerado o mais satisfatorio com
relacdo aos demais ensaios com uma atividade lipolitica de 20,0 U/mL;

A.parasiticus (SIS 16) conseguiu converter o contetdo do residuo rico em lipideos em
biomassa com uma porcentagem de 67,81% de lipideos totais (ensaio 4);

Os ensaios realizados demonstram que o A. parasiticus (SIS 16) utilizou os nutrientes
existentes nos efluentes removendo os lipideos presentes, convertendo-0s em
biomassa, assim como, acumulando lipideos nas suas células, sugerindo que o
biotratamento é possivel;

Esses resultados demonstram a capacidade da utilizacdo de residuos lacteos como
substratos alternativos nos segmentos biotecnoldgicos, visando minimizar os impactos
ambientais bem como as aplicabilidades na biotecnologia em especial a producéo de

biodiesel.
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KEYWORDS: Article. Formatting. Revista e-xacta.

1 INTRODUCAO

A e-xacta é a revista eletrénica do UniBH, registrada
no Instituto Brasileiro de Informacdo em Ciéncia e
Tecnologia (IBICT) com o ISSN: 1984-3151. O ISSN
(International Standard Serial Number) é o NUmero
Internacional Normalizado para Publicacdes Seriadas,
conforme (IBICT, 2012). A Revista e-xacta, criada em
2008, tem como objetivo divulgar trabalhos relativos

as Ciéncias Exatas e Tecnologia.

O publico-alvo deste periédico € composto pela
comunidade académica universitaria, profissionais das
areas mencionadas ou que delas se servem no
exercicio de sua atividade fim, além de organizacées
publicas, privadas e do terceiro setor; todos atentos a

incorporagdo do conhecimento cientifico-tecnolégico

como uma das bases do desenvolvimento social e

econdémico.

A periodicidade da revista é semestral (julho e

dezembro) com edicGes especiais tematicas,
publicadas esporadicamente. A revista utiliza o
software livre SEER - Sistema Eletrbnico de
Editoracédo de Revistas, desenvolvido pelo IBICT, para
construcdo e gestdo de publicacdes periddicas
eletrbnicas. Todo o seu acervo tem livre acesso,
disponibilizado pelo site:

www.unibh.br/revistas/exacta/.

As secdes da revista, com excecdo do Editorial, estdo
abertas a submissédo de trabalhos e participam do
processo de avaliagdo pelos pares no sistema de
avaliacdo anbnima (double blind review), por pelo

menos dois pareceristas.
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Os artigos submetidos devem atender aos objetivos
da Revista e-xacta, serem inéditos, teoricos ou
aplicados as diversas areas do conhecimento. E
realizados em universidades, centros de pesquisa e
organizacfes nacionais ou internacionais, a partir de

atividades de ensino, pesquisa ou extensao.

Os interessados em enviar contribuicbes a revista

devem acessar o site  www.unibh.br/revistas/exacta/ e

seguir as instru¢des contidas nas Normas Editoriais
disponiveis na aba Sobre. As submiss@es sdo online e
além do envio do artigo, seguindo o modelo
apresentado na edicdo Atual da revista, os autores
devem preencher os metadados. Tratam-se de
informacdes importantes sobre cada um dos autores e
da éarea temética abordada no conteddo do trabalho
cientifico. Esclarecimentos de dulvidas e informacdes
adicionais e-mail:

podem ser obtidos pelo

exacta@unibh.br.

As secBes subsequentes deste documento se
compfem das normas de formatagdo a serem
adotadas, bem como a estruturacdo basica de um
artigo cientifico. S8o estabelecidas as formas de
inclusdo de objetos ilustrativos, necessarios para
enriquecer e facilitar o entendimento do texto, e
esclarecem a necessidade da insercdo das citagdes,
bem como a forma em que as mesmas devem ser
apresentadas. Além disso, o texto explicita, conforme
as normas da ABNT (Associacdo Brasileiras de
Normas Técnicas), o formato das referéncias de
documentos frequentemente consultados, cujas
informacdes podem ser complementadas por Franca e
Vasconcellos (2011). As dltimas se¢8es descrevem 0s
procedimentos utilizados para a avaliacdo dos artigos

e para a publicacdo da revista.
2 NORMAS PARA FORMATACAO

A formatacdo dos artigos submetidos deve obedecer
as diretrizes estabelecidas neste documento, que
seguem a padronizacdo da ABNT — NBR 6022 (2003)
e NBR 14724 (2005). Aconselha-se ao autor a
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utilizacdo deste modelo para editar o artigo. As
informacdes sobre a autoria (Nome do autor, Titulagdo
maxima. Instituicdo de formacdo, Ano. Fungdo e
Afiliacdo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-
mail) serdo excluidas, pela Comissdo Editorial,

durante o processo de avaliacao.

O artigo deve estar salvo no formato Microsoft Word
(.doc) contendo de 6 a 20 paginas. A linguagem deve
ser clara, gramaticalmente correta e na terceira

pessoa do singular.

O alinhamento do texto deve ter formatacéo
justificada, sem cabecalho, rodapé, notas de pé de
pagina, nem nimero da péagina. O formato do papel
deve ser A4, com margens superior e inferior de 2,5
cm e margens laterais de 1,5 cm. A fonte do
documento é Arial, o tamanho e estilo da fonte
dependem da secdo em que o texto se insere. Os
paragrafos ndo possuem recuo, tém espagamento
anterior de O pt. e, posterior, de 6 pt.. O espacamento
entre linhas é de 1,5, salvo em casos particulares,

explicitados na sequéncia do texto.
Em um artigo cientifico destacam-se trés elementos:

1. Pré-textuais;
2. Textuais;

3. Pés-textuais.

Optou-se por apresentar esses elementos com
enumeracdo de tépicos para que se esclareca tal
formatacao. Observe-se que os topicos sao separados
por ponto-e-virgula e o ultimo finalizado com ponto. O
afastamento dos marcadores é de 0,75 e o texto de
1,25.

2.1 ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS

O primeiro elemento do artigo € o titulo. E expresso
em Portugués e em Inglés, deve ser breve e inspirado

no objetivo geral do trabalho, refletindo o contetido do
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texto. Em titulos ndo se coloca ponto final. Se houver
subtitulo, este deve ser separado do titulo por dois
pontos (:). Essas informacdes ocupam as linhas
iniciais do documento, ao lado da logomarca da
revista. Devem estar centralizadas, em negrito e efeito
Versalete. O titulo em portugués possui tamanho da

fonte 16 e, o em inglés, 14.

Ha uma linha em branco de 12 pontos entre o titulo e
as informagfes sobre os autores, com espacamento
de 15. Os

centralizados e fonte 12, separados por ponto-e-

entre linhas nomes em negrito,

virgula e identificados, posteriormente,  por
sobrescritos em algarismos arabicos. Na sequéncia,
para cada autor, devem-se apresentar as seguintes
informacdes em fonte de tamanho 8: Titulagdo
maxima. Instituicdo de formacdo, Ano. Funcdo e
Afiliacdo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-

mail.

Observe-se que uma linha em branco deve separar 0s

dados supracitados da se¢éo seguinte.

O Resumo e as Palavras-chave, editados na margem
esquerda, seguidos de dois pontos, sao formatados
em italico, fonte de tamanho 10 e espacamento
simples entre linhas. Nos titulos destas se¢des usa-se
o efeito Versalete. Conforme esclarece a ABNT NBR
6028 (2003), é aconselhavel que o resumo contenha
no maximo 250 palavras e seja editado em um Unico
paragrafo, no qual se ressaltem o objetivo, o método,
os resultados e a conclusdo do artigo. Ele deve ser
expresso na voz ativa, na terceira pessoa do singular.
Composto por frases concisas e afirmativas. Devem-
se evitar a enumeragdo de tépicos e a insercdo de
simbolos e ilustracdes. Na linha posterior sédo
discriminadas de trés a seis palavras-chave, que
representam o conteddo do documento, sendo
utilizadas como chave de busca. Sdo separadas entre

si e finalizadas por ponto.
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ApOs uma linha em branco, inserem-se o Abstract e
Keywords, que sao a versdo em inglés das duas

secdes anteriores, com a mesma formatagao.

2.2 ELEMENTOS TEXTUAIS

S8o compostos pela Introducdo, Desenvolvimento e

Conclusao.

Como pode ser observado, existem linhas em branco
e um traco separando a Ultima secdo dos elementos
pré-textuais para a Introducédo, que é a primeira se¢céo
dos elementos textuais. A partir desse ponto o texto é
formatado em duas colunas de 8,6 cm de largura e

espagamento entre colunas de 0,8 cm.

Na Introducdo expbe-se o tema tratado, sua
delimitacdo e foco de abordagem, contextualizando-o
na literatura consultada. Apresentam-se o0 objetivo
geral e, os especificos, conceituacdes, justificativa e
motivacdo do estudo, um breve relato sobre o plano
de desenvolvimento, enfim, o0s pressupostos
necessarios a sua compreensédo. No Ultimo paragrafo
da Introdugdo deve constar uma descricdo sintética,
ou seja, a sinopse do conteddo abordado nas sec¢bes

subsequentes do artigo.

O Desenvolvimento é o elemento textual central, a
parte principal do artigo. E ele que da a visdo
pormenorizada do tema estudado. Pode ser exposto
em varias sec¢des tais como: a revisdo bibliogréfica, o
marco tedrico que fundamenta a metodologia utilizada,
0 conjunto de técnicas e processos da pesquisa, a
coleta de dados e sua quantificacdo, se for o caso,

além da apresentacédo e discussao dos resultados.

Apresenta-se na Ultima secédo, a Concluséo, a sintese
do que foi estudado, onde se devem evidenciar os
aspectos essenciais da pesquisa, relacionar os
resultados obtidos com os objetivos propostos, expor
as dificuldades encontradas, recomendar, se
conveniente, novas abordagens para o tema e sua

extensao em estudos futuros.
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Quanto a formatacdo, os titulos das secdes e
subse¢bes, com alinhamento a esquerda, sé&o
destacados do texto por uma linha em branco,
anterior. Devem ser numerados com algarismos
arabicos e com apenas um espaco entre o algarismo e
o titulo, conforme a norma ABNT NBR 6024 (2003).
Todos os titulos possuem fonte 12, com efeito
Versalete e em negrito. Para facilitar, cada vez que se
abrir uma nova segéo, copie e cole o titulo da anterior

para depois edita-lo.

As secdes podem ter subsecBes e estas ainda

comportam mais trés niveis de subdivisdbes. Como
exemplo: 4.2.3 METODOLOGIA designa a terceira

subdivisdo da segunda subsecéo da sec¢éo 4.

O autor deve estar atento ao uso de siglas. Na
primeira utilizacdo de uma sigla, deve-se informar o
seu significado. Na primeira secado deste documento
foi mencionada a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas — ABNT - e, posteriormente foi usada
simplesmente a sigla ABNT, ja que era conhecido o
seu significado. Outra observagdo importante é que

palavras em outros idiomas devem vir em italico.

Em relacdo a formatacdo do artigo, deve-se cuidar
para que o titulo de uma secdo ou subsec¢do ndo
ocupe a Ultima linha de uma coluna. Neste caso,
linhas em branco sao providenciais para que 0 mesmo

ocupe a primeira linha da coluna seguinte.

2.3ELEMENTOS POS-TEXTUAIS

Os Elementos Pés-Textuais ndo sdo numerados e se
compdem de: Agradecimentos (opcional), Referéncias,

Apéndices (opcional) e Anexos (opcional).

As referéncias sao obrigatérias em um texto cientifico.
A secdo 5 deste modelo contém informacGes mais

detalhadas sobre as referéncias.

Os apéndices e anexos, conforme consta na ABNT

NBR 6022 (2003), sdo textos ou documentos que
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ilustram, comprovam, fundamentam ou completam a
argumentacdo do trabalho desenvolvido. A diferenca
entre eles é que os apéndices sdo de autoria do
proprio autor do artigo e, os anexos, de autoria de
terceiros. Para identifica-los, utilizam-se letras
mailsculas consecutivas, seguidas de travessao e do
titulo. Somente as palavras Apéndice e Anexo em
caixa alta. As letras de identificacao e os titulos devem

estar em fonte tamanho 12, em negrito e efeito

Versalete, como nos exemplos: APENDICE A —
QUESTIONARIO DE AVALIACAO ou ANEXO D —
MAPA DA REGIAO METROPOLITANA DE BELO

HORIZONTE.

3 COMO TRATAR AS ILUSTRACOES

As ilustracBes (desenhos, esquemas, figuras,

fluxogramas, fotografias, graficos, mapas,
organogramas, plantas arquitetdnicas, quadros, entre
outras), as equacdes, as formulas, as tabelas e os
algoritmos séo utilizados com o objetivo de explicar e

facilitar o entendimento do texto.

Tais elementos devem ser referenciados no texto e,
conforme ensinam Franca e Vasconcellos (2011), eles
devem estar tdo préximos quanto possivel da primeira
vez que forem mencionados. Devem ter numeracdo
sequencial, em separado para cada categoria,
seguidos do titulo e espacamento simples entre linhas.
Devem-se evitar dividir tabelas, algoritmos, quadros,
etc. Caso tenham sido extraidos de um documento, ja
publicado, é obrigatéria a indicacdo do mesmo, logo
abaixo do titulo, deve-se inserir. Fonte -
SOBRENOME-DO-AUTOR, ano, p.

pagina. Antes e apos a ilustragcao deve-se deixar uma

ndmero-da-

linha em branco para destacéa-la do texto.

3.1 FIGURAS
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As figuras devem ser incluidas e referenciadas como a
FIG. 1.

ra

Figura 1 — Logo da Revista e-xacta do Centro
Universitario de Belo Horizonte
Fonte - GUIMARAES, 2008, p.3.

Observe-se que o titulo da figura e, se for o caso, a
fonte bibliografica de onde foi extraida sao
centralizados e estdo inseridos posteriormente a

mesma.

3.2 ALGORITMOS

Devem ser formatados como o Algoritmo 1, dado a
seguir, com titulo e espacamento simples entre linhas.

Algoritmo 1 — Determina e imprime o menor
entre dois numeros distintos.

Algoritmo
declare A,B,Menor humérico
leia A,B
seA<B
entdo Menor — A
sendo Menor « B
fim se
imprima Menor
fim algoritmo.

3.3 EQUACOES E FORMULAS

Equacdes e férmulas devem ser numeradas e citadas

no texto conforme a Eq. 1:

C
f== 1
y @)

onde: f = frequéncia [Hz], ¢ = velocidade da luz no

vacuo = 3.10° [m/s], A = comprimento de onda [m].
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3.4 TABELAS

As tabelas sdo formatadas segundo a TAB. 1.
Observe-se que a numeracao e os titulos das tabelas

sao centralizados e colocados antes das mesmas.
Tabela 1

Parametros montagem das Medicdes

Medicao f h;
1 200MHz 75 cm
2 400MHz | 33,33cm
3 900MHz | 16,67 cm
4 1800MHz | 8,33 cm

Fonte - GUIMARAES, 2008, p.2.

4 A IMPRESCINDIBILIDADE DAS CITAGOES

Como esclarecem Franca e Vasconcellos (2011): “A
fonte de onde foi extraida a informacdo deve ser
citada obrigatoriamente, respeitando desta forma os
direitos autorais.” E, portanto, imprescindivel que o
autor cite as fontes bibliograficas que nortearam suas
ideias no desenvolvimento do trabalho. S&o elas que
dao credibilidade a argumentagdo, ao emprego da
metodologia utilizada para a obtencéo dos resultados

da pesquisa.

As citacbes podem ser diretas ou indiretas, como
determina a norma ABNT NBR 10520 (2002). As
citacbes diretas sdo transcritas como aparecem no
texto original. Se possuirem até trés linhas sao
editadas no corpo do texto, entre aspas. Observe-se a
citacAdo apresentada na parte inicial desta secéo.
Aquelas que excedem este valor sdo destacadas

COmo a que se encontra a seguir.

As citacBes longas, com mais de trés linhas, devem
constituir um paragrafo independente, com recuo
de 1,25, fonte de tamanho 9 e espagamento
simples entre linhas. As aspas sdo desnecessarias,
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ja que a formatagdo diferenciada induz tratar-se de
uma citac@o direta. Ao final deve-se colocar entre
parénteses o sobrenome do autor em caixa alta,
seguido de virgula, o ano de publicacdo e, se
possivel, o nimero da pagina. (SOBRENOME-DO-
AUTOR, ano, p. X).

As citacOes indiretas sdo livres, isto é, reproduzem as

ideias do autor consultado com outras palavras, como

consta em (MICHEL, 2005, p.127).

As normas da ABNT estabelecem formas diferentes
para a indicacdo dos autores nas citacbes, como
podem ser vistas em Franca e Vasconcellos (2011) ou
(FRANCA; VASCONCELLOS, 2011).

Observe-se que as duas citacdes do paragrafo
anterior sdo apresentadas de maneiras diferentes. A
primeira com apenas o ano entre parénteses e, nesse
caso, 0s sobrenomes dos autores, com as letras
iniciais maidsculas, sdo separados por virgulas e a

conjuncdo aditiva “e”. Na segunda, todos os
sobrenomes dos autores sdo editados em caixa alta,
separados por ponto-e-virgula, sendo o Ultimo seguido
de virgula e o ano de publicacédo. Pode-se inserir apos
0 ano, a pagina de onde foi extraida a informacgéo
citada. Caso o documento possua mais de trés
autores, deve-se indicar na citacdo, como também em
seu registro nas Referéncias, o sobrenome do
primeiro autor acompanhado da expresséo latina et
al.,, em itédlico, seguida de virgula e o ano de
publicacdo. Como o exemplo a seguir: Sobrenome-do-
primeiro-autor et al. (ano) ou (SOBRENOME-DO-

PRIMEIRO-AUTOR et al., ano).

5 NORMAS PARA AS REFERENCIAS

As referéncias, separadas por um traco das secdes
anteriores, sdo apresentadas ao final do artigo. Elas
séo obrigatérias em um artigo cientifico e devem ser
composta pelas fontes efetivamente consultadas.
documento

Além disso, todo pertencente as

referéncias deve ser citado no texto e vice-versa, toda
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citacdo deve ter seu documento fonte presente nas

referéncias.

A lista dos titulos bibliograficos deve estar em ordem
alfabética usando o sobrenome dos autores como
primeiro parametro e, como segundo, o titulo da
publicacdo. A transcricdo dos elementos que
compdem as referéncias deve estar de acordo com as
normas da ABNT, especificadas em (FRANCA;

VASCONCELLOS, 2011).

A norma ABNT NBR 6023 (2002) define que as
referéncias devem ser alinhadas a margem esquerda
do texto, editadas com espacamento simples entre
linhas, sem afastamento anterior e posterior entre
paragrafos. Para destacéa-las, elas sdo separadas por

uma linha em branco.

O formato das referéncias depende do tipo de

documento  consultado, sendo o0s principais
apresentados nas subsecfes dadas a seguir, cujas
informacdes, em sua maioria, foram extraidas de
(FRANCA; VASCONCELLOS, 2011). Alguns codigos

devem ser observados. Quando estiver escrito:

e AUTOR - Deve-se escrever o Sobrenome do
primeiro autor em caixa alta, seguido de virgula, e
demais nomes deste autor, apenas com as
primeiras letras em caixa alta ou as iniciais
seguidas de ponto e um espaco entre elas. Caso
haja de dois a trés autores, coloca-se entre eles
um ponto e virgula e repete-se a formatacdo
apresentada para cada um deles. Se houver mais
de trés autores coloca-se apenas as informacdes
sobre o primeiro e em seguida, em itdlico, a
expressao latina et al.

e Informacdo — deve-se colocar a informacdo em
italico.

e Informacéo — Deve-se colocar a informacdo com a
fonte em estilo normal.

* (Informacé&o) — Deve-se colocar a informacéo entre

parénteses.
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e <Informacdo> - Deve-se apresentar a informacéo
entre os simbolos <>.

» Informagéo. — Deve-se colocar apos a informagéo
um ponto final.

» Cidade: Editora, Ano. — Deve-se colocar a cidade
na qual o documento foi publicado, seguida de dois
pontos, a editora, seguida de virgula e o ano de
publicacéo, seguido de ponto final.

« Edicdo — Deve-se indicar o numero da edicao do
livro, seguida de ponto e depois de um espaco
coloca-se ed,, a abreviatura de edigéo.

* Acesso em: 25 dez. 2000. Indica a data em que um
documento online foi acessado. A expressdo
Acesso em, seguida de dois pontos, um espaco. o
dia da consulta, mais um espaco, seguido da
abreviatura do més e depois de um espaco o ano,
seguido de ponto. As abreviaturas dos meses séo:
jan., fev., mar., abr., maio, jun., jul., ago., set., out.,

nov. e dez.

5.1 LIVROS

Impresso

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edicdo. Cidade: Editora,
Ano. Nimero de péaginas p. ISBN namero do ISBN.

Eletronico

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edicdo. Cidade: Editora,
Ano. (disquete, ou CD-ROM) ou Disponivel em
<endereco eletrdnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano. ISBN ndmero do ISBN.

5.2 CAPITULO DE LIVRO

Impresso

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR
DO LIVRO. Titulo: subtitulo do livro. Edicdo. Cidade:
Editora, Ano. Capitulo n.° do capitulo. pagina inicial —
pagina final do capitulo. ISBN nimero do ISBN.

Eletrénico
AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR

DO LIVRO. Titulo: subtitulo do livro. Edi¢cdo. Cidade:
Editora, Ano. (disquete, ou CD-ROM) ou Disponivel
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em <endereco eletrbnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano. ISBN namero do ISBN.

5.3 ARTIGO DE PERIODICO
Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
periédico, Cidade, v. nimero do volume, n. nUmero do
fasciculo, pagina inicial — pagina final, abreviatura do
més Ano. ISSN numero do ISSN do periédico.

Eletrénico

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
perioddico, Cidade, v. nimero do volume, n. nimero do
fasciculo, pagina inicial — pagina final, abreviatura do
més Ano. Disponivel em <endereco eletrbnico do
site>. Acesso em: dia abreviatura do més Ano. ISSN
numero do ISSN do periddico.

5.4 ARTIGO DE JORNAL
Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do jornal,
Cidade, dia, abreviatura do més Ano. Numero ou
Titulo do caderno, se¢do ou suplemento, pagina inicial
— pagina final.

Eletrénico

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do jornal,
Cidade, dia, abreviatura do més Ano. Disponivel em
<endere¢co eletrdnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

5.5 TRABALHOS ACADEMICOS — MONOGRAFIAS,
DISSERTACOES E TESES

Impresso

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentacao.
Numero de folhas f. Categoria do Trabalho Académico
(Area de Concentracdo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria, Cidade,
Ano da defesa.

Eletrénico

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentacao.
Namero de folhas f. Categoria do Trabalho Académico
(Area de Concentracdo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria, Cidade,
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Ano da defesa. (CD-ROM ou disquete) ou Disponivel
em <enderego eletrbnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

5.6 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS
Impresso

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo. In: NOME
DO EVENTO, nudmero, ano, cidade de realizacao.
Titulo da publicacdo: subtitulo. Ano de apresentacao.
Cidade da publicacédo: Editora, Ano. Péagina inicial —
pagina final do trabalho.

Eletrénico

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo. In: NOME
DO EVENTO, numero, ano, cidade de realizacao.
Titulo da publicagdo: subtitulo. Ano de apresentacéo.
Cidade da publicacdo: Editora, Ano. Pagina inicial —
pagina final do trabalho. (CR-ROM ou disquete) ou
Disponivel em <endereco eletrbnico do site>. Acesso
em: dia abreviatura do més Ano.

5.7 SITES

NOME DO SITE. Titulo do servi¢o ou produto. Cidade:
Entidade, Ano. Disponivel em <endereco eletrénico do
site>. Acesso em: dia abreviatura do més Ano.

5.8 LEIS E RESOLUCOES

NOME DO PAIS, ESTADO MUNICIPIO OU NOME DA
ENTIDADE. Orgdo. Titulo. Tipo de documento,
Numeracdo. Dia de més de ano. Elementos
Complementares que identificam o documento. Dados
de publicacdo do documento. Cidade, data.

6 PROCESSO DE AVALIACAO DO ARTIGO

Apés a submissao do artigo, inicia-se 0 processo de
avaliacdo, que utiliza o sistema de revisdo anénima
por pelo menos dois pareceristas ou double blind
review. E criada uma versdo do arquivo em formato
PDF (Portable Document Format), do qual se extraem
as informacfes que identificam sua autoria. Em
seguida o artigo é enviado a dois pareceristas. Caso
0s pareceres sejam conflitantes, um terceiro revisor é

acionado para que a Comisséo Editorial tenha o aval
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duplo de aceitacdo ou rejeicdo. Os pareceres quando
recebidos sdo, também, formatados em PDF e
enviados aos autores, sem a identificagdo de quem

emitiu o parecer.

Sendo o artigo aceito para a publicacdo com restricao,
0s autores devem acatar as recomendacfes dos
pareceristas e providenciarem o envio da nova versao

do artigo.

ApOs a correcdo, a Comisséo Editorial insere o nome
do autor, enumera as paginas e demais dados
pertinentes ao periddico, contendo informagdes sobre

a edicao da revista (volume, nimero, paginas etc.).

Deve-se ressaltar que o artigo (originalidade, autoria,
contetido abordado etc.) é de inteira responsabilidade
do autor, assim como a apresentacdo do texto no
padrdo culto da lingua. A Comisséo Editorial se da o
direito de alterar a formatac&o e a linguagem do texto

para ajusta-las ao padréo da revista.

7 PUBLICACAO

A Ultima etapa do processo editorial € a publicacdo da
revista. A nova edicdo é disponibilizada com o
Sumaéario, que elenca os titulos dos artigos, os
respectivos autores e o link para o Resumo. Ao
acessar 0 Resumo, o usudrio pode baixar o artigo

completo no formato PDF.
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