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RESUMO

A crescente producdo de residuos solidos é uma preocupa¢do mundial e no Brasil 0 agronegécio
é responsavel por grande parte dessa producdo, que, com descarte inadequado, aumentam 0s
impactos ambientais. Os efluentes lipidicos também sdo uma preocupacdo para inddstrias de
abate, por exemplo, pois a gordura presente neles dificulta seu tratamento. Uma alternativa para
trata-lo é a digestdo anaerdbia que gera biogas em seu processo. Contudo a hidrélise se torna
sua etapa limitante. Assim, os pré-tratamentos vém sendo estudados visando reduzir o tempo
de hidrélise, como o enzimatico, que aplica enzimas hidroliticas para esse fim, sendo a lipase a
mais adequada neste caso. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo estudar a produgéo
de celulas integras com lipase ligada ao micélio a partir dos fungos filamentosos A. oryzae e P.
citrinum e dos subprodutos da industria de alimentos okara, bagaco de malte e soro de queijo
como fontes de nutrientes nos meios de cultura, em busca da melhor alternativa para aplicacao
na biodigestao anaerobia de um efluente de abatedouro avicola. Incubou-se os cultivos por 72h
a 30°C e 170rpm. Filtrou-se as amostras a vacuo e determinou-se a atividade hidrolitica (AH)
do filtrado e biomassa. O fungo A. oryzae cultivado em okara apresentou células integras com
maior AH (51,61+10,43 U/g). A construcdo da curva de crescimento do fungo apresentou o
tempo ideal de cultivo de 96h com AH de 50,22+4,13 U/g e concentracdo de biomassa de
9,18+0,00 g/L. Os melhores resultados obtidos para os parametros bioquimicos da lipase foram
no pH 8 e temperatura 45°C (AH = 50,60+£0,77 U/g). O teste de armazenamento demonstrou
que a biomassa perde 20% da sua AH apds 2 meses congelada. A caracterizacdo do efluente
apresentou um pH de 6,60, Solidos Totais, Fixos e Volateis de 1073,33+29,69 mg/L,
324,00£36,06 mg/L e 749,33+6,43 mg/L, respectivamente, Lipidios 6686,50+16,76 mg/L e
DQO 1430,00+99,22 mg/L. Afim de analisar a influéncia das variaveis temperatura, agitacdo e
pH na Atividade Metanogénica Especifica, realizou-se o planejamento fatorial completo 23 e
sua analise estatistica demonstrou que apenas a variavel temperatura teve influéncia
significativa nos ensaios, com um volume méaximo de biogas obtido de 33,33+5,03 mL no
ensaio a 30°C sem agitacdo e pH 6,60. Assim, pode-se concluir que esse estudo apresentou uma
alternativa promissora de aplicacdo de subprodutos na producdo de enzimas e geracdo de

bioenergia.

Palavras-chave: lipase; células integras; fungos filamentosos; subprodutos agroindustriais;

bioenergia.



ABSTRACT

The growing production of solid waste is a worldwide concern and in Brazil agribusiness is
responsible for a large part of this production, which, with improper disposal, increases
environmental impacts. Lipid effluents are also a concern for slaughter industries, for example,
as the fat present in them makes their treatment difficult. An alternative to treat it is anaerobic
digestion that generates biogas in its process. However, hydrolysis becomes its limiting step.
Thus, pre-treatments have been studied in order to reduce the hydrolysis time, such as the
enzymatic one, which applies hydrolytic enzymes for this purpose, with lipase being the most
appropriate in this case. Thus, the present work aimed to study the production of whole cells
with mycelium-bound lipase from the filamentous fungi A. oryzae and P. citrinum and by-
products of the okara food industry, malt bagasse and cheese whey as sources of nutrients in
the culture media, in search of the best alternative for application in the anaerobic digestion of
an effluent from a poultry slaughterhouse. The cultures were incubated for 72h at 30°C and
170rpm. The samples were vacuum filtered and the hydrolytic activity (HA) of the filtrate and
biomass was determined. The fungus A. oryzae cultivated in okara presented intact cells with
higher HA (51.61£10.43 U/g). The construction of the fungus growth curve showed the ideal
cultivation time of 96h with HA of 50.22+4.13 U/g and biomass concentration of 9.18+0.00
g/L. The best results obtained for lipase biochemical parameters were at pH 8 and temperature
45°C (AH = 50.60+0.77 U/g). The storage test showed that the biomass loses 20% of its HA
after 2 months frozen. The characterization of the effluent showed a pH of 6.60, Total, Fixed
and Volatile Solids of 1073.33£29.69 mg/L, 324.00£36.06 mg/L and 749.33+6.43 mg/L L,
respectively, Lipids 6686.50+16.76 mg/L and COD 1430.00+£99.22 mg/L. In order to analyze
the influence of temperature, agitation and pH variables on Specific Methanogenic Activity, a
full 23 factorial design was carried out and its statistical analysis showed that only the
temperature variable had a significant influence on the tests, with a maximum volume of biogas
obtained from 33.33+£5.03 mL in the assay at 30°C without agitation and pH 6.60. Thus, it can
be concluded that this study presented a promising alternative for the application of by-products

in the production of enzymes and generation of bioenergy.

Keywords: lipase; whole cells; filamentous fungi; agro-industrial by-products; bioenergy.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial gera a cada dia um aumento no consumo em
diversos setores, que acarreta numa maior producdo de residuos. Destes pode-se destacar 0s
residuos solidos (ABRELPE, 2021), sendo que, por muito tempo ndo houve uma preocupacao
com as consequéncias promovidas por essa producdo e consumo descontrolados. No Brasil,
assim como em outros paises com a agroindustria dominante, os residuos provenientes dela sao
preocupantes ha muito tempo, principalmente por ndo possuirem um descarte ou aplicacéo
adequado na maioria das vezes, intensificando os impactos ambientais (ALENCAR et al., 2020;
FERREIRA et al., 2020).

Além dos residuos solidos, existe uma preocupacdo com os efluentes gerados por
destilarias, abatedouros e industria de laticinios, que devido a alta presenca de uma variedade
de mateéria organica, tem-se uma elevada e indispensavel necessidade de tratamento adequado
(LIEW et al., 2020). Contudo, alguns fatores podem dificultar esse tratamento. As gorduras,
por exemplo, tendem a ocasionar diversos problemas ao longo do tratamento de efluentes,
devido a sua degradacdo lenta. Assim, a digestdo anaerdbia de lodos de esgoto se torna uma
alternativa viavel para tratar esses efluentes, possibilitando, ainda, a geracdo de biogas, um
derivado do processo com valor agregado (LIEW et al., 2020; LIMA et al., 2018).

O biogas pode apresentar um maior valor agregado quando analisado a sua composicao,
por exemplo, uma maior concentracdo de metano acarreta maior valorizacdo do biogas. Para
que essa alta na concentracdo de metano ocorra de forma mais eficaz, o processo que resulta na
producéo de biogas precisa ser otimizado. No caso da digestdo anaerobia, essa otimizacdo pode
ser feita através de um pré-tratamento enzimatico/bioldgico, que ocasionara a elevacdo na
concentracdo de metano do biogas produzido (FERREIRA et al., 2020; TROIANO et al., 2020).
Para isso ser aplicado de maneira funcional em tratamento de efluentes lipidicos, € necessario
otimizar as etapas gargalo do processo, sendo a hidrélise a etapa limitante da digestdo anaerdbia
desses efluentes (BRAZ et al., 2020; LIEW et al., 2020).

Uma alternativa possivel seria a aplicacdo de uma enzima que ira catalisar a etapa de
hidrolise de triacilglicerol em glicerol e acidos graxos (componentes mais comuns da gordura),
melhorando o desempenho microbiano nas fases seguintes da digestdo anaerébia (FERREIRA
et al., 2020). Nesse caso, a lipase é a enzima qualificada para aplicagdo como forma de pre-
tratamento desses efluentes lipidicos (LIEW et al., 2020).

Lipases sdo enzimas capazes de catalisar diferentes reacdes e podem ser obtidas através

de animais, plantas e/ou microrganismos, como fungos e bactérias. Apesar das suas diferentes
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fontes de obtencéo, as lipases microbianas se destacam como as que possuem uma maior
importancia industrial, sendo muito utilizadas como biocatalisadores em diversas aplicacdes
biotecnologicas (BHARATHI; RAJALAKSHMI, 2019; JAVED et al., 2018; MELANI;
TAMBOURGI; SILVEIRA, 2019).

Os fungos filamentosos se destacam com resultados promissores na producao de lipase,
onde tem-se o0s géneros Penicillium, Aspergillus, Mucor, Candida, Geotrichum e Thermomyces
em destaque na literatura (FERREIRA et al., 2020; ZAVARISE; PINOTTI, 2020).

Dentre as formas apresentadas na literatura, as lipases ligadas ao micélio vém sendo
fortemente estudadas, a fim de explorar seus potenciais usos biotecnolégicos (SOLARTE et al.,
2014). Quando comparadas com as lipases extracelulares convencionais, as ligadas ao micélio
se apresentam mais interessantes por possuirem uma maior estabilidade operacional, uma vez
que sua estrutura celular atua como uma matriz natural, protegendo as enzimas de possiveis
acOes externar que afetem negativamente seu desempenho, proporcionando um efeito
semelhante ao ocasionado pela imobilizacdo de enzimas (ANDRADE et al., 2014; ZHOU;
CHEN; YAN, 2015). Esses biocatalisadores podem ser preparados através de um cultivo com
meio nutritivo, podendo ser de baixo custo, e sdo facilmente recuperados através da filtracéo
(ALVES et al., 2019). Isso possibilita a utilizacdo dos residuos agroindustriais como fonte de
nutrientes para complementar o meio de cultura, como proposto nesse estudo, como uma

alternativa de valorizacdo destes, contribuindo para a reducao dos impactos ambientais.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo produzir células integras com lipase ligada ao
miceélio a partir dos fungos filamentosos Penicillium citrinum e Aspergillus oryzae e aplicar as
células integras produzidas na digestdo anaerobia de um efluente de abatedouro avicola visando

a producdo do biogas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando-se atingir o objetivo geral do projeto, as seguintes atividades foram efetuadas:

a) Prepararam-se as células integras dos fungos filamentosos Penicillium citrinum
e Aspergillus oryzae utilizando os nutrientes extraidos de subprodutos da
industria de alimentos;

b) Caracterizou-se a lipase produzida quanto ao seu pH e temperatura 6timos e
estabilidade térmica;

c) Avaliou-se a estabilidade de armazenamento da biomassa produzida;

d) Avaliou-se a aplicacéo do tratamento hibrido, contendo as células integras e lodo
anaerdbio, na degradacao do efluente proveniente de abatedouro avicola;

e) Caracterizou-se o efluente utilizado quanto aos seus parametros fisico-quimicos:
DQO, teor de lipidios e pH;

f) Analisaram-se os parametros de DQO e pH antes e ap0s a digestdo anaerobia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Sabe-se que nos ultimos anos a quantidade de residuos sélidos produzidos, tanto no
ambiente industrial como no urbano, que crescido significativamente. Segundo dados da
Abrelpe (2021), em 2020 geraram-se cerca de 82,5 milhdes de toneladas de residuos sélido no
Brasil, s6 no ambiente urbano, sendo cada brasileiro responsavel por gerar cerca de 1,07kg de
residuo diariamente. Esses dados disponibilizados pela Associacdo Brasileira de Empresas de
Limpeza Publica e Residuos Especiais (ABRELPE, 2021), que fazem parte do Panorama dos
Residuos Solidos, quando comparados aos dados dos demais paises da América Latina,
apresentam o Brasil como campedo de geragdo de lixo, 40% do total gerado na regido, o
equivalente a cerca de 541 mil toneladas de residuos sdlidos por dia (SOUZA, 2019).

No Brasil, pode-se destacar o0 agronegécio como um influenciador na elevada producéo
de residuos e em ambito global, a producéo de residuos agroindustriais pode atingir cerca de
1,3 bilhdes de toneladas anualmente (ALENCAR et al., 2020). Além disso, grande parte desses
residuos produzidos sdo descartados incorretamente, ocasionando diversos problemas
ambientais. Sendo assim, o reaproveitamento desses residuos se torna uma alternativa atrativa
para reduzir os danos ambientais ocasionados, visto que muitos desses podem gerar produtos
com valor agregado, como por exemplo: etanol e outros biocombustiveis, acidos organicos,
enzimas e outros (MARZO et al., 2019).

Dentre os tipos de residuos agroindustriais gerados, tem-se aqueles provenientes do
processamento de fibras, madeira e alimentos, os residuos sélidos como as sobras, residuos de
escritorio, lodo e as dguas residuarias formadas a partir da lavagem de equipamentos, produtos,
instalacBes e cozimento (COSTA FILHO et al., 2017). Alencar et al. (2020) destacam que 0s
residuos podem ser denominados organicos, provenientes da agricultura e pecuéaria, e
inorganicos, provenientes de embalagens de insumos agricolas e veterinarios e residuos
domésticos rurais. Sendo assim, pode-se afirmar que existe uma vasta quantidade de residuos
agroindustriais. Em alguns casos, estes podem ser denominados subprodutos, por possuirem
diferentes aplicacdes devido, por exemplo, a sua riqueza em nutrientes, como fibras, proteinas,
carboidratos, entre outros. Nesse caso, 0s subprodutos se tornam uma boa alternativa como
fonte de nutrientes para microrganismos (MELO, 2021; PANESAR et al., 2016).

Assim, o desenvolvimento de projetos que visam a reutilizacdo desses subprodutos para
minimizar seus impactos e gerar produtos e solucdes de valor agregado € muito importante.

Neste contexto, o presente trabalho visou aplicar trés subprodutos da industria de alimentos na
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producéo de células integras com lipase ligada ao micélio, em busca de Ihes proporcionar uma
alternativa de destino aplicavel. Para isso, foram utilizados subprodutos de facil obtencdo na
regido de Pocos de Caldas-MG: o okard, bagaco de malte e soro de queijo.

3.1.1 Okara

O cultivo da soja no Brasil se deu no inicio do século XX e com um crescimento no
interesse pelo produto e seus derivados, como o 6leo, sua producdo foi ampliada em meados
dos anos 70, sendo o Brasil considerado um dos maiores produtores de soja do mundo,
juntamente com os Estados Unidos, China e Argentina na época. Nos ultimos anos, a producao
de soja cresceu muito no Brasil. Segundo dados da Embrapa Soja (2021) a safra de 2020/21
teve uma producdo mundial de 362,947 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o maior produtor
de soja do mundo com uma producdo de 135,409 milhdes de toneladas, seguido dos Estados
Unidos com 112,549 milhdes de toneladas produzidas. Os estados com mais produtividade de
soja sdo Mato Grosso (35,947 milhGes de toneladas), Rio Grande do Sul (20,164 milhdes de
toneladas), Parana (19,872 milhdes de toneladas) e Goiads (13,720 milhGes de toneladas),
respectivamente (EMBRAPA SOJA, 2021).

A partir do processamento da soja, tem-se diversos produtos, subprodutos e residuos.
Dentre os alimentos derivados da soja, pode-se destacar o seu extrato hidrossollvel,
popularmente conhecido como “leite de soja”. Este € um produto obtido da trituracdo,
maceracao e prensagem dos grdos de soja. Assim, a partir desse processo, € possivel obter um
subproduto de polpa amarelada, denominado okara (PAULA et al., 2019; PEREIRA, 2017).

O okara é composto por diversos nutrientes, como: lipideos, proteinas, carboidratos e
fibras. Durante o processo de obtengdo do “leite de soja”, para cada 1 kg de grdos de soja
utilizados, tem-se a producdo de 1,1 kg de okara fresco (com alto teor de umidade) (PEREIRA,
2017). Estudos demonstram que apesar de seu alto valor nutricional, o okard ndo possui um
valor de mercado atraente, pois devido a sua elevada umidade se torna um produto altamente
perecivel (MULITERNO et al., 2017).

Na figura 1, tem-se o okaré utilizado no desenvolvimento desse trabalho
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Figura 1 — Subproduto da indUstria de soja - okara

Fonte: prépria autora.

3.1.2 Bagaco de Malte

No mundo todo, a cerveja é uma das bebidas mais produzidas e consumidas, sendo seu
principal ingrediente, 0 malte de cevada. O Brasil é considerado um dos maiores produtores de
cerveja do mundo, ocupando o terceiro lugar com uma producdo de aproximadamente 14
bilhdes de litros de cerveja por ano (CHIMINI et al., 2020). Conforme mostrado por Marcusso
e Muller (2019), a producdo da bebida cresceu exponencialmente no pais apds a grande
implementacdo de pequenas cervejarias. Esse fato é comprovado quando o numero de
cervejarias registradas cresce de 200 para quase 900 entre os anos de 2013 e 2018. No ano de
2020 esse numero cresceu para 1383 (MAPA, 2021)

Contudo, essa producdo gera um alto volume de residuos sélidos e liquidos, chegando
a reduzir cerca de 20L do volume final de 4gua cervejeira de uma producéo de 100L, visto que
possuem um teor de umidade entre 80 e 90%, impactando a producéo, seu rendimento e a
geragdo de efluentes. Esses residuos sdo conhecidos como trub, bagaco de malte e levedura
residual (RECH, ZORZAN, 2017). Dos trés, o bagaco de malte é o mais abundante e apesar de
apresentar alto valor nutricional, possui um valor de mercado muito baixo, as vezes inexistente,
e um volume anual de producéo relativamente alto. Este se origina apds a mosturagéo, onde ja
foi constituido o mosto doce e corresponde a aproximadamente 85% dos residuos solidos
gerados em todo o processo produtivo (ALIYU; BALA, 2011; CHIMINI et al., 2020).
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Segundo Rech e Zorzan (2017) tem-se cerca de 130 kg de bagaco para cada 100 kg de
gréos utilizados no processo e apesar do seu principal destino - alimentagdo animal (aves,
suinos, bovinos, etc) -, 0 bagaco de malte representa um problema para os pecuaristas, uma vez
que seu armazenamento adequado € dificultado devido ao alto teor de umidade, gerando
contaminagdes e uma perca consideravel do produto, tornando essa aplicacdo inviavel.
(ALIYU; BALA, 2011; PARPINELLI, 2016). Na figura 2 esta apresentado o bagaco de malte
utilizado no desenvolvimento desse trabalho.

Fonte: prdpria autora.

3.1.3 Soro de Queijo

O Brasil apresenta uma grande producao de derivados de leite, principalmente o queijo.
Segundo dados da Embrapa Gado de Leite (2018), em 2017 foram produzidos cerca de 1 milh&do
de toneladas de queijos no Brasil

Dentro da producéo de queijos, tem-se a formacéo de um subproduto denominado soro
de queijo. Este representa cerca de 85 a 95% do volume total de leite utilizado na producdo e
pode apresentar em torno de 55% dos nutrientes que compde o leite. Além disso, suas
caracteristicas podem variar de acordo com as mudangas na alimentacdo do animal, a origem
do leite — cabra, vaca, blfala, etc. — o estdgio da lactacdo, a época do ano, o processamento do
produto e as enzimas utilizadas (BRAZ, 2019; GANJU; GOGATE, 2017).

O soro é comumente composto por lipidios, sais minerais, proteinas, lactose e agua,
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além de apresentar uma alta Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), podendo ser superior ao
efluente doméstico cerca de 175 vezes, tornando seu tratamento extremamente necessario e
ocasionando restricdes quando ao descarte inadequado (BRAZ, 2019; ESCALANTE et al.,
2018). Ja existem diversas alternativas para gerenciar esse residuo, como, por exemplo, 0s
tratamentos biol6gicos que promovem a obtencdo de produtos de maior valor agregado como
o0 etanol, biogas, acidos orgénicos, processo que visdo a reducdo da carga organica, como a
floculagéo, ozonizacéo, entre outros (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).

O soro de queijo esta diretamente ligado a producdo de enzimas, sendo a mais comum
a lactase. Além dela, tem-se a possivel obtencdo de lipase, amilases e proteases (TAVARES;
MALCATA, 2015). Na Figura 3 abaixo, tem-se apresentado o soro de queijo utilizado nesse

trabalho para a producdo da enzima lipase ligada ao miceélio.

Figura 3 - Subproduto da industria de laticinios - soro de queijo

e
—————
R

Fonte: prépria autora.

3.2 ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas conhecidas por sua alta especificidade como catalizadoras.
Para que uma enzima exerca sua funcao, existem alguns parametros adequados, variando para
cada tipo e aplicacdo, sendo os principais pH e temperatura. Além disso, por ndo apresentarem
toxicidade e possuirem biodegradabilidade, sdo excelentes op¢des para substituir catalisadores
quimicos. Contudo, sabe-se que o processo de produgdo e purificacdo de enzimas apresenta um
alto custo (SINGH et al., 2016).

Alguns fatores podem afetar a atuagdo da enzima de forma eficaz, reduzindo sua
atividade enzimatica, afetando diretamente sua estrutura molecular. Quando submetida as

condicdes externas que diferem das suas ideias, as enzimas sofrem mudanca na sua estrutura
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molecular, podendo perder totalmente sua atividade enzimatica, ou seja, desnaturar (BRAZ,
2019).

No ambito industrial, as enzimas sdo altamente empregadas em diversos setores
produtivos, como no tratamento de efluentes, producédo de papel e celulose, producgéo téxtil,
biocombustiveis, entre outros (ZAVARISE; PINOTTI, 2020).

Segundo dados de 2022 da International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(ITUBMB, 2022), as enzimas se apresentam em sete diferentes classes, sendo elas:

e Oxidorredutases: enzimas que catalisam reagdes de oxida¢do-reducéo. Exemplo:
citocromo oxidase, lactato desidrogenase;

e Transferases: enzimas que transferem um grupo (por exemplo: metil, glicosil)
de um composto para outro. Exemplo: acetato-cisane, alanina deaminase;

e Hidrolases: enzimas que catalisam a hidrélise de diferentes reacfes. Exemplo:
lipase, sacarase;

e Liases: enzimas que clivam liga¢bes C-C, C-N, C-O e outras por meio diferentes
da hidrdlise e oxidacdo. Exemplo: oxalato descarboxilase, isocitrato liase;

e Isomerases: enzimas que catalisam mudancas dentro de uma unica molécula
Exemplo: glicose fosfato isomerase, alanina racemase;

e Ligases: enzimas que catalisam a unido de duas moléculas ou de partes de uma
molécula com concomitante hidrolise da ligacdo difosfato no ATP ou um
trifosfato similar. Exemplo: acetil-CoA sintase, SNA-ligase;

e Translocases: enzimas que catalisam o movimento de ions ou moléculas través
de membranas ou a sua separacao dentro das membranas. Exemplo: menaquinol

oxidase, carboxibiotina descarboxilase.

Dentre as classes mencionadas, a que se destaca como aquela com maior relevancia
tecnoldgica é a das Hidrolases. Isso pode ser justificado pelo fato de que as enzimas
pertencentes a essa classe apresentam maior robustez, ndo necessitam de coenzimas, em
maioria, sdo extracelulares, viabilizando sua utilizacdo em processos que necessitam de
enzimas purificadas, e com mecanismo cinético consideravelmente simples. Essa classe
representa cerca de 75% do mercado de enzimas industriais e dentro dela, pode-se destacar as
enzimas as proteases, lipases e carboidrases como aquelas responsaveis por cerca de 70% do

faturamento nesse setor (BRAZ, 2019). Nesse trabalho, sera estudada a enzima lipase.

3.3 LIPASE
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As lipases (glicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3) sdo enzimas que se apresentam em
diversidade na natureza, sendo obtidas a partir de animais, vegetais e microrganismos, como 0s
fungos e bactérias (IGARASHI, 2018; MAROTTI, 2016). Estas enzimas sdo responsaveis por

catalisar diferentes reacdes, como apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Reacdes catalisadas por lipase
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Fonte: Adaptado de Remonatto et al. (2022).

A utilizacdo da lipase como catalizador de reacdo possui diversas aplicacdes. Dentre
elas, pode-se destacar a formulacdo de produtos detergentes, sintese de biodiesel, producdo de
biosensores, extracdo de gordura do couro, tratamento de residuos e efluentes, entre outros
(SARMAH et al., 2018). As lipases podem ser obtidas na natureza através de uma fonte vegetal
(frutas, grdos, sementes) animal (em alguns tecidos) e microbiana (bactérias, fungos), contudo
a fonte mais utilizada ¢ a microbiana, devido as suas enzimas demonstrarem uma alta
especificidade ao substrato e uma variedade nas propriedades cataliticas (IGARASHI, 2018;
MELANI, TAMBOURGI; SILVEIRA, 2019).

3.3.1 Lipases Microbianas originadas de Fungos Filamentosos

Dentre as distintas fontes de lipase, aquelas que compdem um grupo importante para a

aplicagdo biotecnoldgica sdo as originarias de microrganismos e devido a versatilidade das suas
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propriedades, ou seja, estas apresentam uma interessante atividade enzimética e uma interacdo
bem especifica com o substrato (IGARASHI, 2018). Além disso, estas enzimas sdo as mais
aplicadas industrialmente, pois possuem uma facilitada producdo em larga escala. Isso se
porque essas enzimas sdo mais comumente produzidas na forma extracelular, possuem uma
temperatura 6tima de operacdo mais amena e uma faixa de pH maior. Uma das fontes mais
importantes dessas lipases sao os fungos filamentosos (MAROTTI, 2016).

Desde 1950, alguns trabalhos vém analisando a viabilidade da producdo de lipases
através de fungos, tendo elas propriedades interessantes, como a estabilidade em solventes
organicos, térmica e em meios com pH elevado (ANDRADE et al., 2014; BRAZ, 2019;
CHINAGLIA et al., 2014; LI et al., 2010; MAROTTI, 2016; ZAVARISE; PINOTTI, 2020).
Contudo, ainda é restrito 0 nimero de espécies produtoras de lipase com caracteristicas estaveis
para utilizacdo e futura aplicacdo industrial, por isso €& de extrema importancia o
desenvolvimento de novos trabalhos que explorem a fundo as espécies produtoras da enzima.
Trabalhos recentes mostram a producéo de lipase a partir de espécies de fungos filamentosos
do género Aspergillus (CONG et al., 2019; LIMA et al., 2019; MEHTA; GROVER; GUPTA,
2018), os pertencentes ao género Penicillium (ALVES et al., 2019; MAROTTI, 2016;
VARDANEGA et al., 2010) e ao género Mucor (ANDRADE et al., 2014; ANDRADE et al.,
2012; CARVALHO, 2015).

As lipases microbianas podem ser separadas em duas classes: intracelulares e
extracelulares. Os microrganismos produtores de lipases intracelulares possuem elas
armazenadas em sua estrutura celular, podendo necessitar, posteriormente de uma ruptura das
células e separacdo, enquanto as extracelulares sdo secretadas para o meio diretamente
(GEOFFRY; ACHUR, 2018; MEHTA; BODH; GUPTA, 2017). Existem, também, as
chamadas lipases ligadas ao micélio. Estas podem ser definidas como lipases ligadas a biomassa
fungica produzida e possuem uma aplicacdo direta como biocatalisador, minimizando, ou até
eliminando, etapas de alto custo como a purificacdo e imobilizacdo (LIMA et al., 2019;
MAROTTI, 2017).

O termo “ligada ao micélio” se aplica a todas as enzimas que ficam aderidas as células
depois da separacdo entre as células e 0 meio de cultura. Estudos acerca das células integras,
ou com lipase ligada ao micélio, vém sendo desenvolvidos desde 1979 e isso se da pela sua
aplicacdo em biocatélise. Trabalhos mais recentes apresentam a lipase ligada ao micélio com
alta atividade lipolitica e com aplicacGes em reacdes proprias da lipase (ANDRADE et al.,
2012, 2014; BRAZ, 2019; IGARASHI, 2018; XIAO et al., 2010; YOSHIDA et al., 2012).

Igarashi (2018) cita que semelhante a imobilizacdo convencional ja conhecida, nessas



24

celulas integras com lipase naturalmente ligada, existe uma reducdo na perda de atividade por
acdo de solventes e uma manutencdo da atividade por um periodo mais longo, uma vez que a
estrutura celular atua como uma matriz natural.

Nos ultimos anos, trabalhos foram desenvolvidos visando a producao de células integras
a partir de fungos filamentosos como os do género Aspergillus (GULDHE et al., 2016;
SOLARTE et al., 2014), Rhizopus (ARAYA et al., 2015; KYEONG; YEOM, 2014) e
Penicillium (DHEEMAN et al., 2011; MAROTTI et al., 2017). No geral, esses trabalhos
apresentaram células integras com alta atividade lipolitica e aplicadas as reacOes de
transesterificacdo, hidrélise e esterificacao.

Para a obtencédo da lipase microbiana, é necessaria a realizacdo do crescimento desses
fungos em um substrato. Esse processo € dado atraves de um cultivo e pode ocorrer no meio
solido (Fermentacdo em Estado Solido) ou meio liquido (Fermentagcdo Submersa) (RIGO et al.,
2021).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é aquela que ocorre em um meio sélido umido
ou em substratos insoldveis, ambos sem agua liquida disponivel, proporcionando um ambiente
semelhante ao natural no qual muitos microrganismos ja estdo adaptados. J& a fermentacéo
submersa (FS) ocorre em meio com excesso de agua, onde 0S microrganismos Sd0 Suspensos
em um meio liquido contendo nutrientes dissolvidos necessario para auxiliar no seu crescimento
(FARINAS, 2015; FERRAZ et al., 2018). Quando comparadas, a FS de destaca em relacéo a
FES, por proporcionar a facilidade maior do controle das variaveis do cultivo, além de facilitar
a transferéncia de calor e de massa por possuir agitacao constante. Contudo o uso de residuos
solidos é mais utilizado atualmente na FES (ZAVARISE; PINOTTI, 2020). Nesse trabalho foi
explorada a producdo de lipase ligada ao micélio por fermentacdo submersa utilizando os
fungos filamentosos Aspergillus oryzae e Penicillium citrinum. Posteriormente a biomassa com
células integras de maior atividade hidrolitica foram aplicadas simultaneamente a digestao

anaerébia de um efluente de abatedouro avicola.
3.4 DIGESTAO ANAEROBIA

A digestdo anaerobia vem sendo descrita na literatura como um processo biogquimico
que visa a estabilizacdo de residuos e acarreta a geracao de bioenergia (FARGHALI et al., 2020;
SIDDIQUE; WAHID, 2018). Ela se destaca como uma possibilidade versatil de tratamento de
efluentes, pois promove a obtencdo de bioenergia através da conversdo da matéria organica em
biogas com elevada concentracdo de metano, além de possibilitar a reducdo de odores e da
emissé@o de gases do efeito estufa (NESHAT et al., 2017).
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Esse processo é dividido em 4 etapas. Inicialmente tem-se a hidrélise, onde ocorre a
decomposicdo de substancias organicas de maior complexibilidade, como os carboidratos,
lipidios, proteinas, seguido da acidogénese, onde as bactérias convertem os produtos da
hidrélise em moléculas que apresentam menor peso molecular, como os élcoois, acidos graxos
volateis e 0s gases dioxido de carbono, amdnia e hidrogénio. Apds a acidogénese ocorre a etapa
denominada acetogénese, onde 0s gases produzidos anteriormente sdo consumidos pelas
bactérias acetogénicas para formar acido acético e outros produtos, utilizados na Gltima etapa,
a metanogénese, como substrato para as arqueas metanogénicas, proporcionando, nessa etapa,
a geracdo de gas metano e dioxido de carbono (KAINTHOLA et al., 2019; LI; CHEN; WU,
2019; LIEW, et al., 2020; PRAMANIK, et al., 2019;).

Em seu processamento, o biogas é constituido, principalmente, de metano (CHs) e
dioxido de carbono (CO.), com teor entre 50 e 75% de CH4 e 25 a 50% de CO», contendo,
ainda, teores residuais de outros gases e pode ser aplicado para geracdo de energia, aquecimento
e até combustivel (AZ1Z; HANAFIAH, 2020; KAINTHOLA; KALAMDHAD; GOUD, 2019).

Alguns fatores podem influenciar negativamente o rendimento da digestdo anaerobia,
sendo a temperatura e o pH dois parametros bem importantes nesse processo, além da taxa de
carga organica, concentracdo de acidos graxos volateis e a relagdo Carbono Nitrogénio
(KAINTHOLA; KALAMDHAD; GOUD, 2019).

O pH é uma variavel de alta influencia no processo de digestdo anaerdbia, visto que
afeta diretamente na taxa de geracdo de produtos e crescimento dos microrganismos. Em cada
etapa da digestdo anaerdbia, 0os microrganismos apresentam uma faixa melhor de pH de
atuacdo, variando entre 6,5 e 8 e que em condi¢fes mais cidas a atividade metanogénica é
reduzida (DUPONT, 2021). Dentre os microrganismos envolvidos na digestdo anaerobia, as
argueas metanogénicas, que sao responsaveis pela producdo do metano no biogas, possuem
uma sensibilidade a variacdes grandes de pH, sendo essa faixa, entre 6,5 e 8,0, ideal para ndo
afetar esses microrganismos (KAMYAB; ZILOUEI, 2021).

Outro parametro importante nesse processo € a temperatura, pois ela afeta diretamente
no metabolismo dos microrganismos envolvidos nesse processo (ARAUJO, 2021). Em
temperaturas mais elevadas, pode-se obter uma maior velocidade de crescimento e maior
reducdo de possiveis agentes patogénicos e , para cada faixa de temperatura especifica para um
melhor desenvolvimento, tem-se uma classificagdo para 0s microrganismos, sendo eles:
psicrofilicos (temperaturas inferiores a 25°), mesofilicos (temperaturas entre 25°C e 45°C) e
termofilicos (temperaturas entre 45°C e 60°C) (MENEZES et al., 2015; SBERA: EMBRAPA
SUINOS E AVES, 2022; SBERA: EMBRAPA SUINOS E AVES, 2019). O controle dessa
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temperatura é de extrema importancia, uma vez que 0S microrganismos mais sensiveis as
variacOes de temperatura sao aqueles presentes nas etapas de acetogénese e metanogénese, com
temperatura ideal entre 30 e 35°C (meso6fila) e 50 a 55°C (termdfila). A queda na temperatura
durante o processo pode acarretar a redugdo do rendimento na producgdo do biogéas (SBERA:
EMBRAPA SUINOS E AVES, 2022).

Das quatro etapas envolvem a digestdo anaerdbia, a hidrdlise se destaca como o gargalo
do processo e um dos fatores que ocasiona um maior tempo para que essa etapa ocorra é reducao
da eficiéncia ocasionada pela falta de acesso simultdneo dos microrganismos a agua e ao
substrato, uma vez que estes acabam retidos na interface agua/6leo (MARCHETTI, et al., 2020;
PASCALE, et al., 2019). Sendo assim, € viavel o estudo de uma aplicacdo nessa etapa, que
reduza seu tempo e facilite o restante do processo, como, por exemplo, o pré-tratamento

enzimatico.
3.4.1 Influéncia do pré-tratamento enzimatico na digestdo anaerdbia

O tratamento anaerobio utilizando reatores se destaca ha alguns anos como uma
alternativa bastante atrativa quando comparado aos processos aerdbios tradicionalmente
aplicados. Isso se da pela possibilidade da geracdo de bioenergia, mais especificamente do
biogas, uma reducdo na geracdo de biomassa, na demanda energética e na area requerida
(BRAZ, 2019). Contudo, um fator que influencia negativamente esse tipo de tratamento € o alto
teor de gorduras, que pode ocasionar a presenca de escuma na superficie dos reatores,
provocando o entupimento e a geracao de fortes odores (BRAZ, 2019; MENDES; PEREIRA;
DE CASTRO, 2006).

Sabe-se que a etapa de hidrolise em um processo de digestdo anaerdbia €, normalmente,
a etapa limitante. Sendo assim, a aplicacdo de uma etapa anterior a hidrolise (pré-tratamento),
com o uso de métodos quimicos, bioldgicos e/ou fisicos visando a reducdo nessa etapa limitante,
acarretaria um menor tempo de hidrolise e, consequentemente, uma maior producdo de metano,
tornando o biogas mais produtivo (ZHANG; HU; LEE, 2016). Para isso, pode-se utilizar de pré-
tratamentos fisicos, sendo eles térmicos e mecanicos, quimicos ou bioldgicos. Destes
mencionados, o pré-tratamento bioldgico, utilizando a aplicacdo de enzimas se destaca
positivamente, pois as enzimas sdo catalizadores com alta seletividade e conseguem atuar em
temperaturas brandas (entre 30°C e 70°C) e pressao atmosférica, além disso os pré-tratamentos
enzimaticos ndo possuem elevado consumo energético e ndo geram grandes volumes de
subprodutos (CORDOVA et al., 2018).

Nesse estudo foi avaliada degradacdo de um efluente de abatedouro avicola tendo a
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aplicacdo de células integras com lipase ligada ao micélio simultanea a digestdo anaerdbia,

visando reduzir o tempo de hidrolise do processo.
3.5 EFLUENTE DE ABATEDOURO AVICOLA

O efluente gerado a partir do processamento de aves apresenta uma alta DQO, turbidez,
teor de s6lidos, pH um pouco &cido e coloracao opaca, devido a presenca de visceras, restos de
carne, 0ssos, gordura animal e penas (FERREIRA et al. 2018).

Segundo o relatério de 2022 da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), em
2021 o Brasil apresentou uma producéo de carne de frango de 14.329 milhdes de toneladas,
com 67,83% dessa producdo direcionada para 0 consumo no mercado interno e 32,17% para
exportagdo, sendo o terceiro maior produtor mundial deste ramo, atras apenas dos Estados
Unidos e da China, com 20.378 e 14.700 milhdes de toneladas produzidas, respectivamente.
Das regifes com maior producéo desse tipo de carne, o Sul se destaca como a regido com maior
porcentagem de abate de frango do pais, sendo o Parana o maior produtor, com 35,54%, seguido
por Santa Catarina com 14,89% e Rio Grande do Sul com 13,65% (ABPA, 2022). O
crescimento do pais como produtor de carne de frango contribui, consequentemente, com o
aumento na geracdo de efluentes. Em um processo de producédo de carne de frango, para cada
ave abatida sdo gastos cerca de 30 L de agua em todo o processo, desde a entrada do animal até
a expedicdo do produto final, abrangendo, por exemplo, a limpeza de equipamentos, maquinas
e instalacbes (DE MORAIS; COHIM, 2022).

Para o tratamento de efluentes de abatedouros avicolas ainda ndo sdo muito utilizadas
propostas alternativas. Sendo assim, o presente trabalho visa estudar a aplicacdo da digestao
anaerdbia simultanea ao tratamento enzimatico como uma opcdo de tratamento desse tipo de

efluente.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Microrganismos

Neste trabalho foram utilizados os fungos Aspergillus oryzae (URM 5638), apresentado
na figura 5a, e Penicillium citrinum (URM 4216), apresentado na figura 5b, ambos fornecidos
pelo Instituto de Microbiologia de Recife, localizado na Universidade Federal de Pernambuco
(Recife/PE, Brasil). Os fungos foram armazenados em tubos de ensaio contendo o meio BDA
(Batata Dextrose Agar), conforme apresentado Figura 5 (a e b), sob refrigeracéo e repicados
sempre que necessario.

Figura 5 - Fungos utilizados no desenvolvimento do trabalho

Fonte: prépria autora.
Legenda: a) Fungo Aspergillus oryzae (URM 5638); b) Fungo Penicillium citrinum (URM

4216).

4.1.2 Meio de Cultura

Para a formulacdo do meio de cultura para fermentacdo submerso foram utilizados
subprodutos da industria de alimentos como fonte de nutrientes, sendo eles: okara (proveniente
da industria de soja — fornecido por produtores de tofu de Pogos de Caldas-MG), bagaco de
malte (indUstria cervejeira — fornecido por cervejarias de Pogos de Caldas-MG) e soro de queijo
(indastria de laticinios — fornecido por industrias de Pogos de Caldas-MG). Utilizou-se,
também, Oleo residual (fonte domeéstica - Pogos de Caldas — MG) como principal fonte de
carbono e indutor da producéo de lipase pelos fungos no meio. Além dos subprodutos, 0 meio

foi suplementado com os sais NaNO;, KH,PO, e MgS0,.7H,0, conforme adaptado de
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Ferreira et al. (2021).
4.1.3 Efluente de abatedouro avicola

Para a etapa de metanogénese, utilizou-se um efluente fornecido por um abatedouro

avicola localizado na cidade de Itapira-SP.
4.1.4 Lodo anaerdbio

Para o desenvolvimento da metanogénese, utilizou-se um lodo cedido pelo Centro de
Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) da Universidade Federal de Minas Gerais,
localizado em Belo Horizonte-MG, onde era aplicado em um reator metanogénico de fluxo

ascendente para o tratamento de esgoto doméstico.
4.1.5 Reagentes

A Tabela 1 apresenta os reagentes utilizados durante os ensaios realizados neste

trabalho, com suas respectivas marcas e grau de pureza.

Tabela 1 - Reagentes utilizados durante o estudo.

REAGENTE MARCA GRAU DE PUREZA
Azeite de Oliva Extra Virgem Carbonell (mercado -
local)

Goma Arabica P6 Pura Synth -
Alcool Etilico Absoluto P.A. Exodo Cientifica 99,80%
Hidroxido de Potassio P.A. Neon 85%

Acido Bérico Synth 99,5%
Cloreto de Potéssio Synth 99%
Nitrato de Sodio P.A. Synth 99%
Fosfato de Potassio Monobasico 0
Anidro P.A. Synth 9%
Sulfato de Magnésio (7H20) P.A. Synth 98 - 102%
Fosfato de Sodio Bibasico Anidro Vetec 99.5%
P.A.
Hidroxido de Sodio Fisher Scientific 98,86%
Hexano P.A. Neon -

Fonte: prépria autora.
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Na Tabela 2, estd apresentada a relacdo de equipamentos utilizados ao longo desse

trabalho, com suas respectivas marcas e modelos.

Tabela 2 - Equipamentos utilizados durante a execucao do presente trabalho.

EQUIPAMENTO MARCA MODELO
Incubadora Shaker SOLAB SL —222
Autoclave Vertical PRISMATEC CS
Cabine _de,Sefguranga PACHANE PA 040
Biologica
Incubad_ora Shaker SOLAB SL_ 223
Refrigerada
Estufa com (Elrcula(;ao e SOLAB SL - 102/1000
Renovacéo de Ar
o MARTE
Balanca Analitica CIENTIEICA ATY?224
Banho Sorologico SOLAB SL 151
Forno Mufla NOVA NI 1385
Centrifuga SOLAB SL-700
LOGEN
Rota Evaporador SCIENTIEIC LSRE-52CS-BA
. MACHEREY -
Digestor NAGEL SN NV40951
A MACHEREY -
Espectrofotémetro NAGEL SN NVIS1324

Fonte: prépria autora.

4.3 METODOS

4.3.1 Preparo do meio de cultura e dos biocatalisadores

Baseado em Ferreira et al. (2021), foram definidas formulagGes para 0 meio de cultura.
A Tabela 3 apresenta a formulacéo referente a cada subproduto utilizado para a elaboragéo de

1 litro de meio de cultura.



Tabela 3 - Formulagéo de 1 litro do meio de cultura para cada subproduto agroindustrial utilizado como fonte de nutrientes.

Vel SUBPRODUTO S%AP;?D%QO sﬁ%lﬁggﬂgu[)fc) AGUA NaNOs KH,POs; MgSO.7H:O0  OLEO
AGROINDUSTRIAL % O L () ©) ©) RESIDUAL (g)

M1 Okara 70,00 0,00 1,00 1,00 1,00 0,50 30,00
M2 Bagaco de Malte 70,00 0,00 1,00 1,00 1,00 0,50 30,00
M3 Soro de Queijo 0,00* 1,00 0,00 1,00 1,00 0,50 30,00

Fonte: prépria autora.
* Para 0 preparo do meio contendo soro de queijo, utilizou-se 1 litro do soro e ndo 1 litro de 4gua, uma vez que este € liquido.
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Para 0 meio de cultura contendo okara ou bagaco de malte, primeiro preparou-se um
extrato desses subprodutos, uma vez que possuem nutrientes insoliveis em &gua. Assim,
utilizou-se 70 g do subproduto em 1 litro de &gua destilada pré-aquecida a 31°C, visando
facilitar a dissolucéo, conforme descrito na tabela 4. Essa mistura foi agitada por 20 min & 12
rpm e, apos decorrido esse tempo, foi filtrada a vacuo e o extrato obtido foi utilizado no preparo
do meio de cultura conforme descrito abaixo. Para o okara a solubilidade obtida foi de 17,32%
e para o bagaco de malte 22,62%.

Para o preparo dos biocatalisadores (células integras), aplicou-se a metodologia
adaptada de Alves et al. (2019), onde o meio de cultura liquido elaborado conforme a
formulacéo apresentada acima foi autoclavado a 121°C por 20 min para a realizacao do cultivo
submerso. No preparo do inoculo, o fungo foi levemente raspado sob suspensao de 10 mL agua
estéril até a obtengdo de um meio turvo. Um volume de 0,3 mL, contendo aproximadamente
107 esporos do microrganismo, foi inoculado em 100 mL do meio de cultura, que foram
incubados a 30°C e 170 rpm por 72h em uma incubadora de agitacéo orbital (Marca Solab: SL-
222). Ap6s o periodo de incubacdo, realizou-se a filtracdo a vacuo no funil de Buchner,
separando a biomassa produzida do caldo fermentado. A biomassa foi lavada com agua
destilada até que o filtrado tivesse aspecto cristalino, seca por prensagem manual sob um papel

absorvente, embalada e armazenada sob refrigeracao para testes posteriores.
4.3.2 Atividade hidrolitica

Seguindo a metodologia adaptada de Andrade et al. (2014), através da hidrélise de
emulsdo de azeite de oliva foi mensurada a atividade hidrolitica da lipase. Para isso,
prepararam-se 5 mL de um substrato contendo 10% (v/v) de azeite de oliva e 90% (v/v) de
goma arabica a 3% (m/v). Em seguida, foram adicionados ao substrato, 4 mL de tampé&o fosfato
pH 7,0 e essa mistura foi agitada vigorosamente até ficar homogénea, formando uma emulséo.
Para quantificar a atividade hidrolitica, nesta emulsdo adicionou-se 0,3g (massa seca) de
biomassa contendo lipase ligada ao micélio ou 0,5 mL do caldo fermentado. Os frascos foram
levados a uma incubadora shaker a 37°C e 120 rpm por 10 minutos. Finalizado o periodo de
incubacdo, interrompeu-se a reacdo com a adi¢do de 10 mL de uma mistura etanol e agua (1:1).
Através do método de titulagdo direta, realizou-se a titulacdo dos &cidos graxos liberados no
meio, tendo uma solucdo de KOH (0,020 M) como titulante e fenolftaleina como indicador.
Definiu-se que uma unidade de atividade enzimatica (U), nas condicGes reacionais a 37°C, €
igual a quantidade de biocatalisador seco que libera 1umol de acido graxo livre por um minuto

e o calculo de atividade foi realizado através da Equacéo 1.
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- *M*103
Atividade hidrolitica = YA=Y2M*107 (1)

txm

Onde: Atividade hidrolitica (U/g ou U/mL); V1 (mL) é p volume de KOH gasto na titulagdo da amostra; V2 (mL)
¢ 0 volume de KOH gasto na titulagdo do branco; M (M) é a molaridade da solucdo de KOH utilizada; t (min) é o
tempo de reacdo; m (g ou mL) é a massa da amostra de biomassa ou o volume da amostra de caldo fermentado.

4.3.3 Teor de umidade

Para definir a quantidade de biomassa seca a ser utilizada, € necessario determinar sua
umidade. Assim, o teor de umidade (%) foi determinado com base no método adaptado do
Instituto Adolfo Lutz (2008). Esse método consistiu no preparo prévio dos cadinhos, colocando-
0s para secar em uma estufa a 105°C por 24 h. Apos preparados, os cadinhos foram transferidos
para um dessecador até esfriarem completamente e sua massa inicial foi mensurada. Em
seguida, nos cadinhos ja frios, adicionou-se 0,15 g da amostra de biomassa Umida a ser
determinado o teor de umidade e estes foram levados a estufa por 24 h sob uma temperatura de
105°C. Ao final do tempo a massa final do cadinho mais a amostra seca foi determinada e o

teor de umidade calculado conforme a Equagéo 2.

Teor de umidade [%] = (maizmar) | 100 (2)

ai

Onde: m.i (g) é a massa inicial da amostra (antes da estufa); mar (g) € a massa final da amostra (apds a estufa).

A massa final da amostra (maf) foi determinada através da Equacéo 3.
maf = mfc — Mic (3)

Onde: m¢ (g) é a massa final do cadinho (apés a estufa e com a amostra); mic (g) é a massa inicial do cadinho
(ap6s a estufa e sem a amostra).

4.3.4 Obtencado da curva de crescimento microbiano

Para determinar o tempo ideal de cultivo para o fungo, realizou-se a obtencdo da sua
curva de crescimento. Para isso, foi preparado o meio de cultura, em duplicata, conforme
descrito na secdo 4.3.1 para a melhor condi¢do obtida apds os ensaios realizados conforme
descrito na mesma secdo. A curva foi obtida para um total 144 h, onde as amostras foram
retiradas a cada 24 h e mensuradas sua atividade hidrolitica, conforme a metodologia descrita

na secdo 4.3.2, e sua massa total de biomassa produzida.

4.3.5 Caracterizacdo quanto aos parametros bioquimicos da enzima
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4.3.5.1 Determinagdo do pH e temperatura étimos de atuacdo da enzima produzida

Para determinar o melhor pH de atuacdo da lipase ligada ao micélio produzida, utilizou-
se solucGes de tampéo fosfato com pH 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0 e solucbes de tampao
borato com pH 8,5 e 9,0. Essas solugdes foram aplicadas ao método da atividade hidrolitica
descrito na secdo 4.3.2 para determinar a faixa de pH 6timo da lipase com temperatura de
operacgéo do shaker fixa em 37 °C.

Apo6s determinado o pH 6timo, realizou-se 0 mesmo teste utilizando o tampdo com o
pH obtido e variando a temperatura do shaker, a fim de verificar a faixa na qual a enzima lipase
apresenta uma maior atividade hidrolitica. Os valores de temperatura avaliados foram: 30°C,
37°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C e 60°C.

4352 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi determinada com base na adaptacdo da metodologia descrita
por Marotti (2016), onde foram preparadas amostras contendo 0,3g de biomassa seca. Esta foi
incubada em 4 mL do tampéo fosfato com pH 6timo pré-definido por 24 horas em um banho
termostatizado sob diferentes temperaturas, sendo elas 40°C, 45°C, 50°C, 55°C e 60°C. As
amostras foram retiradas nos tempos 4h, 8h, 18h e 24h. Apds o periodo de incubacéo, as
amostras receberam 5 mL da emulsdo contendo o substrato descrito na secdo 4.3.2, e

determinou-se as atividades hidroliticas conforme o método descrito na mesma secgéo.
4.35.3 Teste de armazenamento da biomassa

Para observar o comportamento da enzima, a biomassa contendo lipase ligada ao
micélio foi submetida a armazenamento. Assim, parte da biomassa contendo a enzima foi
congelada a aproximadamente -6°C por 2 meses e apds esse periodo foi descongelada e sua
atividade hidrolitica foi mensurada. Outra parte foi apenas guardada sob refrigeracdo de
aproximadamente 5°C por 2 meses e ap0s esse periodo foi mensurada sua atividade hidrolitica
conforme a metodologia descrita na secao 4.3.2, utilizando os parametros 6timos determinados

para a enzima produzida.
4.3.6 Caracterizacao fisico-quimica dos residuos
4.3.6.1 Teor de solidos

Para determinar o teor de solidos, foram realizadas analises com base na adaptacéo da
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metodologia descrita por APHA (2017), onde para determinacdo dos sélidos totais, preparou-
se previamente os cadinhos, calcinando-os no forno mufla por 15 min a 550°C. Apos
calcinacdo, os cadinhos foram levados a estufa com temperatura de 103°C para resfriamento e
em seguida foram transferidos para um dessecador até atingirem a temperatura ambiente. Apos
o total resfriamento, aferiu-se a massa de cada cadinho (mz). Em seguida, inseriu-se em cada
cadinho o volume/massa da amostra a ser analisada, conforme apresentado na tabela 5, e foi
aferida a massa do conjunto recipiente e amostra (m2). Apos esse procedimento, 0s recipientes
contendo as amostras foram levados a estufa por 24h a 103°C. Decorrido o tempo, as amostras
foram resfriadas no dessecador até temperatura ambiente e aferidas as massas (ms).

Tabela 4 - Volume/massa das amostras utilizado na analise de sélidos.

AMOSTRA VOLUME (mL) MASSA (g)
Efluente Avicola 50,00 -
Lodo anaerdbio 20,00 -
Biomassa (células integras) - 0,25

Fonte: prépria autora.

Para determinacdo do teor de sdlidos fixos e volateis, apos o procedimento descrito
anteriormente, as amostras foram levadas ao forno mufla por 15 min a 550°C, em seguida foram
resfriadas na estufa a 103°C e posteriormente, para atingir a temperatura ambiente, foram
colocadas no dessecador. Em seguida foram mensuradas as massas das amostras (ms). Cada

teor de solidos foi calculado conforme as equacdes 4, 5 e 6.

_ (mz-mq)

%ST = Fe— * 100 4)
_ (mz—-my)

%WSEF = Fep— * 100 (5)
_ (my-mq)

%SV = Fep— * 100 (6)

Onde: %ST é o teor de sdlidos totais; %SF é o teor de solidos fixos; %SV é o teor de sélidos volateis; m; (mg) é
a massa do recipiente; m, (mg) é a massa do recipiente com a amostra (Umida); ms (mg) é a massa do recipiente
com a amostra de residuo seco ap0s retirada da estufa; ms (mg) é a massa do recipiente com a amostra ap6s

retirada do forno mufla.
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Pode-se, também, determinar a concentracao de sdlidos totais, fixos e volateis atraves

das equacbes 7, 8 e 9.

57 (22) < g
57 (22) = s ®
v (22) = ®

Onde: ST (mg/L) é a concentracdo de solidos totais; SF (mg/L) é a concentracdo de sélidos fixos; SV (mg/L) é a
concentracdo de solidos volateis; m; (mg) é a massa do recipiente; ms (mg) é a massa do recipiente com a
amostra de residuo seco apos retirada da estufa, m4 (mg) é a massa do recipiente com a amostra apos retirada do

forno mufla; V m(L) é o volume de amostra utilizado.
4.3.6.2 Teor de lipidios

Para determinar o teor de lipidios presente no efluente estudado, foi realizada a extracéo
direta em Soxhlet com base na metodologia adaptada de Instituto Adolfo Lutz (2008). Para isso,
inicialmente preparou-se as amostras, em triplicata, da seguinte forma: colocou-se uma porcao
de algodédo sobre duas folhas de papel filtro, em seguida foi despejado sobre o algoddao um
volume de 100 mL do efluente. Essas amostras no algoddo foram colocadas em cartuchos de
papel filtro previamente preparados e em seguida os cartuchos foram fechados e levados ao
equipamento Soxhlet. Os baldes de fundo redondo a serem utilizados na extracdo foram
previamente pesados e em seguida foi inserido em cada um 150 do solvente extrator n-hexano;
estes foram acoplados ao restante do sistema, conforme a figura 6. Montado todo o sistema,

ligou-se o0 aquecimento e apds o inicio da ebulicdo, a extracéo foi conduzida por 4 horas.



37

Figura 6 - Esquema de extracdo Soxhlet
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Fonte: prépria autora.

Terminado o tempo de extragéo, o solvente foi destilado em um rotaevaporador até total
recuperacdo do solvente. Em seguida, aferiu-se a massa final do baldo contendo a amostra e o

teor de lipidios calculado conforme a equacéo 10:
%Lipidios = % * 100 (10)

Onde m¢ (mg) € a massa final do baldo com a amostra de lipidios retida; m; (mg) é a massa inicial do baldo vazio.
Pode-se determinar, também, a concentracdo de lipidios através da equacgéo 11.

mg

Lipidios (T) =

mf—mi
v

(11)

Onde m; (mg) é a massa final do baldo com a amostra de lipidios retida; m; (mg) é a massa inicial do baldo vazio;

V (L) é o volume de amostra utilizado.

4.3.6.3 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Para analise da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foi realizada a analise com base
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em Standard Methods (APHA, 1998), onde, inicialmente, em triplicata, foram inseridos com o
auxilio de uma micropipeta 1,25 mL da amostra em tubos préprios para digestéo, sendo diluidas
em caso de amostras muito concentradas. Também foi preparado um branco contendo agua
destilada no lugar da amostra. Em seguida, nesses tubos foram inseridos, com o auxilio de
dispensadores automaticos, 0,75 mL de dicromato de potassio e, vagarosamente, 1,75 mL da
solucdo de sulfato de prata em &cido sulfurico concentrado. Preparadas as amostras, 0s tubos
foram fechados e, com cuidado, foram homogeneizadas as amostras. Em seguida, um digestor
foi previamente aquecido a 150°C e as amostras inseridas nele para digestdo por 2 h. Apos
finalizada esta etapa e total resfriamento das amostras, estas foram levadas a espectrofotometro,
procedendo-se a leitura das absorbancias em comprimento de onda de 620 nm. A concentracao
de DQO foi determinada conforme a curva de calibracdo do equipamento, descrita na equagéo
12.

X = (y+0,0154) . (1) (12)
0,0004 d
Onde: x (mg/L) é a DQO; d é o fator de diluicdo; y € a absorbancia.

4.3.7 Ensaio de Metanogénese

Os ensaios de Atividade Metanogénica Especifica (AME) foram realizados conforme a
metodologia adaptada de Alves et al. (2019) e em triplicata, a fim de avaliar a
biodegradabilidade anaerdbia do efluente de abatedouro avicola. O sistema foi montado
conforme apresentado na figura 7, onde utilizou-se reatores tipo batelada, sendo eles frascos
Duran® de 250 mL contendo 50 mL do efluente, com pH corrigido para 7 mediante a adigdo de
bicarbonato de sddio, 15 mL do lodo anaerdbio e 2 g de biomassa seca com lipase ligada ao
micelio. Esses reatores foram vedados hermeticamente e levados & uma incubadora shaker a
30°C e 100 rpm. Para analise da producdo de biogas, os reatores foram ligados a um outro
frasco Duran® de 500 mL localizado do lado externo da incubadora shaker, contendo 400 mL
de solucdo NaOH 15g/L. O frasco externo foi fechado hermeticamente, possuindo uma entrada
para 0 gas proveniente dos reatores batelada e uma saida para a solucdo de NaOH a medida que
0 gas era produzido. Essa saida para NaOH estava acoplada a uma proveta de 100 mL, onde foi
possivel determinar a producdo de gés através do deslocamento de NaOH e a variacdo de
volume na proveta. O ensaio ocorreu até esgotamento da producdo de gas, ou seja, ndo haver

mais variag¢do no volume na proveta e a solucdo de NaOH comecar a se direcionar aos reatores.
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Figura 7 - Sistema para ensaio de Atividade Metanogénica Especifica

)

Shaker

NaOH 15g/L

Fonte: prépria autora.

Apos finalizado o ensaio, cada amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 7 minutos e em

seguida o sobrenadante foi recolhido para aferi¢cdo do pH e analises de DQO.
4.3.7.1 Equacdo modificada de Gompertz

Apos obtidos os resultados dos ensaios de AME, estes foram ajustados conforme a
equacdo de Gompertz modificada (ALVES et al., 2019) e analisados utilizando a ferramenta
solver no Excel. Assim, para cada uma das condicdes avaliadas, conforme apresentado na tabela
6 da secdo 5.3.7.2, obteve-se através da equacdo 13 0s seguintes parametros: a taxa maxima de
producdo de metano (Rm), o tempo da fase de adaptacdo (1) — fase lag — e a produgdo maxima

de metano (mL).

H=P=xexp {—exp [Rm*e *(A—1t) + 1]} (13)

P

Onde: H é o volume de metano gerado (mL) em fung¢do do tempo (h); P (ML) é a producdo maxima de metano do

teste; Rm (mL/h) ¢ a taxa maxima de produc@o de metano; A (h) éo tempo da fase de adaptacéo (fase lag).

4.3.7.2 Analise estatistica das variaveis na atividade metanogénica especifica
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A fim de analisar a influéncia de alguns parametros na AME, realizou-se o planejamento
fatorial completo 23, para as variaveis temperatura (X1), agitacdo (X2) e pH inicial (X3),
conforme apresentado na tabela 5, tendo um total de 8 experimentos, todos eles realizados em
triplicatas. Assim, tem-se um fator de reprodutibilidade de 3 para cada ensaio. Para a variavel
temperatura, o nivel -1 é referente a temperatura ambiente, fixada em 25°C e o nivel +1
referente a temperatura de 30°C. Na varidvel agitacdo, foi estudada a influéncia da sua presenca
no ensaio, sendo assim, o nivel -1 se refere ao meio sem agitacdo e o nivel +1 com agitacao de
100 rpm. Por fim, para a variavel pH inicial, foi estudada a influéncia do pH natural do meio,
de 6,6 como o nivel -1 e o pH corrigido com bicarbonato de sodio para o valor de 7,0, como 0

nivel +1.

Tabela 5 — Matriz de planejamento fatorial completo 23
NIVEIS

ENSAIOS CODIEICADOS VALORES REAIS
X1 X9 X3 TEMPEORATURA AGITACAO oH inicial
(°C) (rpm)
Al -1 -1 -1 25 0 6,60
A2 +1 -1 -1 30 0 6,60
A3 -1 +1 -1 25 100 6,60
Ad +1 +1 -1 30 100 6,60
A5 -1 -1 +1 25 0 7,00
A6 +1 -1 +1 30 0 7,00
A7 -1 +1 +1 25 100 7,00
A8 +1 +1 +1 30 100 7,00

Fonte: prépria autora.

Apos realizados 0s ensaios para 0 planejamento experimental, os dados foram tratados

no software Protimiza (https://experimental-design.protimiza.com.br/).



https://experimental-design.protimiza.com.br/

41

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DA ESPECIE DE FUNGO E MEIO DE CULTURA COM MAIOR
POTENCIAL DE PRODUCAO DE LIPASE LIGADA AO MICELIO

Inicialmente, foi realizada a determinacdo de qual espécie de fungo filamentoso
combinado a um subproduto agroindustrial apresentava um maior potencial para producdo de
lipase ligada ao micélio. Para isso, foi realizada a producdo a partir das espécies A. oryzae, P.
citrinum e da combinacdo de ambas. Essa combinacdo de espécies foi testada visando analisar
a possibilidade de uma maior producdo de lipase ligada ao micélio quando combinados os
fungos. Para cada uma das especies foram realizados testes com diferentes fontes de nutrientes
provenientes da industria de alimentos, sendo elas, os subprodutos: okara, bagaco de malte e
soro de queijo, com formulacdo do meio de cultura conforme apresentado na tabela 3 da se¢éo
4.3.1. Assim, os cultivos foram realizados em triplicata e obtiveram-se os valores médios de
pH inicial e final do filtrado, concentracdo de biomassa ap0s 72h de cultivo e a atividade

hidrolitica do micélio e filtrado conforme apresentado na tabela 6.



Tabela 6 - Valores médios de concentracdo de biomassa seca produzida por litro de meio de cultura, pH inicial e final do cultivo, atividade do
miceélio e atividade do filtrado apds 72h de cultivo submerso para cada meio de cultura.

- ATIVIDADE
MEIO DE N ng%’fg;%gﬁo PHINICIALDO  pHFINALDO  ATIVIDADE DO DO
CULTURA CULTIVO CULTIVO MICELIO (Ulg)  FILTRADO
(g/L)
(U/mL)
A. oryzae 7.23+0,01 5,17 + 0,01 6,58 + 0,06 51,61 + 10,43 4,83 +0,43
M1 P. citrinum 10,85 + 0,22 5,17 + 0,01 5,59 + 0,04 37.41 + 6,34 2,35 + 0,69
A. oryzae +P. 7.35 + 0,00 5,17 + 0,01 6,54 + 0,01 25,74 + 9.9 3,43 + 0,27
citrinum
A. oryzae 18,01+ 0.14 5,47 + 0,08 5,76 + 0,01 30,67 + 6,75 0,32 + 0,00
M2 P. citrinum 15,53 + 0.17 5,47 + 0,08 6,38 + 0,04 14,84 + 2.10 1,73 +0.19
A. oryzae + P.
ryz 16,42  0.16 5,47 + 0,08 4,74 + 0,59 27.10 + 3,51 2.70 + 0,19
clitrinum
A. oryzae 14,30 + 0.04 6,12 + 0,05 5,26 + 0,07 9,73+ 1.54 3,02 + 0,49
M3 P. citrinum 30,12 0,29 6,12 + 0,05 5,67 + 0,05 10,34 + 3.34 3,82 + 0,80
A. oryzae + P.
ryz 17.22 +0.26 6,12 + 0,05 5,43 + 0,00 13.66 + 2.24 3,08 + 0,57
citrinum

Fonte: prépria autora.

Legenda: M1: meio com okard; M2: meio com bagaco de malte; M3: meio com soro de queijo.
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No geral, ao observar os dados obtidos na tabela 6, € possivel constatar que tanto o A.
oryzae quanto o P. citrinum produziram lipase ligada ao micelio, mesmo em meios de cultura
com diferentes subprodutos agroindustriais como fonte de nutrientes. Contudo, analisando 0s
resultados de atividade do micélio e atividade do filtrado, os subprodutos okara e bagaco de
malte se destacam positivamente como aqueles em que a variacdo desses dois resultados foi
maior. Esse comportamento demostra que, sendo a atividade do micélio para estes subprodutos
muito maior que do filtrado, houve uma maior retencdo da lipase produzida no micélio. J& com
0 soro de queijo essa variacao foi visivelmente menor, indicando uma menor retencao da lipase
no micélio. Sato et al. (2019) demonstram um comportamento parecido, onde a atividade da
biomassa produzida a partir do fungo A. oryzae cultivado com peptona de soja e azeite de oliva
apresentou valor superior ao encontrado para o filtrado, corroborando com os resultados obtidos
nesse trabalho. Analisando a combinagdo entre os dois fungos utilizados, ndo houve um
destague em nenhum dos casos estudados quando comparado ao uso destes fungos de forma
isolada; contudo os resultados demonstram uma retencao da lipase no micélio, uma vez que, 0s
valores de atividade do micélio foram visivelmente superiores a atividade do filtrado.

Em relagéo a variacdo do subproduto utilizado no cultivo, ao comparar os resultados de
atividade do micélio e concentracdo de biomassa obtidos na tabela 6, para o okara (M1), e para
0 bagaco de malte (M2), é possivel perceber que para o subproduto da soja, tanto o A. oryzae
quanto o P. citrinum apresentaram os resultados de atividade do micélio superiores e
concentracdo de biomassa inferiores, quando comparado com 0s mesmos resultados para o
bagaco de malte. Isso pode ser explicado pelos dados obtidos por Ferreira et al. (2021) para
carboidratos, proteinas e lipidios, que apresentaram para o okara uma maior porcentagem de
lipidios e proteinas e menor porcentagem de carboidratos e para o bagaco de malte uma menor
porcentagem de lipidios e proteinas e maior porcentagem de carboidratos. Rodrigues (2006),
afirmou que a disponibilidade de carboidratos proporciona aos fungos uma facilidade para
sintetizar suas proteinas, que € essencial para seu crescimento, e Pinto, Landgraf e Franco
(2019) afirmaram que o principal substrato utilizado pelos fungos filamentosos é o carboidrato.
Assim, € possivel justificar a hipdtese de que devido a uma maior facilidade de acesso a fonte
de energia e menor quantidade de proteinas para sintetizar, no bagaco de malte os fungos
tendem a se desenvolver mais facilmente, com tendencia ao crescimento e ndo a producao de
enzimas, uma vez que a energia esta mais acessivel. Ja no okara, a energia necessaria para o
crescimento estd em maior quantidade na forma de lipidios, ou seja, por ser uma molécula maior
e de mais dificil acesso, o fungo precisa da lipase para quebrar a gordura e ter acesso a energia

para crescer e sintetizar a proteina. Assim, é possivel supor que, utilizando um subproduto com
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menor quantidade de carboidrato e maior de lipidios e proteinas, o fungo tende a produzir mais
lipase ligada ao micélio e apresentar um menor crescimento do que quanto submetido a um
meio com menos gordura e proteina e mais carboidrato, favorecendo assim seu crescimento e
ndo a producdo de lipase ligada ao micélio. Tem-se, também, expresso na literatura que a fonte
de carbono influencia diretamente na producdo de células integras, podendo beneficiar ou
atrapalhar o crescimento celular (ALVES, 2018).

Ferreira et al. (2021) apresentam em seu trabalho a producdo de células integras a partir
do A. oryzae e okara, com resultado de atividade do micélio e concentracdo de biomassa cerca
de 3 vezes superior ao resultado obtido nesse trabalho. Isso pode ser justificado pela qualidade
do subproduto utilizado, que interfere diretamente no fornecimento de nutrientes para o
crescimento do fungo e producéo da enzima, além da qualidade do 6leo residual utilizado como
indutor, que pode favorecer ou ndo 0 crescimento microbiano, como visto anteriormente
(ALVES, 2018).

Analisando os resultados para o meio contendo soro de queijo (M3) na tabela 6, é
possivel perceber que tanto o A. oryzae quanto o P. citrinum ndo obtiveram grandes resultados
de atividade hidrolitica quando comparado aos valores obtidos para 0s meios M1 e M2. Além
disso, € possivel notar que ha uma concentracdo de biomassa produzida alta e uma menor
atividade. Isso pode ser explicado com base nos dados apresentados por Braz (2019), onde tem-
se que o soro de queijo apresenta uma quantidade de carboidratos de 60% dos solidos totais,
proteinas 16% e lipidios 9,5%. Sendo assim, analisando a composi¢do do soro, tem-se a
hipdtese de que devido a abundancia de carboidratos no meio, os fungos tendem a crescer mais,
mas ndo produzir lipase ligada ao micélio.

Comparando os resultados de pH inicial e final dos meios M1, M2 e M3, pode-se notar
que para o cultivo com soro de queijo (M3) o pH final ficou mais &cido do que o inicial,
diferentemente dos outros dois cultivos. Isso pode ser justificado, segundo a literatura, como
um resultado proveniente da producédo de acidos organicos. Esses acidos, além de tornar o pH
do meio mais baixo (&cido), podem degradar a enzima produzida, ocasionando uma menor
atividade hidrolitica como apresentado nos resultados do meio M3. Isso ocorre, pois alguns
microrganismos sao responsaveis pela producéo desses acidos, principalmente os fungos, onde
estes podem liberar altas concentracbes no meio que estdo inseridos (ALORI; GLICK;
BABALOLA, 2017; DUARTE, 2019).

Analisando o resultado de pH inicial, nos meios contendo okara (M1) e no contendo
bagaco de malte (M2), onde o pH inicial é mais acido, a atividade hidrolitica da lipase ligada

ao micélio produzida foi maior para o fungo A. oryzae do que para o P. citrinum. J4 no M3 onde
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o pH inicial é maior, a atividade relacionada a biomassa obtida atraves do fungo P. Citrinum se
destaca como maior. Segundo a literatura, apesar de apresentarem um crescimento e atividade
hidrolitica em uma faixa de pH ampla, esses fungos filamentos apresentam maiores
rendimentos quando cultivados em meios mais béasicos (ALVES, 2018; SATO et al., 2019;
VARDANEGA et al. 2010). Contudo pode-se notar nesse estudo que o fungo A. oryzae
utilizado se destaca em cultivos com um pH mais acido e o P. citrinum em pH mais béasico.
Assim, pode-se perceber uma adaptabilidade dos fungos utilizados em condicgdes distintas,
favorecendo a escolha e aplicacdo de cada um de acordo com as caracteristicas do meio no qual
sera inserido. O fungo que se destacou e foi selecionado para continuidade do trabalho foio A.
oryzae, pois produziu lipase ligada ao micélio com maior atividade hidrolitica nas condi¢fes
estudadas.

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO DO Aspergillus oryzae

Para determinar melhor o tempo do cultivo, visando a obtencdo de uma maior
concentracdo de biomassa com a maior atividade hidrolitica possivel, construiu-se a curva de
crescimento do fungo A. oryzae utilizado, conforme a metodologia descrita na secdo 4.3.4. A
Figura 8 apresenta o grafico contendo a concentracdo de biomassa produzida em funcdo do
tempo e sua respectiva atividade relativa. Essa atividade relativa tem como 100% a maior

atividade obtida e as demais sdo determinadas em porcentagem com relacéo a ela.
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Figura 8 - Valores de biomassa seca produzida e atividade relativa da biomassa em funcéo
do tempo de cultivo
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Fonte: prépria autora.

Ao analisar a figura 8, pode-se perceber o crescimento do fungo ndo apresenta uma fase
lag, apresentando um valor maximo entre 96h e 144h, onde o pico é de 10,53+0,08 g/L em
120h. Lima (2017) apresentou em seu trabalho que, para as células integras livres de P.
citrinum, até 48h ndo ha um crescimento expressivo do fungo, somente apds as primeiras 48h.
Essa falta expressiva de fase lag pode indicar uma maior adaptacdo do fungo ao meio que foi
submetido para o crescimento, favorecendo seu crescimento em um curto tempo. Durante todo
o periodo foi monitorada a atividade hidrolitica da biomassa, que apresentou uma maior
atividade relativa entre 96h e 120h de cultivo com valor maximo de 50,22 + 4,13 U/g. Sato et
al. (2019), apresentam um perfil de crescimento parecido, com picos de crescimento de
biomassa entre 96h e 120h e, também, uma maior atividade hidrolitica no mesmo intervalo de
tempo. Além disso, trabalhos demonstram que 96 horas € um tempo comum para o cultivo
visando a producdo de células integras, como Lima et al. (2019) para o fungo Penicillium
citrinum, Braz (2019) para o fungo Mucor circinelloides e Castro (2018) para o fungo
Aspergillus westerdijkiae.

Assim, pode-se determinar que o tempo mais adequado de cultivo para esse estudo foi
de 96h uma vez que, mesmo apresentando uma menor concentragédo de biomassa do que em

120h, obteve-se a maior atividade hidrolitica, o que justifica a escolha.
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5.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS DAS LIPASE PRODUZIDA

Apos realizado o cultivo, obteve-se a biomassa com lipase ligada ao micélio
(biocatalisador) conforme apresentado na figura 9. Visando-se determinar as condigfes mais
adequadas para a realizacdo da hidrélise pelo biocatalisador produzido pelo fungo A. oryzae,
foi realizada a caracterizacdo deste quanto aos seus parametros bioquimicos, conforme as

metodologias apresentadas nas secOes 4.3.5.1 e 4.3.5.2.

Figura 9 - Biomassa com lipase ligada obtida pelo A. oryzae cultivado no meio contendo
okara

Fonte: prépria autora.
5.3.1 Determinacao do pH 6timo de atuacdo da lipase

Apls a realizacdo dos ensaios descritos na secdo 4.3.5.1, foi possivel determinar o
comportamento da lipase ligada ao micélio produzida quando aplicada a variacdo de pH. Esse
comportamento pode ser expresso através do grafico na figura 10, que apresenta a variacao da

atividade relativa em fungéo do pH.



48

Figura 10 - Gréfico de barras de pH em fungdo da atividade relativa da lipase ligada ao
micélio produzida
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Fonte: prépria autora.

Analisando a figura 10, pode-se constatar que, apos o pH 6,0, a enzima tem sua atividade
relativa crescente, tendo um intervalo de melhor atuacéo entre os valores de pH 7,0 e 8,0 e em
seguida um declinio na atividade, com valor maximo de 45,92 + 0,31 U/g no pH 8. Na literatura,
pode-se constatar que esse valor de pH se encontra entre os valores ja relatados, que podem
variar entre os pH de 4 a 9 (ALVES, 2018; CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017; LIMA et
al., 2019; MENDES, 2019). Lima (2017) apresentou um resultado semelhante ao obtido neste
trabalho, com pH 6timo para lipase ligada ao micélio proveniente do fungo Penicillium citrinum
entre 7,5 e 8. Braz (2019), em seu trabalho, obteve o pH 6timo num intervalo entre 7 e 8 para o
fungo Mucor circinelloides. Sato et al. (2019) apresenta um pH 8 como ideal para as células
integras do fungo Aspergillus oryzae. Assim, justifica-se a definicdo do pH 8,0 como o pH

6timo da lipase ligada ao micélio obtida nesse estudo.
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5.3.2 Determinacdo da temperatura 6tima da lipase

Apos a obtencdo do melhor pH de atuacdo da lipase ligada ao micélio produzida, foi
possivel determinar sua melhor temperatura. Para isso realizaram-se 0s ensaios conforme a
metodologia descrita na secdo 4.3.5.1 e pode-se obter o grafico de temperatura em fungéo da

atividade relativa, conforme apresentado na Figura 11.

Figura 11 — Gréfico de barras de temperatura em funcdo da atividade relativa da lipase ligada
ao micélio produzida

100%
- 90%
X ]
m
= 80% —
©
Dq:) ]
© 70%
©
‘0 4
o
-_'% 60% -
< -
50%
40% - T T T T
30 35 40 45 50 55 60

T (°C)
Fonte: prépria autora.

A figura 11 apresenta um crescimento na atividade da lipase até a temperatura de 45°C,
tendo um declinio em seguida, com atividade maxima de 50,60+0,77 U/g. A literatura afirma
que a lipase pode apresentar uma faixa de temperatura para atividade entre ambiente e 70°C
(GEOFFRY; ACHUR, 2018; MEHTA; BODH; GUPTA, 2017; MENDES, 2019). Além disso,
outros trabalhos relatam uma maior atividade da lipase abrangendo a temperatura de 45°C no
seu intervalo, como apresentado por Lima et al. (2019) para células integras do fungo
Penicillium citrinum e Braz (2019) para células integras do fungo Mucor circinelloides. Assim,
justifica-se a determinacdo da temperatura 6tima da lipase produzida como 45°C.

Ap0ds a temperatura de 45°C, pode-se perceber uma queda de cerca de 40% da atividade

da enzima entre 50 e 55°C.
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5.3.3 Determinacdo da estabilidade térmica da lipase

Para a determinacdo da estabilidade térmica da lipase, realizou-se o ensaio conforme
descrito na secdo 4.3.5.2 e obtiveram-se as curvas de estabilidade térmica para cada temperatura
estudada conforme apresentado na Figura 12.

Figura 12 - Curvas de estabilidade térmica da lipase para diferentes temperaturas em funcéao
do tempo
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Fonte: prépria autora.

Observando a figura 12 pode-se perceber um comportamento inesperado da enzima
quando submetida a diferentes temperaturas por um longo periodo. Espera-se que apés um
tempo a atividade hidrolitica da enzima decresca até que ndo exista mais, configurando a
desnaturacdo dessa enzima, como visto no trabalho de Marotti et al. (2016) para lipase ligada
ao micélio dos fungos Penicillium italicum, Penicillium janthinellum e Penicillium
purpurogenum, também no trabalho de Reis (2021) para lipase ligada ao micélio do fungo
Rhizopus oryzae. Contudo, nesse caso, observa-se que, para todas as temperaturas estudadas,
entre o tempo zero e 4 horas, hd um aumento na atividade hidrolitica, sendo em alguns casos o
dobro do valor inicial. Com excecéo da temperatura de 55°C, nas temperaturas de 40°C, 45°C,
50°C e 60°C, apos as 4 primeiras horas ha uma queda nessa atividade, sendo que para 40°C e

60°C, essa queda se mantém e para 45°C e 50°C ainda apresentam crescimento consideravel e,
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em seguida, queda na atividade. Segundo Nascimento (2015), as propriedades das lipases
microbianas sdo muito heterogéneas, em termos de estabilidade em variacbes de pH e
temperatura e na especificidade de acordo com os substratos presentes no meio. Como séo
utilizadas fontes de nutrientes ndo comerciais, ou seja, provenientes de subprodutos, pode-se
levantar a hipdtese de que esse tipo de material no meio de cultura pode proporcionar a
producdo de células integras com essas caracteristicas quando submetidas as variacGes de

temperatura por um periodo.
5.4 TESTE DE ESTOCAGEM E ARMAZENAMENTO

Visando estudar a possibilidade de uso da biomassa com lipase ligada ao micélio
produzida, apés armazenamento, realizou-se 0s ensaios conforme descrito na se¢do 4.3.5.3 e
obtiveram-se os resultados conforme apresentado na figura 13.

Figura 13 - Comparativo da atividade da lipase ligada ao micélio apds armazenamento sob
congelamento e refrigeracéo
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Observando a figura 13, pode-se perceber que apds o congelamento a biomassa perdeu
cerca de 20% da sua atividade hidrolitica. Isso pode indicar uma pequena inativacéo da enzima
devido as baixas temperaturas que foi submetida. Quando comparadas as atividades iniciais e
apos o0 armazenamento sob refrigeracdo por 2 meses, a enzima ndo apresentou uma variagao
consideravel da atividade, isso pode representar a ndao homogeneidade das enzimas na

biomassa. Ao analisar ambos 0s armazenamentos, pode-se perceber que mesmo apos 0
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congelamento, a lipase ligada ao micélio desse estudo ndo apresentou uma perda na atividade
muito alta, demonstrando que esta apresenta a possibilidade de armazenamento sob
congelamento ou apenas refrigeracdo para uso posterior.

5.5 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE

Foi realizada a caracterizacdo do efluente de abatedouro avicola utilizado quanto as suas
concentracdes de solidos, lipidios e DQO, conforme as metodologias descritas nas secdes
4.3.6.1, 43.6.2 e 4.3.6.3 respectivamente. Assim pode-se obter os resultados conforme
apresentado na tabela 7. Obteve-se, também, o valor de pH do efluente, sendo ele 6,60.

Tabela 7 - Dados obtidos da caracterizacdo fisico-quimica do efluente de abatedouro avicola.

LIPIDIOS

(mg/L) DQO (mg/L) ST (mg/L) SF (mg/L) SV (mg/L)

6686,50 + 16,76 1430,00 + 99,22 1073,33 £29,69 324,00 * 36,06 749,33 £ 6,43

Fonte: prépria autora.
Legenda: DQO: Demanda Quimica de Oxigénio; ST: Solidos Totais; SF: Solidos Fixos; SV: Soélidos Volateis.

Ao analisar a tabela 7 tem-se que o efluente estudado apresenta caracteristicas fisico-
quimicas com valores proximos aos obtidos na literatura. Araujo (2021) apresentou em seu
trabalho valores de ST de 2,71 g/L e 3,20 g/L para dois lotes de efluente proveniente de
abatedouro avicola no Parand, cerca de 2 a 3 vezes superior ao visto na tabela 8. A DQO obtida
por Araujo (2021) teve valores de 1,19 g/L e 6,12 g/L para os dois lotes, sendo o resultado
apresentado na tabela 7, proximo a esses. Araujo (2021) também analisou o pH dos dois lotes
do efluente e obteve os valores de 5,70 e 6,27, préximos ao do efluente estudado, que possui
pH igual a 6,60.

Liberatti (2018) cita em seu trabalho um estudo que mostra as caracteristicas de
efluentes provenientes de abatedouros avicolas, podendo eles apresentarem DQO entre 500 e
15900 mg/L, pH entre 4,190 e 8,10. Alves (2018) cita um estudo que apresenta a que efluentes
de abatedouros podem apresentar concentracdo de lipidios acima de 500 mg/L. Assim, 0

efluente utilizado apresenta caracteristicas que corroboram com a literatura.
5.6 TESTE DE ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA

A fim de verificar a eficiéncia do sistema proposto para a producéo de biogas, foi
realizada a Atividade Metanogénica Especifica (AME) conforme a metodologia descrita na

secdo 4.3.7.
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5.6.1 Ensaio de AME conforme o planejamento fatorial completo 23

A fim de analisar a influéncia de alguns parametros na AME, foram realizados testes
conforme descrito na secdo 4.3.7.1. Com isso, obteve-se os gréaficos de tempo (h) por volume
de metano observado (mL) para o planejamento experimental descrito na tabela 5 da segéo
4.3.7.2, apresentados nas figuras 14 e 15 e na tabela 8 com os parametros obtidos pela equagéo

modificada de Gompertz para cada variacao estudada.
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Figura 14 - Gréficos comparativos de tempo por volume de metano observado entre 0 modelo de Gompertz e os dados experimentais para 0s
testes de AME do planejamento experimental: Al, A2, A3 e A4
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Fonte: prépria autora.
Legenda: a) amostra Al (condices: 25°C, sem agitacdo, pH 6,60); b) amostra A2 (condig¢des: 30°C, sem agitacdo, pH 6,60); c) amostra A3 (condigdes: 25°C,
agitacdo de 100rpm, pH 6,60); d) amostra A4 (condi¢Bes: 30°C, agitacdo de 100rpm, pH 6,60).



Figura 15 - Gréficos comparativos de tempo por volume de metano observado entre 0 modelo de Gompertz e os dados experimentais para 0s
testes de AME do planejamento experimental: A5, A6, A7 e A8
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Legenda: a) amostra A5 (condicBes: 25°C, sem agitacdo, pH 7,00); b) amostra A6 (condicdes: 30°C, sem agitacao, pH 7,00); ¢) amostra A7 (condig@es: 25°C,
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Tabela 8 - Pardmetros modificados do modelo de Gompertz para os ensaios de AME do

planejamento experimental e R2.

AMOSTRA  Rm (mL/h) A (h) P (mL) R?
Al 7,48 0,00 15,27 0,62
A2 15,39 0,00 31,46 0,67
A3 20,56 0,00 21,78 0,62
A4 23,60 0,00 20,67 0,75
A5 17,20 0,00 15,58 0,54
A6 20,63 0,00 31,30 0,66
A7 23,21 0,00 24,89 0,64
A8 29,69 0,00 28,55 0,64

Fonte: prépria autora.

Primeiramente, ao analisar os graficos das figuras 14 e 15 e atabela 8, pode-se perceber
que nenhum dos testes apresentou uma fase lag pelo modelo de Gompertz, ja sendo possivel
observar uma producao de metano no inicio dos ensaios. 1sso pode supor que a relagéo entre 0s
microrganismos anaerobios e as enzimas provenientes das células integras seja harmonica, ndo
sendo necessario um tempo de adaptagéo para o inicio da producdo de metano (ALVES, 2018).
Conforme visto na tabela 9, analisando 0 Rz obtido para cada ensaio, 0s resultados que mais se
aproximaram do modelo foram do ensaio A4 com R2 de 0,75.

Analisando a figura 14, tem-se que, ao comparar o grafico na figura 14a com a 14b,
onde a Unica diferenca entre eles é a temperatura, a 14b, que estava na maior temperatura (30°C)
apresentou uma maior producdo de metano observado. O mesmo comportamento acontece
quando comparados os graficos das figuras 14c e 14d entre si, onde a 14d, que também estava
a 30°C, obteve uma maior producdo de metano observada. A temperatura é um parametro
importante para um bom funcionamento da digestdo anaerdbia (ARAUJO, 2021). Ela tem
influéncia sobre a velocidade de crescimento e, também, sobre o metabolismo dos
microrganismos. Além disso, cada tipo de microrganismo atua em uma faixa diferente de
temperatura. Os mesofilicos atuam em temperaturas proximas a 37°C, os psicrofilicos em
temperaturas mais amenas, préximas a 15°C e os termofilicos em temperaturas proximas a 60°C
(SBERA: EMBRAPA SUINOS E AVES, 2022). Dentro da classe das arqueas metanogénicas,
as acetoclasticas apresentam uma maior sensibilidade a temperaturas elevadas e a literatura
aponta que em estudos com temperaturas entre 20 e 35°C, a digestdo anaerdbia apresenta
valores de produc&o melhores nas temperaturas entre 30 e 35°C (SBERA: EMBRAPA SUINOS
E AVES, 2022; SOARES; FEIDEN; TAVARES, 2017). Sendo assim, pode-se entender que,
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apesar de ambas as temperaturas estudadas estarem em uma faixa mais amena, os resultados
obtidos para 30°C se destacam positivamente e corroboram com a literatura.

Ao comparar os graficos da figura 14 em relacdo a presenca ou ndo de agitacdo, nota-se
que a maior producdo de metano aconteceu no teste A2, onde o meio estava a 30°C e sem
agitacdo. Comparando os testes de mesma temperatura, para 25°C (figuras 14a e 14c), o teste
com agitagéo, apresentado na figura 14c (com agitacéo), se sobressaiu em produgéo de metano.
Ja para 30°C (figuras 14b e 14d), houve uma variagdo entre os dois testes e 0 que apresentou
maior producéo de metano foi sem agitacdo (figura 14d). A literatura reporta que a presenca de
agitacao pode atuar positivamente na digestdao anaerobia, evitando as chamadas “zonas mortas”,
onde pode ocorrer a sedimentacédo do lodo e a reducgéo da capacidade util do reator (BOHRZ,
2010). A aplicacéo da agitacdo favorece o contato entre o substrato e o lodo, além de favorecer
a distribuicdo de nutrientes, microrganismos, substratos e até das enzimas no reator (SBERA:
EMBRAPA SUINOS E AVES, 2019). Sendo assim, espera-se que um sistema com agitacio
apresente resultados superiores a sistemas sem agitacao.

Analisando o comportamento dos graficos da figura 15, este € muito semelhante ao
descrito anteriormente para os graficos da figura 14 em relacdo aos mesmos parametros
(agitacdo e temperatura), onde o teste que apresentou maior producdo de metano foi, também,
0 gue estava a 30°C sem agitacdo. Contudo, ao analisar a variacdo entre a producédo de metano
para 0 meio a 30°C com e sem agitacdo (figuras 15b e 15d respectivamente), ndo ha uma
variacdo expressiva da producdo, diferente do visto para as figuras 14b e 14d, onde essa
diferenca € um pouco maior, ou seja, no meio com pH natural (6,60; figura 14) houve uma
maior variacdo entre os resultados a 30°C com e sem agitacdo e no meio com pH 7,0 essa
variacdo ndo é expressiva. 1sso pode demonstrar um comportamento previsto na literatura, uma
vez que as arqueas metanogénicas operam de forma mais eficaz em valores de pH mais
préximos de 8 (DUPONT, 2021; KAMYAB; ZILOUEI, 2021).

Comparando de modo geral os graficos das figuras 14 e 15, nota-se que, para o0s testes
em meio com pH 7 (graficos da figura 15), a producao de metano foi um pouco superior do que
para os testes em meio com pH natural (graficos da figura 14) — pH natural é 6,60. Isso pode
ser justificado pela faixa de atuacdo Otima das arqueas metanogénicas. Segundo dados da
literatura, as arqueas metanogénicas atuam entre os valores de pH 6,7 e 7,5 e em meios mais
acidos, com pH abaixo de 6,6, pode ocorrer a inibicdo do crescimento das arqueas
metanogénicas, afetando diretamente a producdo de biogas reator (DUPONT, 2021,
KAMYAB; ZILOUEI, 2021; SBERA: EMBRAPA SUINOS E AVES, 2022).

Observando a tabela 8, nota-se que os ensaios Al, A3, A4 e A5 apresentaram resultados
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de méxima producéo de metano (P) inferiores e proximos entre si, e 0s ensaios A2, A6, A7 e
A8 resultados de P maiores e proximos entre si, sendo o maior deles o A2 com P de 31,46 mL.
A literatura apresenta que para meios com as mesmas cargas fornecidas as producdes de metano
apresentam valores préximos (ALVES, 2018). Os valores de P obtidos para Al e A5 foram
inferiores aos dos demais testes e A2 e A6 superiores aos demais. Ja os resultados de taxa
maxima de producdo de metano (Rm), com excecdo de Al e A2, foram préximos entre 0s
demais testes, sendo o valor de A8 o melhor entre eles, de 29,69 mL/h. Analisando todos os
ensaios, 0 A2 se destaca com a maior producdo maxima de metano (P) de 31,46 mL, podendo
indicar ser o0 ensaio com os parametros mais adequados para a metanogénese nesse estudo, com

temperatura de 30°C, sem agitacéo e pH 6,60.
5.6.1 Analise de pH e DQO ap6s AME

A fim de analisar a eficiéncia da digestdo anaerobia na reducdo da DQO do efluente
estudado, foi realizada a analise conforme a metodologia descrita na se¢do 4.3.6.3 para a entrada
e saida das amostras descritas na tabela 5 da se¢édo 4.3.7.2, além do pH inicial e final. Assim,

pode-se obter a tabela 9.



Tabela 9 - Dados obtidos de pH inicial, pH final, DQO inicial e DQO final para cada amostra de variacdo de parametros na AME e para o teste

inicial.

Al

A2

A3

A4

A5 A6 A7 A8
pH inicial* 6,60 6,60 6,60 6,60 7,00 7,00 7,00 7,00
pH final* 6,57 6,30 6,51 6,17 6,58 6,39 6,55 6,24
Va“z‘l?j‘o de 1 300% | 5,46% 1 2,30% 1 7,36% | 6,00% 1 8,76% 1643% | 10,86%
DQO inicial 1718,33+ 171833+ 171833+ 171833+ 210167+ 210167+ 210167+  2101,67+
(mg/L) 137,69 137,69 137,69 137,69 62,92 62,92 62,92 62,92
DQO final 365139+  5086,72+  4116,67+  5380,56 % 4127,08 + 5575,00 433281+ 542222+
(mg/L) 233,91 212,56 280,38 353,48 395,28 +430,75 401,50 357,14
ngaga&(;e 1112,50%  1196,03%  1139,57% 1 213,13% 196,37%  116527%  1106,16% 1 158,00%

Fonte: prépria autora. *pH é adimensional.

Legenda: l indica reducao; T indica aumento. Al: 25°C, sem agita¢do, pH 6,60; A2: 30°C, sem agitacdo, pH 6,60; A3: 25°C, agitacdo de 100rpm, pH 6,60; A4: 30°C,
agitacdo de 100rpm, pH 6,60; Ab: 25°C, sem agitacdo, pH 7,00; A6: 30°C, sem agitacdo, pH 7,00; A7: 25°C, agitagdo de 100rpm, pH 7,00; A8: 30°C, agitacdo de 100rpm,

pH 7,00.
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Inicialmente, analisando a tabela 9 pode-se notar que para todos os casos estudados
houve uma reducdo no pH apds o fim da AME. Isso pode ocasionar uma diminui¢do na
producdo de metano. As arqueas metanogénicas sdo altamente sensiveis ao pH e apresentam
uma faixa 6tima de atuacéo entre os valores de 6,7 e 7,5 para pH (DUPONT, 2021; KAMYAB;
ZILOUEI, 2021). Durante a digestdo anaerdbia, a producdo de acidos volateis tende a
diminuicio do pH do meio, sendo essa reducdo combatida pela acdo das arqueas
metanogénicas, tornando o meio mais alcalino. Contudo, a diminui¢do do pH para um valor
inferior a 6,6 proporciona a inibicdo do crescimento das arqueas metanogénicas (SBERA:
EMBRAPA SUINOS E AVES, 2022). Com isso, apesar das baixas variacdes de pH
apresentadas na tabela 10, os ambientes podem ter se tornado desfavoraveis para as arqueas.
Pode-se observar, também, que para os testes onde os valores finais de pH foram os menores,
os valores finais de DQO foram maiores, podendo sugerir uma relacdo entre a diminuigédo do
pH e o aumento da DQO final.

Ao analisar os dados de DQO inicial e final para cada situacédo da tabela 9 acima pode-
se notar que em nenhum dos casos estudados houve uma remoc¢do da DQO do meio, ao
contrario, houve um aumento consideravel, de 2 a 3 vezes, em relacdo a DQO inicial. Sendo
assim, nao é possivel afirmar que os testes geraram um tratamento do efluente estudado, visto
gue sua carga organica aumentou. Além do pH, que foi citado acima como uma possivel
interferéncia nesse resultado, outro fator que pode influenciar negativamente ente a reducdo da
carga organica é o excesso de nutrientes, que por sua vez podem proporcionar um
direcionamento dos microrganismos para o0 crescimento, ocasionando um aumento na DQO.
Braz (2019) analisou em seu trabalho o pré-tratamento enzimatico do soro de queijo anterior ao
tratamento bioldgico e, também, o tratamento simultaneo (bioldgico e enzimatico). Com isso,
ela concluiu que a reducdo da DQO do soro estudado foi relativamente baixa e isso poderia
estar atrelado a presenca das células integras, podendo contribuir com o aumento da carga
organica. Sendo assim, pode-se supor com 0s resultados da tabela 9, que exista uma influéncia
das células integras utilizadas como biocatalisador no aumento da carga organica, uma vez que
existem nela os nutrientes provenientes do meio de cultura utilizado, com subproduto
agroindustrial de alto valor nutritivo, além da presenca do fungo utilizado no cultivo, que
compde a biomassa (BRAZ, 2019).

5.6.2 Andlise estatistica

Apos realizados os ensaios de AME para o planejamento experimental proposto, foi

possivel analisar estatisticamente, conforme descrito na secdo 4.3.7.2, os dados obtidos, a fim
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de analisar a significAncia das varidveis envolvidas no processo, separadamente. Com isso,
obteve-se a tabela 10 da matriz do planejamento fatorial completo 23 com os fatores e o0s
resultados para a variavel resposta (volume de biogés, mL), o Gréfico de Pareto para analise de
geracdo de volume de biogas na figura 16, a tabela 11 com o resumo da analise de variancia
ANOVA para a geracao de volume de biogés e as figuras 17 e 18 com os graficos de superficie
resposta para as variaveis analisadas.

Figura 16 - Gréafico de Pareto com variaveis de regressdo em ordem crescente de
importancia de acordo com o planejamento fatorial completo 23
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Fonte: propria autora.

Analisando a figura 16, o Gréafico de Pareto demonstra que apenas a variavel Xi
significancia em um nivel de confianca de 95% e a interacdo X1.Xz. A interacao X2.Xs mostrou
uma significancia ao observar a figura 16, contudo analisando o modelo matematico presente
na tabela 11, € possivel notar que sua influéncia é pequena quando comparada as demais
variaveis significantes. Assim, foram descartadas as variaveis e interacBes que ndo

apresentaram significancia de acordo com o planejamento experimental, sendo elas X, Xz e
X1.X3.



Tabela 10 - Matriz de planejamento fatorial completo 23 com os fatores e os resultados obtidos para a variavel resposta volume de biogas (mL).

ENSAIOS AMOSTRAS FATORES (VALORES REAIS) VARIAVEL RESPOSTA
Temperatura (X1, °C) Agitacéo (xz, rpm) pH inicial (x3) Volume de biogas (ml)
All 10,00
Al Al2 -1(25) -1(0) - 1 (6,60) 18,00
Al3 20,00
A21 28,00
A2 A22 +1 (30) -1(0) - 1 (6,60) 34,00
A23 38,00
A3t 22,00
A3 A3? -1(25) +1 (100) - 1 (6,60) 23,00
A33 22,00
A4t 20,00
A4 A2 +1 (30) +1 (100) - 1 (6,60) 22,00
A43 20,00
A5! 14,00
A5 A5? -1(25) -1(0) +1(7,00) 17,00
Ab3 15,00
A6t 32,00
A6 AG? +1 (30) -1(0) +1(7,00) 38,00
A3 28,00
ATt 25,00
A7 AT7? -1(25) + 1 (100) +1(7,00) 24,00
AT73 27,00
A8t 32,00
A8 A2 +1 (30) + 1 (100) +1(7,00) 30,00
A83 24,00

Fonte: propria autora.
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Tabela 11 - Resumo da analise de variancia (ANOVA) aplicada ao planejamento fatorial
completo 23 para a variavel resposta.

VARIAVEL FONTE DE SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO

RESPOSTA VARIAGAO QUADRADOS LIBERDADE MEDIO Feal  Fan  p-valor

Regressio 960,5 3 320,2 248 31 0,000
Volume de Residuo 258,5 20 12,9 - - -
Biogas (mL) Falta de 53,8 4 13,5 1,1 - 0,412
ajuste
Total 1219,0 23 ; ; ;
R? 78,79%
Modelo Yi=2429+454 % - 412 x1 x2+ 1,54 X2 %3
matematico

Fonte: propria autora.
Legenda: Fca € 0 valor de F calculado; Frap € 0 valor de F tabelado; Y1 (mL) é o volume de biogas gerado; x; (°C)
¢ a temperatura; x, (rpm) € a agitacdo; xs € o pH inicial.

Observando os dados apresentados na tabela 11, é possivel notar que o modelo estudado
explica 78,89% do processo e 0 Fca foi cerca de 8 vezes superior ao Fan. Além disso, observado
0 modelo matematico, nota-se que a variavel Xi (Temperatura, °C), tem uma influéncia
significativa relativamente baixa nos resultados obtidos, assim como a interacdo entre as
variaveis. Contudo, foi possivel obter os gréaficos de superficie resposta apresentados nas figuras
17 e 18.

A figura 17 apresenta o grafico de superficie resposta obtido pelo comportamento da
geragdo de volume de biogéas (Y1, mL) em fungédo da temperatura (X1, °C) e da agitagédo (Xz,
rpm) e a figura 18 o gréafico de superficie resposta obtido pelo comportamento da geragéo de
volume de biogas (Y1, mL) em funcdo da temperatura (X1, °C) e do pH (X3), ambos dentro dos

limites analisados.
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Figura 17 - Superficie de resposta (a) e Mapa de contorno (b) para a geracéo de volume de
biogas em funcdo da temperatura e da agitacdo
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Fonte: prdpria autora.

Figura 18 - Superficie de resposta (a) e Mapa de contorno (b) para a geracdo de volume de
biogas em funcéo da temperatura e do pH inicial
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Ao analisar a tabela 10, é possivel notar maiores valores de volume de biogas gerado
(variavel resposta) nos ensaios realizados a 30°C quando comparado aos resultados dos ensaios
a25°C. Analisando a figura 18, é possivel notar que a presenca de agitacdo ndo apresenta grande
influéncia na geracdo de volume de biogas, mas a temperatura sim, assim como na tabela 10.
Em temperaturas mais proximas de 30°C houve uma maior geracdo de biogds quando
comparada as temperaturas proximas de 25°C, mesmo com um intervalo pequeno de variag&o.
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Na figura 18, pode-se notar que o pH n&o apresenta interferéncia nos resultados obtidos,
j& a temperatura se apresenta influente na geracéo de volume de biogés, com melhores valores
em temperaturas proximas a 30°C. Esse resultado corrobora com a literatura e com os resultados
obtidos na secéo 5.6.1, onde a maior producdo de biogas foi a 30°C e na literatura esse resultado
pode ser explicado pela melhor atuacdo das arqueas metanogénicas em temperaturas préoximas
ou superiores a 30°C (DUPONT, 2021; KAMYAB; ZILOUEI, 2021).

Conforme reportado na literatura, em valores de pH entre 6,5 e 8,0, 0s microrganismos
presentes na fase de metanogénese responsaveis pela geracdo de biogas atuam de forma mais
eficaz (KAMYAB; ZILOUEI, 2021; SBERA: EMBRAPA SUINOS E AVES, 2022). Sendo
assim, € possivel entender que, devido a pequena variagdo de pH dos ensaios e por ambos 0s
niveis estarem dentro desse intervalo mencionado na literatura, a variavel pH ndo apresentou
significancia no planejamento experimental.

Assim, os parametros finais obtidos para a metanogénese, conforme os resultados da

andlise estatistica, foram de 30°C, sem agitacdo no meio com pH 7,00.
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6 CONCLUSOES

Com o desenvolvimento desse trabalho foi possivel obter dados que possibilitam a
destinacdo de subprodutos da indUstria de alimentos, okard, bagaco de malte e soro de queijo
para formulacdo do meio de cultura visando a producdo de células integras com lipase ligada
ao micélio, sendo uma alternativa viavel que possibilita a reducdo dos seus impactos
ambientais. Dentre os subprodutos estudados, o okara se destaca como aquele que possibilitou
a obtencdo de células integras com a maior atividade hidrolitica. Analisando os dois fungos
filamentosos utilizados, o Aspergillus oryzae se destaca em relacdo ao Penicillium citrinum,
sendo aquele que, combinado ao meio de cultura com okara, apresentou maior atividade
hidrolitica 51,61+10,43 U/g.

Pode-se concluir, também, que ao analisar o crescimento microbiano correlacionado a
atividade hidrolitica do melhor meio de cultura (contendo okard) combinado ao melhor fungo
(Aspergillus oryzae), tem-se o tempo ideal de cultivo de 96h, apresentando uma atividade de
50,22+4,13 U/g e concentracdo de biomassa de 9,18+0,00 g/L.

Com a determinacao dos parametros bioquimicos das células integras produzidas, pode-
se concluir que seu pH ideal de atuacdo é 8 e sua temperatura ideal é 45°C, com atividade
hidrolitica de 50,60+0,77 U/g nesses pontos. Quanto a estabilidade térmica, ndo foi possivel
determinar uma faixa de temperatura e tempo na qual as células integras resistem ate total
desnaturacdo, devido as diferentes variacbes ao longo do tempo para cada temperatura
analisada, ndo havendo um decaimento constante da atividade até a desnaturacéo.

Foi possivel concluir que as células integras produzidas apresentam uma boa resisténcia
ao armazenamento, tanto sob refrigeracdo quanto sob congelamento, sofrendo reducbes de
cerca de 20 % em 2 meses de armazenamento, podendo, assim, serem armazenadas para uso
posterior.

Ao caracterizar o efluente utilizado, pode-se concluir que este apresenta caracteristicas
proximas as retratadas na literatura, com pH de 6,60, DQO igual a 1430,00£99,22 mg/L e
concentracdo de Sdélidos Totais, Solidos Volateis e Solidos Fixos de 1073,33£29,69 mg/L,
749,33+6,43 mg/L e 324,00+36,06 mg/L, respectivamente.

Com a realizagdo do ensaio de AME aplicando as células integras simultaneamente ao
processo de biodegradacdo anaerdbia, foi possivel obter os maiores valores de geracdo de
biogas nos ensaios A2 (condigdes: 30°C, sem agitacdo, pH 6,60) e A6 (condigdes: 30°C, sem
agitacdo, pH 7,00), sendo o primeiro realizado a 30°C, sem agita¢do e pH inicial de 6,6, com

volume médio gerado de 33,3315,03 mL e o segundo realizado a 30°C, sem agitacdo e pH



67

inicial de 7,0, com volume médio gerado de 32,67+5,03 mL.

Além disso, pode-se concluir que, das varidveis estudadas, temperatura, agitacdo e pH
inicial, a que apresentou maior relevancia no bom funcionamento do processo foi a temperatura
e isso foi comprovado pela andlise estatistica do planejamento fatorial completo 23 proposto.

Em nenhum dos casos de AME realizados conforme o planejamento experimental foi
possivel afirmar que houve um tratamento do efluente avicola estudado, uma vez que a DQO

aumentou ao final dos experimentos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para o desenvolvimento de novos trabalhos sugere-se:

reformular 0 meio de cultura em busca do maior rendimento de produgéo de
células integras com elevada atividade hidrolitica;

avaliar o potencial de producédo de células integras utilizando subprodutos com
outros fungos filamentosos;

estudar potencial de aplicacdo de células integras provenientes de outros
subprodutos e fungos filamentosos na geracéo de bioenergia;

estudar as melhores condigdes para um maior rendimento na geracao de biogas
através da digestdo anaerobia com aplicacdo das células integras;

Realizar o0 mesmo planejamento experimental aplicando um intervalo maior

entre as variaveis, a fim de explorar a real influéncia de cada uma no processo.
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