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RESUMO

O uso de espécies microbianas empregadas em processos diversos que visam facilitar
a vida da humanidade é conhecido deste a antiguidade. Processos como as
fermentagbes de diversos substratos por microrganismos sao milenares e
acompanham o desenvolvimentos das civilizagdes. A espécie Aspergillus niger € um
exemplo bastante empregado em bioprocessos. Neste contexto, buscou-se com este
trabalho, avaliar o desenvolvimento de Aspergillus niger na presencga de glicerina em
atmosfera oxidante, visto que, esse microrganismo é muito utilizado na biotecnologia
para obtencdo de diversos produtos industrializados. O presente trabalho foi dividido
em dois capitulos .No capitulo 1, estd apresentado uma breve revisdo, sobre a
utilizacdo do fungo, do género Aspergillus, em diversas substancias, tais como
glicerina. O produto da conversdo biolégica esta contextualizado, bem como a
utilizagado e as aplicagbes destes materias. No Capitulo 2, discute-se a aplicagao de
Aspergillus niger em solugdo com glicerina. Apresenta-se os resultados e discussodes
envolvida na pesquisa, onde se estabeleceu as condi¢bes de desenvolvimento do
fungo e caracterizou-se os produtos obtidos. S&o discutidas, neste capitulo as
condigbes: a temperatura, o pH, e a agitagdo que proporcionam o maior crescimento do
fungo na solugao. As caracterizagdes foram feitas por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), Termogravimétria (TG), Cromatografia Gasosa
(CG), Cromatografia em camada delgada (CCD) e Teste de viscosidade. Os resultados
das amostras com Aspergillus niger/glicerina/peptona/agua foram analisados e
indicaram a presenca de compostos volateis tais como: acetona, propanol, butanol, 3-
metil-butanol e 2-metil-butanol.

Palavras-Chaves: aspergillus niger, glicerina, atmosfera oxidante
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ABSTRACT

The use of microbial species employed in various processes aimed at facilitating the life
of mankind is known from this antiquity. Processes such as the fermentations of various
substrates by microorganisms are millenarian and accompany the development of
civilizations. The species Aspergillus niger is an example widely used in bioprocesses.
In this context, we aimed to evaluate the development of Aspergillus niger in the
presence of glycerin in an oxidizing atmosphere, since this microorganism is widely
used in biotechnology to obtain various industrialized products. This paper was divided
into two chapters. In Chapter 1, a brief review is presented on the use of the fungus, of
the genus Aspergillus, in various substances, such as glycerin. The product of biological
conversion is contextualized, as well as the use and applications of these materials. In
Chapter 2, the application of Aspergillus niger in solution with glycerin is discussed. It
presents the results and discussions involved in the research, where the conditions of
development of the fungus were established and the products obtained were
characterized. The conditions are discussed in this chapter: temperature, pH, and
agitation which provide the greatest growth of the fungus in the solution. The
characterizations were made by Fourier Transform Infrared (FTIR), Thermogravimetry
(TG), Gas Chromatography (GC), Thin Layer Chromatography (CCD) and Viscosity
Testing. The results of the Aspergillus niger / glycerin / peptone / water samples were
analyzed and indicated the presence of volatile compounds such as: acetone, propanol,
butanol, 3-methylbutanol.

Key Words: aspergillus niger, glycerin, oxidizing atmosphere



1 INTRODUGAO

O género Aspergillus € composto por fungos cujos conidios estao presentes no
ar, e normalmente ndo sao considerados agentes patogénicos humanos. Membros do
género Aspergillus, incluindo a espécie A. niger, estdo distribuidos por todo o mundo e
estdo comumente presentes em restos vegetais e no solo. Sao caracterizados por
conidios escuros, geralmente negros e conidiéforos hialinos globosos marrons, medindo
4-5 ym de didmetro. Sdo considerados saprofitas e degradam moléculas complexas de
materiais derivados como os celulosicos vegetais por secretarem uma variedade de
enzimas hidroliticas (De Vries & Visser, 2001).

Algumas espécies do género Aspergillus sao de grande importancia econémica
gragas as suas propriedades enzimaticas, que sao utilizadas na industria de panificagao,
cervejeira, produgcdo de antibidticos e acidos organicos. O uso diario desses produtos é
considerado seguro pela Organizagao Mundial da Saude - OMS e outras organizagdes de
referéncia no controle alimentar como a Food and Drug Administration - FDA e Empresa
Brasileira de Pesquisas Agropecuarias — EMBRAPA (Embrapa,1996).

O fungo A. niger cresce em material organico em ampla escala de temperatura
(6a47°C)epH (1,4-9,8) e o limite de crescimento para atividade de agua é de (0,88),
que é relativamente alto quando comparado a outras espécies de Aspergillus (Frost &
Moss, 1987). E considerado também uma fonte segura de celulases destinadas a
industria alimenticia, em comparacdo com a espécie Trichoderma viride, que é usado
para aplicagbes néo alimenticias, embora as enzimas de ambos os fungos possam se
assemelhar em muitos aspectos.

Segundo Gokhale (1986 ), este fungo pode ser considerado superior a outras

espécies fungicas, reconhecidamente bons produtores dos complexos celuloliticos.



A Glicerina ou glicerol € o nome comum do composto organico 1,2,3-
propanotriol, descoberto por Carl W. Scheele em 1779 durante a separacdao de uma
mistura aquecida de PbO, preparada com 6leo de oliva. Sdo sinbnimos de glicerina:
trihidroxipropano, glicil alcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano (Oecd-sids, 2002). Na
natureza, a glicerina existe em 6leos vegetais tais como: soja, mamona, babagu, girassol,
palma, algodao, coco e dendé e em gorduras animais nas formas combinadas de glicerina
com acidos graxos (Chavez, 2008 & Thopson, 2006).

A glicerina € um composto fundamental para o sistema metabdlico de
conversdo microbiolégica de microrganismos. E considerada uma fonte de carbono
altamente reduzida e assimilavel por bactérias e leveduras sob condigbes aerdbicas e
anaerodbicas (Gancedo, 2000; Dillis, et al, 1980; Tani, Yamada, 1987), sendo um dos
poucos substratos capazes de atravessar a membrana celular por difusdo facilitada nas
células procariéticas. Em bactérias como a Escherichia coli, a proteina do tipo poro-canal-
G1Pf atua por sensibilidade mecanica sem gasto energético na presencga de glicerina,
este facilitador permite a assimilagdo, além de glicerina, de pequenas moléculas de
polihidroxialcoois, ureia e glicina, mas exclui moléculas carregadas como o gliceraldeido-
3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato (Chavez, 2008 apud Moat, Foster, 2002).

Varios estudos foram desenvolvidos visando a utilizagao de glicerina como fonte de
carbono por microrganismos, especialmente por bactérias, muitos destes apontam
principalmente o mecanismos de assimilagdo de glicerina por estes microrganismos para
producao de compostos intermediarios de polimeros, resinas e ativos para combustiveis,
e a produgéao de outros produtos industrializados ( Papanikolaou, 2002 ).

Nesta pesquisa apresentamos no Capitulo 1 uma breve revisédo sobre os

microrganismos e biotecnologia com énfase na biotransformagdo, em especial as



espécies A. niger, além de subsidios sobre a glicerina, o substrato empregado nesta
pesquisa. Em seguida apresentamos no Capitulo 2, todas as etapas da pesquisa sobre o
desenvolvimento de A. niger no substrato glicerina em atmosfera oxidante incluindo seus
resultados com as caracterizagbes por Espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), Analise Termogravimétrica (TG), Cromatografia gasosa
(CG), Cromatografia em camada delgada (CCD), Teste de viscosidade (TV) e as

discussdes e conclusao.
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RESUMO

A espécie A. niger € um microrganismo muito utilizado na biotecnologia devido seu
emprego para obtengdo de diversos produtos industrializados. A utilizagdo deste fungo
para a producdo de substancias derivadas de substratos variados, incluindo a glicerina e
sua utilizagdo e aplicagbes na industria como produtos de valor agregado consumidos
pela sociedade. Neste capitulo, apresentamos uma breve revisao da literatura acerca do
microrganismo, sobre as pesquisas com utilizagcdo da espécie A. niger, a importancia
econOmica da glicerina bem como os problemas advindos do seu descarte no ambiente.
O capitulo esta estruturado da seguinte forma: Microrganismos e Biotecnologia; O género
Aspergillus niger e processos biotecnoldgicos; A Glicerina e o Destino da glicerina no
meio ambiente.

Palavras-Chaves: aplicagdes, glicerina, asperqillus niger



ABSTRACT

A. niger is a microorganism widely used in biotechnology due to its use in obtaining
various industrialized products. The use of this fungus for the production of products
derived from various substrates, including glycerin and its use and applications in industry
as value-added products consumed by society. In this chapter, we present a brief review
of the literature on the microorganism, the research using A. niger species, the economic
importance of glycerin as well as the problems arising from its disposal in the environment.
The chapter is structured as follows: Micro-organisms and biotechnology; The genus
Aspergillus niger and biotechnological processes; Glycerin and the Fate of Glycerin in the
Environment.

Palavras-Chaves: applications, glycerin, aspergillus niger



1 INTRODUGAO

Os fungos estdo presentes na natureza em todos os locais: nos solos, em aguas
superficiais e subterrdneas, sendo parte integrante dos processos naturais de
destoxificagao disponibilizada para crescimento microbiano (Gurgel, 2007 & Soares, et al .
2004; Menegol, et al. 2003). Estes microrganismos podem ser do tipo unicelular,
conhecidos como leveduras ou multicelulares os quais s&o denominados de fungos
filamentosos. Fungos filamentosos sdo organismos metabolicamente ativos que sé&o
explorados comercialmente como fabricas celulares para a producao de enzimas e uma
grande variedade de substancias. Sdo conhecidas diversas fontes de compostos bioativos
e a pesquisa para o isolamento de novos metabdlitos fungicos, que teve inicio ha muitos
anos atras, ainda continua muito ativa (Archer ,et al. 2008; Sun, et al. 2010). O A. niger é
um fungo filamentoso que tem uma longa histéria de uso como fonte de acido citrico e de
enzimas (Shuster, et al. 2002). Entre as varias enzimas produzidas, estdo incluidas
diversas proteases, em destaque a grande produgéo de proteases acidas (Jarai & Buxton,
1994), que oferecem uma variedade de aplicagées na industria de alimentos, bebidas e

farmacéutica (Vishwanatha, et al. 2009).

O fungo A. niger é onipresente no solo possuindo importante fungdo na
decomposi¢ao de matéria organica no meio ambiente. De facil manipulacéo, este fungo é
capaz de sintetizar uma ampla faixa de enzimas a partir de uma grande variedade de

matérias-primas de baixo custo (Slivinski, 2010).

No processo de produgdo de biomassa microbiana, alguns dos aspectos
importantes estdo ligados: (1) a selegcdo do microrganismo, o qual pode ser obtido por

isolamento ou aquisigdo junto a Colegdes de Cultura; (2) aos substratos importantes do



ponto de vista nutricional para o desenvolvimento desses microrganismos e (3) aos
processos que serdo utilizados na produgao de biomassa (Moraes, 2002). Outro aspecto
que se faz importante é a utilizagdo de linhagens que necessitem curtos tempos de
cultivo, ou seja, tenham elevada velocidade especifica de crescimento, ndo produzam
pigmentos indesejaveis, tenham reduzida exigéncia de aeragédo e que sejam capazes de
metabolizar substratos de baixo custo. No caso do uso da biomassa ou seus produtos
metabdlicos para fins de alimentagdo, € também importante adotar microrganismos
seguros, certificados com o Generally Recognized as Safe - GRAS (CruegerW &
Crueger. A ,1993).

Com o constante aumento na producao de biodiesel, houve também um excedente
na produgdo de glicerina. De modo geral, 10% em massa do produto da reagédo de
transesterificacdo é representado pela glicerina bruta que apresenta impurezas como:
agua, metanol e material organico néao glicerol, o que Ihe confere um baixo valor comercial
(Cubas, et al. 2010). Em fungdo do aumento na demanda desse biocombustivel, surge a
necessidade de estudos para novas aplicacdes desse subproduto, o qual, se descartado
ao meio ambiente, pode ter alto impacto ambiental (Antunes, et al. 2011). Existem
algumas alternativas para solucionar esta questdo. Dentre estas alternativas, merece
destaque o emprego de microrganismos que utilize a glicerina como substrato, podendo
converter a mesma em produtos mais rentaveis. As espécies procaridticas merecem
destaque como as bactérias: Bacillus thuringiensis, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (Bauer ,et al. 2005; Rehman, et al. 2008 & Xiu, et al. 2007). Embora pouco
estudada, a utilizagdo da glicerina como fonte nutricional para espécies eucariéticas como

os fungos, tem sido pesquisada.



Neste sentido, apresentamos uma breve revisdo sobre o fungo A. niger e suas
principais aplicagdes biotecnoldgicas, da glicerina e os problemas gerados pela super
producdo da mesma, enfatizando os aspectos que os tornam relevantes para o

desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da atualidade.

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Microrganismos e bioprocessos

Bioprocessos caracterizam a aplicagao industrial de reagdes ou vias bioldgicas
mediadas por células vivas inteiras de animais, plantas, microrganismos ou enzimas
sobre condi¢cdes controladas para a biotransformacao de matérias primas em produtos. O
Bioprocesso também pode ocorrer sem resultar em um produto direto, como ocorre na
biorremediacao, desintoxicacdo de residuos ou de efluentes com ou sem subproduto ou

derivados (Pereira, N.J.; Bon, E.P.S.; Ferrara, M.A .2008).

Os microrganismos em geral produzem uma diversidade de enzimas intracelulares
para a catalise das suas reagdes metabdlicas. As enzimas, também denominadas de
biocatalisadores, sdo compostos proteicos com caracteristicas particulares pela sua alta
eficiéncia em condigbes fisioldgicas e alta especificidade, sendo inclusive capazes de
catalisar reacdes estéreo-especificas. Este potencial catalitico é utilizado industrialmente
nos processos fermentativos e de biotransformagdes microbianas para a catalise de
reagcdes quimicas de dificil ocorréncia e de grande importancia na industria (Madigan,

M.T.; Martinko,J. M.; Parker,J, 2000).



Enquanto nas biotransformagcdes os sistemas enzimaticos de interesse sao
extraidos das células, a catdlise enzimatica industrial usa enzimas microbianas
excretadas ou extraidas de microrganismos e com diferentes graus de purificagdo. As
enzimas microbianas excretadas sdo produzidas em maiores quantidades do que as
intracelulares e tém a fungéo principal de degradar macromoléculas presentes no meio
ambiente, como a celulose, o amido, a lignina e proteinas, para que seus componentes
possam ser absorvidos como nutrientes pelos microrganismos (Pereira Jr, Bon, 2008 &
Ferrari, 2005).

As enzimas sdo utilizadas em muitos segmentos industriais, como o de alimentos e
bebidas, de detergentes, téxtil, couro, celulose e papel, quimica fina, medicamentos e
cosméticos e, ainda, em metodologia analitica e em biologia molecular. Amilases, glicose
oxidase, pectinases, invertase, renina, naraginase, lipases, proteases, celulases e

peroxidases s&o os biocatalisadores mais utilizados (Bon & Pereira Jr, 2008).

As bactérias acabam sendo reconhecidas como vilas devido ao seu potencial
patogénico. Entretanto, essas espécies patogénicas representam uma minoria das
espécies bacterianas, sendo a grande maioria inofensiva, inclusive benéficas. Como
exemplo, pode-se citar a tarefa fundamental da fixagdo do nitrogénio atmosférico
molecular, papel desempenhado por bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e
Frankia, que vivem em associagdes simbidticas com plantas leguminosas, como o feijao e
a soja. Este mecanismo natural de infec¢ao tem sido utilizado, ha quase um século, para
aumentar a fertilidade do solo por meio da sua inoculagdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio produzidas industrialmente por processos fermentativos (Glazer & Nikaido,

1995).
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Outras bactérias de importancia biotecnolégica sdo as cepas selvagens ou
modificadas geneticamente de bactérias dos géneros Coryne bacterium, Bacillus e
Micobacterium, que apresentam a capacidade de excretar produtos do seu metabolismo
primario, como aminoacidos. Alguns destes aminoacidos de importdncia como o acido
glutdmico, excretado por Coryne bacterium em substrato de glicose, resultou na selegéo e
desenvolvimento de bactérias para a produgao de acido L-glutdmico, L-arginina, L-
isoleucina, L-histidina, L-leucina, L-lisina, L-ornitina, L-fenilalanina, L-prolina, L-treonina, L-

triptofano e L-tirosina, além de vitaminas e nucleotideos ( Piepersberg,1993).

Para Madigan, et al. (2000) ainda entre as bactérias, encontramos os
estreptomicetos, que sado aerdbios, vivem no solo e multiplicam-se formando filamentos
ramificados e tém grande importancia biotecnoldgica por produzirem compostos com
diferentes atividades bioldgicas. Esses microrganismos sintetizam moléculas que atuam
como antibidticos, antitumorais, imunomoduladores, anti-inflamatérios, vasoconstritores e
vasodilatadores, além de terem aplicagcédo no tratamento da diabete e como herbicidas. Os
antibioticos sdo os produtos mais importantes da biotecnologia microbiana, depois das
bebidas alcodlicas e queijos.

Historicamente, o potencial metabdlico dos microrganismos inseriu-se naturalmente
em aspectos fundamentais da vida humana, neste aspecto podemos citar as leveduras, e
seu uso de forma empirica na producao do pao e do vinho, alimentos sempre presentes
na histéria da humanidade. A contaminagao natural, das uvas e graos de cevada, com a
levedura Saccharomyces cerevisiae e a sua subsequente fermentagao originaram o vinho
e a cerveja que até os dias de hoje fazem parte dos nossos habitos alimentares (Panek,
1993). Deste modo observa-se que além das bactérias os fungos sdo outro grupo de

microrganismos presentes nos bioprocessos.
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Segundo Silva, et al. (2008), a maior parte do conhecimento sobre rotas
metabdlicas de degradagao desses compostos encontra-se fundamentada em bactérias.
No entanto, estudos tém mostrado que fungos atuam como decompositores de

compostos aromaticos, assim como de compostos fendélicos.

Conforme Desai & Desai (1993), bactérias e fungos sdo agentes transformadores
eficazes, e a habilidade destes microrganismos metabolizarem certas moléculas,
especialmente com respeito as taxas e extensédo da biodegradacédo de alguns compostos
organicos que sao rapidamente biodegradados enquanto outros séo recalcitrantes.

Vérias vias metabdlicas de degradacdo ja foram identificadas em diferentes
microrganismos, porém as mais estudadas sao do metabolismo aerdbico realizado pelas
bactérias, pelos fungos lignoliticos e pelos fungos nao-ligniliticos (Jacques, 2005).

De acordo com Tortora, Funke & Case (2012), a produgdo em larga escala de
microrganismos, células ou componentes celulares e seus produtos sdo o resultado da
biotecnologia. Ha centenas de anos, as pessoas tém consumido alimentos que sé&o
produzidos pela agao de microrganismos, mas, somente ha pouco mais de cem anos, 0s
cientistas demonstraram que os microrganismos sao responsaveis pela producédo destes
produtos. Com esta descoberta, os microrganismos passaram a ser manipulados e
atualmente sdo usados como matéria-prima barata e abundante, a temperaturas e
pressdes normais, evitando a necessidade de sistemas pressurizados, caros e perigosos
e, de modo geral, sem a produgédo de residuos toxicos.

Os autores Araujo, et al. (2002), realizaram o isolamento e identificagédo de fungos
filamentosos com capacidade de degradagdo do petrdleo. A partir de um solo

contaminado com petréleo foram obtidas 80 linhagens, das quais 60 apresentaram
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capacidade para degradar hidrocarbonetos de petroleo. Dentre estas linhagens, foram
identificados quatro géneros fungicos: Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Fusarium.

Castro (2006) , estudou o potencial de oito microrganismos, incluindo duas linhagens
de A. niger no Laboratorio de Desenvolvimento de Bioprocessos (LADEBIO), que se
apresentavam com potencial para produgao de B-glucosidases.

Atagana, et al. (2006) ao avaliaram a capacidade dos géneros Cladosporium,
Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Pleorotus isolados de solos contaminados com
creosoto, constatou que os fungos constituem um grupo de microrganismos atrativo e
promissor para a investigagdo como agentes degradadores, uma vez que avaliagdes de
fungos em escala de laboratdrio apresentam um potencial adequado para degradagao.

Outro importante processo a fermentacao industrial com leveduras contribuem
atualmente de forma significativa para a economia de varios paises produtores além de
vinhos e cervejas. Outras leveduras dos géneros Torulopsis e Candida, sao capazes de
crescer em melaco ou em licor sulfitico, subprodutos da fabricacdo de acucar e da
industria de papel, respectivamente, sédo utilizadas para o tratamento destes residuos
industriais. E de particular importancia para o Brasil a producdo de alcool combustivel por
fermentacao da sacarose do caldo da cana-de-agucar por S. cerevisiae, tendo em vista
ser o0 pais, juntamente com os Estados Unidos, os maiores produtores mundiais de etanol
combustivel. Adicionalmente, o etanol estd sendo cada vez mais valorizado
internacionalmente como combustivel liquido, em comparagéo a gasolina, derivada do
petréleo. Pois como é produzido a partir de recursos renovaveis, nao contribui para o
efeito estufa e suas consequéncias, como as grandes modificagdes climaticas que estéao

afetando negativamente a Terra (Mendes & Serra, 2012).
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Os fungos filamentosos também apresentam seu potencial biotecnolégico. Um dos
principais papeis de destaque neste quesito € a capacidade de atacar tecidos vegetais
através da secregao de enzimas que degradam biopolimeros tais como polissacarideos,
lignina e proteinas, de modo que as ligninases, celulases, proteases e lipases fungicas
sdo amplamente empregadas na industria. Muitas espécies fungicas também produzem,
em condi¢gdes de metabolismo secundario, uma variedade de moléculas organicas de
pequena massa molecular com diferentes atividades bioldgicas, como a antibidtica. Em
posicéo de destaque pode-se citar a penicilina produzida por Penicillium chrysogenum. O
uso de manipulagbes genéticas, basicamente técnicas de mutagdo associadas a
otimizacao do processo fermentativo, incluindo o desenvolvimento de meios, permitiram a
melhoria do processo de produgéo do antibidtico, cuja concentragéo passou de 0,06 para
26 g/L (Buckland & Lilly, 1993).

Inicialmente empregados apenas como agentes antibacterianos, os produtos do
metabolismo secundario de fungos apresentam hoje em dia uma gama bastante
diversificada de aplicagdes, incluindo o uso como imunossupressores em terapias
sofisticadas para pacientes transplantados (Pearce, 1997). Para citar algumas destas
substancias de interesse produzidas por fungos temos: a cefalosporina, de acéao
analgésica produzida pela espécie Cephalosporium; A equinocandina, antibacteriano
produzido pelo fungo Aspergillus nidulans; a griseofulvina, por Penicillium griseofurvum,
um antifangico; Dihidromevilonina, produzido por Aspergillus terreus com fungéo de
controle da sintese do colesterol; o Taxol, um antitumoral produzido por Pestalotiopsis
microspora; A ciclosporina A, um imunossupressor produzida por Tolypocladium inflatum.

(El-Enshasy, 2007).
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Todos os microrganismos sintetizam lipideos para as fungdes essenciais de suas
estruturas membranosas. No entanto, alguns deles podem acumular e armazenar mais de
20% do seu peso seco em lipideos, sendo chamados de "organismos oleaginosos". Sob
determinadas condi¢bes de cultivo, este valor pode aumentar até 70% da sua biomassa
(Ratledge e Wynn, 2002). Esses microrganismos oleaginosos (leveduras, fungos, e
algas) sédo considerados como potenciais candidatos para a produgéo de lipideos que iria
resultar na chamada segunda geragdo de biodiesel. Especificamente as leveduras
oleaginosas, com a sua forma unicelular, sdo considerados como os mais adequados
organismos que tém sido utilizados como ferramentas na compreensdo de varios
fenémenos da bioquimica lipidica (Papanikolaou & Aggelis, 2011).

Uma grande variedade de substratos tem sido utilizada como fonte de carbono
para os microrganismos oleaginosos, tais como agucares ou residuos enriquecidos em
agucar, polissacarideos, N-acetilglucosamina, hidrolisados de varios produtos ou
subprodutos, 6leos vegetais, acidos graxos livres, subprodutos ou residuos graxos, n-
alcanos, etanol, glicerol e &cidos organicos (Papanikolaou & Aggelis, 2011).

Para Rossi, et al. (2011), capacidade de acumulagao de lipideos € determinada pela
constituicdo genética, sendo que os teores maximos de lipideos atingiveis podem variar
enormemente entre espécies e até entre cepas individuais. De acordo com diferentes
microrganismos e condigdes de cultura (tais como temperatura, pH, tempo de cultura,
etc), o conteudo e a composigao do 6leo sao variaveis.

Outras substancias de muito interesse biotecnolégico produzidas por
microrganismos sao as enzimas. Exemplos destas enzimas, sdo as amilases, que estédo
entre as mais importantes enzimas industriais, apresentando grande importancia

biotecnolégica, tais como aplicagdes nas industrias téxteis, cervejeira, outras bebidas
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fermentadas, bebidas destiladas, panificacao, cereais para alimentacao infantil, liquefacao
e sacarificagdo do amido, racdo animal, industria quimica e farmacéutica. Apesar de se
obter estas enzimas de outras fontes (plantas, animais e microrganismos) as de produgao
microbianas geralmente encontram grande demanda industrial (Tortora, Funke Case &
2012). Atualmente, grandes quantidades de amilases microbianas estdo disponiveis
comercialmente e tém aplicacdo quase completa na hidrélise do amido em industrias de
processamento do amido (Gupta ,et al. 2003; Pandey, et al. 2000).

A aplicagdo de microrganismos como as bactérias, leveduras e principalmente os
fungos, dentro da industria alimenticia, resulta atualmente em uma industria
extremamente diversificada e com rendimentos econdmicos consideravelmente altos.

Outros produtos de origem microbiana considerados importantes sao alguns
polimeros de aplicacdo industrial, moléculas estéreo-especificas produzidas por meio de
biotransformacéao, aditivos alimentares aminoacidos e vitaminas (Omura, 1992 & Harki,
2003).

Conforme Wainwright (1995), existem cerca de 200 espécies de Aspergillus,
comumente isolados do solo, de plantas em decomposicdo e do ar. As espécies de
Aspergillus produzem um grande numero de enzimas extracelulares, muitas das quais
sdo aplicadas na biotecnologia. Dentre as espécies mais conhecidas, encontram-se o A.
flavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e o
A. versicolor, sendo todos estes importantes para a biotecnologia. Outro aspecto que esta
intimamente ligado aos processos biotecnologicos, € a facilidade de manipular
geneticamente estes microrganismos, gerando linhagens voltadas pra uma maior
producédo de enzimas especificas. Portanto, a Engenharia Genética tem um papel

importante na producdo de enzimas uma vez que pode ser usada para introduzir
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pequenas mudangas na sequéncia genética de espécies fungicas e bacterianas, visando
produzir enzimas similares as originais, mas com propriedades alteradas. Pode também
ser usada para introduzir genes de organismos originais em organismos produtores
(hospedeiros), produzir novas linhagens ou ainda produzir “enzimas puras” sem outras
atividades que possam interferir de uma maneira indesejavel no produto (Archer,

Mackenzi & Jeenes, 2001).

1.1.2 Aspergillus niger e processos biotecnolégicos

O género Aspergillus, membro da classe dos Deuteromycetos, € largamente
encontrado na natureza, presente em frutas, vegetais e outros substratos em
decomposicdo, quando estes sdo capazes de fornecer o alimento necessario ao seu
crescimento (Pelczar, Chan & Krieg, 1997). Também s&o contaminantes comuns em
laboratorios e hospitais (Trabulsi, et al. 2004). O nome Aspergillus foi dado devido a sua
forma quando observado ao microscépio, parecendo-se com um aspergillum (asperssor).

Os fungos do género Aspergillus pertencem a familia das Aspergillaceae, a classe
Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae. Existem mais de 200 espécies dentro deste
género (Richardson & Warnock, 2003).

Tieghem (1867) identificou e descreveu pela primeira vez a espécie Aspergillus
niger, e este epiteto especifico conservou-se, devido a sua importancia tanto em nivel
econdmico como informativo (Schuster, et al. 2002). Metabolicamente s&o versateis e
tém sido descritos como produtores de metabdlitos variados (Yu & Keller, 2005). A. niger

forma um complexo de espécies (segao nigri) e atualmente encontram-se presentes vinte
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e cinco espécies nesta segdo. Mundialmente, A. niger pode ser um contaminante de
alimentos e causadores de infegdes em colheita (Leeuwen, et al. 2013). Este fungo é
considerado geralmente ndo patogénico, pois os humanos estdo em constante contato
com esporos de A. niger, sem que se verifiquem sinais de doenga (Schuster, et al. 2002).
Apenas em determinados casos, nomeadamente doentes com histérico de doengas
graves ou a efetuar tratamentos com imunossupressores, se observa a colonizagédo de A.
niger em humanos (Schuster, et al. 2002). Existem caracteristicas especificas que
permitem identificar com clareza as espécies. A espécie A. niger é facilmente identificavel,
pois quando observado ao microscopio visualizam-se as vesiculas castanho-escuras a
pretas, globulosas e radiadas e com fidlides bisseriadas, isto é, métulas e fialides (Figura
1). Uma das carateristicas que o permite distinguir com clareza é que possui conidios
castanho ou pretos, sendo globosos com um tamanho de 3.5-5 ym e rugosos (Ellis, et al.
2007; Martins., Melo., Heins- Vaccari . 2004; Prakash & Jha, 2014).

Os fungos filamentosos, como o Aspergillus, sdo muito utilizados na industria, pois
possuem caracteristicas Uteis e vantajosas para a produgdo de uma diversidade de
produtos e também conseguem promover a biotransformagéo de compostos (Meyer, et al.
2011). As vantagens do uso desta espécie devem-se a sua facil manipulagéo, capacidade
de fermentacdo de varias matérias-primas de baixo custo e a producdao de elevadas
quantidades de produto (Murphy & Horgan, 2005).

O A. niger apresenta-se propicio as fermentacbes em estado solido por ser
considerado um microrganismo GRAS, reconhecido como de uso seguro para a aplicagéo
na area de alimentos e devido & variedade de produtos de seu metabolismo. E capaz de
produzir 19 tipos diferentes de enzimas, dependendo do substrato (Schuster & Dunn-

Coleman & Frisvad ,et al. 2007).
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Figura 1- Aspectos microscépicos de A. niger. Em A observa-se as principais estruturas

em desenho esquematico e em B a microscopia Optica.

vesicula

Fonte: Autor (2017)

Rosa, et al. (2011) com o objetivo de incrementar a produgéo de naringinase por
A. niger em fermentagdo submersa, utilizou o substrato melago de cana-de-agucar e
obteve resultados promissores na produgao deste complexo de enzimas de bastante
relevancia para a industria de sucos de frutas citricas, pois € empregado na remogao do
sabor amargo caracteristico na producéo destas bebidas, e que diminui a qualidade e
aceitagdo de mercado. Além do interesse na industria citrica, a naringinase tem potencial

de aplicagao na industria farmacéutica, pois é utilizada na producao de anti-inflamatorios
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(Ribeiro, et al. 2008), e quimica na producao de biosurfactantes (Saerens & Bogaert &
Soetaert, 2009).

As mananases também apresentam grande interesse comercial, sua produgédo de
acordo com Ademark, et al. (1998), pode ser atribuida a algumas espécies fungicas
inclusive ao A. niger. As mananases tem encontrado diversas aplicagdes industriais,
sendo empregadas na preparagao de substancias usadas como aditivos alimentares sem
valor nutricional para o crescimento seletivo da microbiota intestinal benéfica em humanos
(Puchart ,et al. 2004). Outra aplicagdo das mananases € o efeito positivo destas enzimas,
na liguefagédo e extragdo de frutas (Puchart, et al. 2004). A redugéo da viscosidade das
galactomananas de reserva na extragdo do café, apresentam melhor volatilidade do
aroma, propriedades de sabor e aparéncia da bebida (Nicolas, et al.1998). Mas apesar de
muitas possibilidade de uso, Puchart, et al. (2004) relatam que a principal aplicagao das
mananases ocorre mesmo € na industria de papel e celulose, para a extragao da lignina
(Suurnakki ,et al. 1996).

Zen, et al .(2014) concluiu que a fermentacdo em estado sélido pode ser uma
alternativa para o acumulo de lipidios e de proteinas em A. niger, agregando valor a
residuos agroindustriais e contribuindo para a produgdo de compostos que podem ser

aproveitados para a sintese de biodiesel.

1.1.3 A Glicerina

A busca por combustiveis alternativos que podem ser usados juntamente com o

gasoleo do petréleo fortaleceu o crescimento da produgéo de biodiesel. O biodiesel pode
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ser produzido a partir de fontes renovaveis como as oleaginosas como: soja, mamona,

girassol, dendé, carogo de algodao ou qualquer outra gordura vegetal ou mesmo animal.

De acordo com Mota (2009) no processo de produgdo do biodiesel um dos
principais subprodutos obtidos é a glicerina, uma matéria-prima amplamente utilizada na

industria, e separada da gordura ou do 6leo vegetal (Figura 2).

Figura 2- Férmula estrutural da glicerina

H
H—C—OH
H—C—OH
H—C—OH

H

Fonte: Autor (2017)

A glicerina é o nome comercial do glicerol ou 1,2,3 propanotriol que € um composto
organico pertencente a fungdo quimica alcool, liquido a temperatura ambiente (25 °C),
higroscopico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado (IUPAC,1993), que pode ser
produzido tanto de éleos vegetais como de derivados de petréleo como o proprio propeno
(Beatriz ,et al. 2011). Para cada 90 m® de biodiesel produzidos pela reagdo de

transesterificagéo de dleos vegetais sdo gerados 10 m? de glicerina (Dasari, et al. 2005).

O glicerol bruto € também chamado de glicerina porque a glicerina é constituida de,
basicamente, 80% de glicerol (Mota C.J.A & Da Silva & Gongalves, 2009). A glicerina é
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considerada uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por bactérias e
leveduras sob condi¢des aerdbicas e anaerdbicas (Gancedo, C; Gancedo, J.M; Sols, A. 2001

& Dillis, et al. 1980).

A glicerina gerada a partir da produgcao de biodiesel normalmente esta contaminada
com agua, monoacilglicerois, diacilglicerois, sais, sabdes, residuos de catalisadores e
ésteres. Apds passar por um processo de purificagdo (destilagéo), a glicerina pode ser
utilizada em inumeros produtos, tais como: produgdo de biogas, industria médico-
farmacéutico, industria de cosmético (emoliente), industria quimica (gliceraldeido),
solvente para tintas e vernizes, lubrificante, compdsitos (plasticos biodegradaveis) e
substrato para processos biotecnoldgicos (Valliyappan, 2004).

O fornecimento de glicerina, gerada em 2015, foi de 346,8 mil m®* como subproduto
da producédo de biodiesel (B100), 11,2% a mais que em 2014. A maior geragado de
glicerina se deu na regido Centro-Oeste (42,4% do total), seguida das regides Sul
(39,2%), Sudeste (8,7%), Nordeste (7,4%) e Norte (2,4%) de acordo com a Figura 3.

(ANP, 2016).

A glicerina como um dos subprodutos do biodiesel tem um custo batante atraente,
(baixo) e é bastante utilizada na industria quimica, farmacéutica, de cosméticos,
alimenticia e outras (Figura 4). Entretanto, o excesso de produgdo de glicerina obtida do
biodiesel, supera a capacidade de utilizacdo das industrias quimicas e farmacéuticas
(Donkin, 2008) e o grande volume de glicerina gerada pode prejudicar o aspecto
ecoldgico do biodiesel, que, quando descartado no meio ambiente, pode prejudicar o
mesmo, necessitando de tratamento para alcangar o seu valor no mercado (Antunes ,et

al. 2011).
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Figura 3- Glicerina gerada na produgdo de biodiesel (b100), segundo grandes regides —

2006-2015.
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Fonte:ANP/2016 http://www.anp.gov.br/iwwwanp/images/publicacoes/Anuario_Estatisti-

co_ANP_2016.pdf. Acesso em: 14 de set. 2017.

Figura 4 — Principais Aplicacdes da Glicerina na industria.
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Fonte: (Adaptado de Mota, et al 2009).
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De acordo com Lima (2005), a situagado se agrava ainda mais, pois a glicerina
resultante da producdo de biodiesel tem caracteristicas diferentes da que é utilizada na
industria. No Brasil, apenas uma pequena parte das empresas apresentam as condi¢cdes
exigidas para a extragao das impurezas. S6 depois de purificada € que a substancia pode
ser utilizada na area de quimica fina e no setor alimenticio. Torna-se importante
desenvolver novas metodologias para a utilizacdo da glicerina gerada em grande

quantidade que muitas vezes é incenerada (Pan, et al. 2012).

Os grupos hidroxilias presentes na estrutura da glicerina, proporcionam diversas
reacoes tais como oxidacdo, desidratacao, pirélise e outras o que possibilita a aplicacao
da glicerina em diversos campo tecnolégicos (Oh & Park, 2015). O glicerol bruto
apresenta-se na forma de liquido viscoso pardo escuro, que também é chamado de
glicerina pois apresenta-se constituido em sua composicdo 80% de glicerol e esta
presente em todos os Oleos e gorduras de origem animal e vegetal, em sua forma
combinada (ligado a &cidos graxos, tais como o acido esterearico, oléico, palmitico e
laurico) para formar a molécula de triacilglicerol (Champe & Harvey, 1994.; Mota; Silva &

Gongalves, 2009).

De acordo com Leoneti, et al. (2012), dois tipos de conversao do glicerol podem
ser realizadas, a quimica ou bioquimica, em produtos de valor agregado, seja ele bruto ou
purificado e a que compde um cenario de transicdo a curto prazo, como a alimentacao
animal, co-digestdo e co-gaseificagao e tratamento de residuos, sem qualquer tratamento
de purificagédo do glicerol.

O glicerol, tem sido usado para substituir grdos de cereais ou outros ingredientes
de alto teor de amido em dietas de porco, e estudos tem sido intesificados, pois pode

reduzir custos da dieta pela oferta do produto no mercado devido a crescente producao
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de biodiesel (Berenchtein, et al. 2010; Gallego, et al.2014; Gomide, et al. 2012). No
entanto diversas discursdes tem sido realizadas sobre os niveis elevados deste mineral
na dieta dos animais, pois podem causar sede, aumento da ingestdo de agua e uma
expans&o no volume celular, reduzindo a ingestéo alimentar (Brétas ,et al. 2011).

A glicerina é um produto fundamental para o metabdlismo de microrganismos como
como fonte de carbono, que quando na sua forma bruta contém elementos nutricionais,
como, fosforo, enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e soédio assimilaveis por
microrganismos para o seu crescimento, atuando como precursor de diversos compostos,
e como regulador de varios mecanismos bioquimicos intracelulares (Chavez, 2008 apud
Brisson, et al .2001; Moat.; Foster & Spector, 2002). Diversos microorganismos sao
utilizados na conversao da glicerina, entre eles podemos citar o Aspergillus niger ja
bastante empregado na industria, utilizado por varias décadas para produzir enzimas e
acido citrico a partir de diferentes matérias-primas, inclusive residuos (Legisa & Mattey,

1986; Venegas, et al. 2013).

Com a crescente demanda por biodiesel no mundo inteiro gera-se mais glicerina, a
qual pode provocar sérios problemas econdmicos e ambientais. Diversos estudos vém
sendo realizados com o objetivo de se proporcionar a melhor maneira da utilizacédo da
glicerina em diversos campos. Como por exemplo, estudos tém sido realizados para a
utilizagado da glicerina. Por exemplo, a sua transformagado quimica para a obtencéo de
derivados com potencial energético, que possam competir com os tradicionalmente
produzidos a partir de petréleo (Zhou, et al. 2008). Outra possibilidade é a obtengao de
cetais e acetais derivados do glicerol, que possuem aplicagbes diversas, destacando-se o
uso como aditivo para combustiveis, surfactantes, flavorizantes e solventes para uso em

medicina (Mota, et al .2009).
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Um dos problemas da queima da glicerina e a formagdo da acroleina ou 2-
propenal. Por outro lado a obtengéo controlada da acroleina por desidratagao da glicerina
pode ser empregada na produgdo do acido acrilico, que € um mondmero de grande
importancia, pois é utilizado na producdo de polimeros super absorventes para uso em

fraldas descartaveis, tintas, adesivos, objetos decorativos, entre outros.

Contudo, acredita-se que a producao e a utilizacdo destes novos produtos, além
das outras aplicagbes abordadas, possam diminuir a quantidade de glicerina ofertada no
mercado e agregar maior prego para a mesma.

Segundo Pagliaro, et al. (2007) Como podemos observar na Tabela 1 o glicerol tem

inumeras aplicagdes na industria.,

Tabela 1- Mercado da glicerina, volumes e usos industriais.

Uso na industria Volume (%)
Farmacos 18
Cuidados Pessoais 16
Poliéter e polidis 14
Alimentacao 12
Triacetina 10
Resinas Auquidicas 8
Tabaco 2
Celofane 2
Explosivos 2
Outros 11

Fonte: Adaptado de Pagliaro, et al. (2007)
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1.1.4 Destino da glicerina gerada a partir do biodiesel.

A energia é essencial para o desempenho econdmico de uma nagao, entretanto,
algumas preocupagdes devem embasar as formas de obtengdo de energia, sendo as
principais: (1) eficiéncia; (2) Baixo custo; e (3) a necessidade de protegdo ambiental, com
reduzida influéncia sobre o meio ambiente (Da Silva & Da Silva, 2011). Nosso pais teve
um grande avango neste setor com a produgdo de biodiesel, que apresenta como pontos
positivos a eficiéncia e o baixo custo, no entanto, a influéncia sobre o meio ambiente

ainda representa um impasse.

De acordo com Freitas & Penteado (2006), na produgéo de biodiesel a partir de
qualquer triglicerideo é gerada a glicerina em uma propor¢ao de 100 kg de glicerina para
1 m® de biodiesel. O crescimento da produgdo mundial de biodiesel estad gerando um
excedente da mesma, podendo tornar-se um problema ambiental caso ndo se encontrem
aplicacbes viaveis.

A glicerina gerada na producédo do biodiesel, contém impurezas o que a torna
comercialmente desvalorizada, sendo utilizada na area quimica e no setor alimenticio
apenas depois de purificada. Porém, a tecnologia exigida para extracdo das impurezas
tem custo elevado e poucas empresas no Brasil podem fazé-lo (Margon , 2010), relatou
as impurezas contidas na glicerina ao término da reagcédo de produgédo de biodiesel sao
principalmente: agua, alcool, catalisador, sabdes, acidos graxos e resquicios de mistura
ésteres.

Diante de tal problema, tornou-se relevante compreender o destino desta glicerina
gerada. De acordo com Mota , Silva & Gongalves (2009) a maior parte da glicerina

produzida atualmente é direcionada a producdo de condimentos alimentares e produtos

27



farmacéuticos. Porém, a glicerina destaca-se também no ramo comercial de
combustiveis, farmacos, cosméticos, tabacos, defensivos agricolas, entre outros produtos.
Entretanto, existe um percentual aceitavel de glicerina nestes produtos, sendo que o
excesso deste material acaba desvalorizando e consequentemente é descartado de forma
incorreta no meio ambiente (Boni, 2008). Portanto, trataremos a partir de agora do
destino desta glicerina gerada na produgao do biodiesel.

A produgao de biogas € uma das alternativas para o aproveitamento desse residuo,
objetivando a geragao de energia (térmica ou elétrica). O trabalho desenvolvido por
(Azevedo, 2010), avaliou a produgdo de biogas a partir da glicerina bruta oriunda do
biodiesel, utilizando-se dejetos bovinos como in6culo. A conclusdo da pesquisa € que a
quantidade de inéculo influencia na produgéo de biogas.

A aplicagdo na industria petroquimica se da na sintese de ésteres, acroleina e
acido acrilico, acido alilico e gas de sintese do glicerol (Miyazawa, et al. 2007).

A biodigestdo anaerdbia é outra forma de empregar a glicerina. Este processo
ocorre na auséncia de oxigénio molecular, onde os microrganismos presentes promovem
a transformacdo de compostos organicos complexos em substancias mais simples.
Diversas pesquisas demonstram que a glicerina se constitui em uma fonte de carbono
facilmente degradavel para muitos microrganismos, e suas propriedades favoraveis a
digestao anaerdbica em biodigestores, quando associada a residuos organicos com alto
teor de nitrogénio, considerando que a glicerina por si s6 apresenta digestao problematica
devido a sua alta concentragdo de matérias graxas (Amon, et al. 2006).

Ribeiro (2009) afirma que uma alternativa € o tratamento da glicerina com acido
formico, que a convertera em alcool alilico, sendo que este ultimo muito utilizado na

producao de herbicidas, farmacos entre outros produtos quimicos.
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A pesquisa de Berenchtein, et al. (2010) aponta também como utilizagdo desta
glicerina, em adicdo a dieta de suinos em crescimento, comprovando que quando
utilizado como ingrediente energético em ragbdes para suinos em crescimento em niveis
de até 9%, ndo ha influéncia no desempenho, nas caracteristicas de carcaga e na
qualidade da carne desses animais.

Mota ,et al. (2009), discutiram a transformac&o quimica da glicerina bruta em
éteres, acetatos e ésteres, demonstrando o potencial de utilizagdo da glicerina na
producdo de plastico, bem como a producdo de varias substancias e carbonato de

glicerina.

Laersen (2009), mostra que a adicao de glicerina bruta na digestdo anaerdbia de

efluente de fecularia, também é uma forma de dar destinac&o correta a glicerina.

A combustédo direta da glicerina em equipamentos ndo convencionais em efeito
vortice e camara de combustéo adiabatica foi testada por alguns pesquisadores. Pode-se
citar a pesquisa realizada por Metzger (2007), que demonstra haver uma redugédo dos
poluentes como: CO/COz2, acroleina, formaldeido, acetona e acetaldeido ainda podem
ser detectados. Contudo, grande pesquisas estdo sendo desenvolvida neste campo, para

destino desta glicerina gerada na produgao do biodiesel.
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2. CONCLUSAO

Os microrganismos em geral produzem uma diversidade de enzimas intracelulares
para atender suas reacbes metabdlicas. Este potencial catalitico é utilizado
comercialmente, em especial nas industrias, em processos fermentativos e de
biotransformacgdes microbianas para a catalise de reagcdes quimicas variadas.

Historicamente, o potencial metabdlico dos microrganismos inseriu-se naturalmente
em aspectos fundamentais da vida humana. Assim tanto bactérias, quanto os fungos,
como as leveduras, tem sua importancia na producdo do pao e do vinho, alimentos
sempre presentes na histéria da humanidade. Os fungos filamentosos, como o
Asperqgillus niger, sdo muito utilizados na industria, pois possuem caracteristicas uteis e
vantajosas para a produgdo de uma diversidade de produtos e também conseguem
promover a biotransformag¢ao de compostos. As vantagens do uso desta espécie devem-
se a sua facil manipulacao, capacidade de fermentacao de varias matérias-primas de
baixo custo e a producio de elevadas quantidades de produto.

A produgao de biodiesel a partir de qualquer triglicerideo gera a glicerina, em uma
propor¢cao de 10%. E com o crescimento da produgdo mundial de biodiesel uma grande
quantidade deste composto é gerada. Este fato, remete a uma preocupagédo ambiental e
portanto, esta revisdo faz uma abordagem das aplicagbes praticas com excelentes

perspectivas de estudo neste campo.
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RESUMO

O Aspergillus nigeré um dos microrganismos mais importantes utilizados em
biotecnologia devida sua utilizagdo nas industrias para obtengéo de acido citrico, lipase e
outros. Neste trabalho o fungo foi utilizado em solugdo aquosa na presenca de peptona e
de glicerina, como fonte de carbono. O fungo foi isolado de uma ocorréncia de fungos do
género Aspergillus (Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavius) em
desenvolvimento sobre uma resina fendlica. Na amostra coletada e cultivada em
laboratério se destacou a espécie Aspergillus niger com o melhor crescimento. O produto
obtido, no cultivo com glicerina como fonte de carbono, filtrado, foi analisado por técnicas:
Termogravimétrica, (TG), Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e Cromatografia gasosa (CG). As amostras analisadas indicaram a presencga de
compostos volateis como: acetona, propanol, butanol, 3-metil-butanol e 2- metil-butanol.

Palavras chave: aspergillus niger, glicerina, desenvolvimento
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ABSTRACT

Aspergillus niger is one of the most important microrganisms used in biotechnology due to
its use in the industries to obtain citric acid, lipase and others. In this work the fungus was
used in aqueous solution in the presence of peptone and glycerin, as carbon source. The
fungus was isolated from an occurrence of fungi of the genus Aspergillus (Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus and Aspergillus flavus) under development on a phenolic
resin. In the sample collected and cultivated in the laboratory the Aspergillus niger species
with the best growth was highlighted. The product obtained in the culture with glycerine as
a carbon source, filtered, was analyzed by techniques: Thermogravimetric (TG), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Gas Chromatography (GC). The samples
analyzed indicate the presence of organic compounds such as acetone, propanol, butanol,
3-methyl-butanol and 2-methyl-butanol.

Key words:aspergillus niger, glycerin, development
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1. INTRODUGAO

Os microrganismos de um modo geral, incluindo os representantes do reino fungi,
desempenham papeis essenciais no ambiente e contribuem para a estabilidade dos
ecossistemas, participando de processos ecoldgicos basicos como o0s ciclos
biogeoquimicos e cadeias alimentares (Samson, et al. 2001). A compreens&o do papel
dos microrganismos nos ecossistemas gerou uma gama de conhecimentos com relagéo
ao seu metabolismo, e consequentemente, muito se descobriu a respeito das enzimas
microbianas (Sant'ana Junior, 2001). Deste modo, o isolamento e a identificagdo de
microrganismos, sao de grande interesse, pois além de garantir o suprimento de enzimas
aos mais variados processos industriais tornam possivel o desenvolvimento de novos
sistemas enzimaticos que nao podem ser obtidos a partir de plantas ou animais (Alves, et
al. 2002).

As espécies do género Aspergillus sao fungos filamentosos com ampla distribuicao
geografica, encontrado em diversos ambientes desde o ar até ambientes aquaticos,
sendo o solo o principal habitat destes microrganismos (Read, 1991). A espécie A. niger
merece destaque, considerando a grande diversidade e sua versatilidade em sobreviver
formando estruturas de resisténcia em ambientes desfavoraveis por longos periodos e
voltando a proliferar-se rapidamente quando o ambiente torna-se novamente favoravel
(Xavier, et al. 2008). Adiversidade metabdlica e a inespecificidade e versatilidade de seus
sistemas enzimaticos multiplos, torna-os degradadores de diferentes moléculas organicas,
incluindo compostos xenobidticos de estruturas quimicas relacionados, como os
hidrocarbonetos do petréleo (Atlas, 1981, Ghazaly & Sayed, 2000).

Uma area de importante destaque na pesquisa aplicada, a biotecnologia, tem o A.

niger como uma espécie de destaque, com relevancia em processos industriais na
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produgédo de acido citrico a partir de diferentes matérias-primas ( Legisa & Mattey, 1986 .;
Desgranges & Durand, 1990 .; André, et al. 2010.; Liguori, Amore & Faraco 2013,
Venegas, et al. 2013), ou o seu desenvolvimento em residuos, como a glicerina obtida por
transesterificacéo para a produgéao de biodiesel (Victorino.; Pereira & Fiaux, 2016).

De acordo com Beatriz , Araujo, et al .(2002) & Lima (2005 ), quimicamente a
glicerina comercial é um tri-alcool com trés carbonos, nomeada, segundo a IUPAC (Unidao
Internacional de Quimica Pura e Aplicada) 1,2,3-propanotriol, sendo derivado de fontes
naturais (6leos graxos vegetais e animais na forma de triglicerideos) ou petroquimica
(particularmente na produgéo do biodiesel).

A glicerina ap6s passar por um processo de purificagcdo pode ser utilizada em
inumeros produtos, tais como: produgédo de biogas, industria farmacéutica, industria de
cosmético (emoliente), solvente para tintas e vernizes, lubrificante, compdsitos (plasticos
biodegradaveis), substrato para processos biotecnoldgicos, além de outros (Valliyappan,
Bakhshi & Dalai, 2004).

Um estudo realizado por Mota & Silva & Gongalves (2009) revelou que grandes
quantidades de glicerina s&o formadas na produgdo de biodiesel (em torno de 10 m?® de
glicerina para cada 90 m? de biodiesel), resultando em impactos econémicos e ambientais
que se agravam com a crescente demanda pelo biocombustivel. Considerando-se a
quantidade de glicerina gerada nestes processos, algumas propostas tém sido
desenvolvidas para resolver o problema. Dentre elas estédo a utilizagdo de microrganismos
por conversao microbiana, em produtos de valor agregado, que se apresentam como
sendo viaveis em fungdo dos valores econdmicos e das caracteristicas tecnoldgicas

(Silva, Machon & Contiero, 2002).
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Os processos biotecnoldgicos para utilizagdo microbiana da glicerina em produtos
de valor agregado em consorcio com biomassa se tornam possiveis, pois este é
considerado como uma fonte de carbono por fungos ou bactérias em condigdes aerdbicas
e anaerobicas (Ito, et al. 2005.; Yazdani & Gonzalez, 2007). Espécies de leveduras como:
Yarrowia lipolytica, Candida tropicalis e Rhodotorula sp, e a bactéria Klebsiella
pneumoniae, em meios de cultura com restrigdo de nitrogénio, sdo capazes de produzir
quantidades significantes de acido citrico, utilizando como fontes de carbono: agucares,
alcanos, alcoois, 6leos, amido hidrolisado e glicerina (Németh.; Kupcsulik & Sevella, 2003
& Venter, et al. 2004).

Este trabalho propbés-se a realizar avaliagdo do desenvolvimento do fungo
Aspergillus niger, iniciando por sua adaptacdo em meio de diferentes concentragcbes de
glicerina, e estabelecer as condigdes (temperatura, pH e agitacdo), para que ele
apresente o maior crescimento. Ainda, identificar os produtos gerados durante este

processo de conversio.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia- LPM
do Departamento de Parasitologia e Microbiologia da UFPI e no Laboratério de

Bioeletroquimica da UFPIl ambos no campus Ministro Petrénio Portela em Teresina-Pl.

2.1 Materiais
A espécie fungica utilizada neste estudo foi isolada a partir de uma colénia em uma
amostra de resina de liquido da casca da castanha de caju — LCC, onde o microrganismo
se desenvolveu como um contaminante, colonizando esse material (LCC), objeto de
pesquisas em desenvolvimento no laboratério de Bioeletroquimica da UFPI.
Para o crescimento das culturas fungicas, objetivando sua identificagdo taxonémica,
a caracterizagdo e manutencgao da viabilidade para os testes de crescimento em glicerina,
utilizaram-se os seguintes materiais:
¢ Glicerina comercial da marca Tayuyna, 95% de Glicerina
e Meio de cultura: batata, dextrose eagar — BDA, da marca Synth;
e Meio de cultura: Agar Sabouraud, da marca Himedia;
e Substancias para enriquecimento dos meios: extrato de Leveduras, marca
Himedia, e Peptona de Caseina, marca Synth;
e Vidrarias em geral;
e Reagentes diversos;

e Agua tipo “Mille-Q” (18,2 mega ohms de resistividadde)
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2.2 Procedimentos Experimentais

2.2.1 Isolamento da espécie microbiana utilizada nesta pesquisa.

Para o isolamento do microrganismo procedeu-se da seguinte forma: retirou-se
por¢cdes das colbnias em crescimento com o auxilio de uma alga de cromo niquel
previamente flambada na chama do bico de Bunsen, em seguida semeou-se em placas
de Petri contendo meio BDA e incubou-se em estufa, demanda bioquimica de oxigénio -
BOD a 28 °C por um periodo de 72 h. Esta etapa de isolamento, consistiu na purificacdo
das colbnias crescidas, para assegurar tratar-se de uma espécie proveniente de conidio
unico. Com este objetivo, preparou-se uma solugdo de conidios com a adigdo de agua
destilada e tween 80, e a partir desta solugao, foram feitas diluicbes sucessivas decimais
até obter-se no semeio em placas de petri, colbnias fungicas provenientes de um unico

conidio.

2.2.2 ldentificag&o taxonbémica do microrganismo

A identificacdo da espécie fungica foi feita por taxonomia classica, de acordo com o
manual de identificagdo para Aspergillus de ( Klich , 2001), observando-se o crescimento
e formacado dos conidioéforos e conidios, bem como o desenvolvimento do micélio por
meio da técnica de microcultivo em Iamina e laminula segundo o método descrito por
(Koneman, et al. 2001). As principais caracteristicas microscépicas analisadas foram: o
tipo de ramificagdo, comprimento, largura e textura dos conidiéforos; comprimento e
textura das métulas e fidlides; diametro, forma e textura dos conidios além da forma e cor

do cleistotécio/esclerocios.
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2.2.3 Caracterizagdo do microrganismo.

Apés a identificagdo do isolado fungico, realizou-se a caracterizagédo das condigdes
favoraveis ao crescimento do microrganismo. Estas condi¢des envolveram:
enriquecimento nutricional do substrato (glicerina); influéncia da temperatura; pH e
agitacéo sobre o desenvolvimento do isolado fungico.

Para testar a capacidade de crescimento do microrganismo na glicerina como
substrato procedeu-se como segue: erlenmeyers em triplicatas foram esterilizados em
autoclave para garantir a presenga unica do microrganismo testado. A estes erlenmeyers
foram adicionados glicerina nas proporgdes de 5 a 50% e agua destilada autoclavada em
quantidade suficiente para 200 mL. A seguir, o microrganismo foi adicionado sob a forma
de suspensdo de 1 mL de conidios numa proporcédo de 108 conidios/mL e acondicionados
em estufa incubadora BOD.

A avaliacao do crescimento micelial foi feita por meio da determinagao da massa
micelial seca (peso seco) apds um intervalo de 20 dias. Para este fim, as culturas foram
autoclavadas a 121 °C por 30 segundos com a finalidade de provocar a inativagédo dos
esporos fungicos, seguida pela filtragdo da cultura através de papel de filtro e por lavagem
com agua destilada estéril. A massa micelial obtida foi desidratada por exposi¢gao a 60 °C
por 8 horas, seguido por manutengao a 40 °C por 24 horas em estufa, segundo o método
descrito por (Rasooli & Abyaneh, 2004).

Com o objetivo de enriquecer o substrato e incrementar a velocidade de
crescimento do microrganismo, foram testados alguns enriquecedores do substrato como
a glicose, o extrato de levedura e a peptona de caseina. Todas as substancias foram
acrescidas ao meio contendo glicerina numa proporgao de 5%. Para andlise comparativa

também se analisou o crescimento em meio contendo apenas glicerina (25%). O
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microrganismo foi semeado em placas de petri contendo estes meios enriquecidos (1 mL
da suspenséo de conidios na proporcdo de 108 conidios/mL) e incubados em estufa BOD
por um periodo de 7 (sete) dias. Durante este periodo foi realizada a mensuragdo do
didmetro das colbnias com auxilio de um paquimetro e a esporulagdo (produgédo de
conidios) foi analisada por meio da contagem de conidios em cédmara de Neubauer,
observadas ao microscépio 6ptico em objetiva de 40X.

Na avaliagéo do crescimento micelial (didmetro das colénias), fez-se a medic¢ao, a
cada 24 horas, do diametro das colbnias, durante sete dias, a partir do momento em que
foi colocado o disco de micélio com os isolados no meio de cultura, obtendo-se sete
leituras. Esses dados foram utilizados no calculo do indice de velocidade de crescimento

micelial, conforme a férmula descrita na equagéao 2.1, por ( Oliveira,1991) :

D-D
IVMC = ¥ Equagao (2.1)

Sendo:

IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D= didmetro médio atual da coldnia

Da= didmetro médio da coldnia do dia anterior

N= numero de dias apds a inoculagao

Analisou-se também a Influéncia da temperatura no desenvolvimento do
microrganismo. As analises foram feitas no meio contendo glicerina e enriquecido com
peptona e também no preparado, glicerina / agua. O microrganismo foi semeado em

placas de petri contendo o meio enriquecido ou ainda o preparado de glicerina / agua, e
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incubado em estufa BOD nas temperaturas de 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C e 45 °C.
Todos os testes foram feitos em triplicata. Em seguida foram feitas as mensuragdes do
diametro das colbnias crescidas até o periodo maximo de 7 dias do indice de velocidade
de crescimento micelial - (IVCM), bem como a andlise da esporulagdo, pelo mesmo
método descrito anteriormente para analisar o enriquecimento nutricional.

O pH também foi analisado como um fator determinante para o desenvolvimento do
microrganismo. O pH foi ajustado no meio preparado com nutrientes (peptona) e glicerina,
sendo a faixa de pH testada de 3-8, com intervalos de 0,5. De modo semelhante as
caracterizacdes de suplementacdo com nutrientes e temperatura, as analises dos
resultados foram feitas até o periodo de 7 dias e os critérios analisados foram os mesmos
(didametro das coldnias e esporulagao).

A agitacdo foi empregada como um método para propiciar uma melhor
homogeneizagédo e interagdo ao substrato de crescimento com o microrganismo.
erlenmeyers contendo nutriente (Peptona) com agua e glicerina (5-50%) foram semeados
com a suspensdo de conidios (10® conidios/mL). Apds o semeio os erlenmeyers foram
incubados em camara incubadora com agitagao orbital (Shaker) por um periodo de 7 dias
com controle de temperatura (28 °C) e a agitagdo em 120 rpm. Para analise comparativa
também foram semeados erlenmeyers e dispostos em estufa incubadora BOD sem

agitagao pelo mesmo periodo de tempo e a mesma temperatura.

2.2.4 Caracterizagdo dos produtos resultantes do crescimento de Aspergillus niger em

substrato contendo glicerina.
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2.2.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os produtos foram caracterizados também por espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho em um equipamento Perkin Elmer Spectrum GX FT-IR System, na
regido de 4000 a 500 cm™, utilizando o método de reflectancia — ATR. A analise foi
realizada no Laboratério de Quimica do Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e

Tecnologia do Piaui - IFPI.

2.2.4.2 Analise termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas das amostras de glicerina/fungo/peptona/agua mille-
Q, foram obtidas por meio do equipamento da Shimadzu TG-2050, utilizando um cadinho
de platina e atmosfera de argénio, com fluxo de 50 mL min™ na faixa de temperatura de
25 a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min™'. As referidas analises foram
realizadas no Laboratdrio Interdisciplinar de Materiais- LIMAV na Universidade Federal do
Piaui — UFPI.

2.2.4.3 Cromatografia gasosa (CG)

A analise dos constituintes quimicos foi realizada em sistema HS-GC-MS
(Shimadzu) equipado com coluna capilar SLB-5 ms (Sulpeco, 30 m x 0,25 mm x 0,250 A).
A andlise dos constituintes quimicos foi realizada em sistema HS-GC-MS (Shimadzu)
equipado com coluna capilar SLB-5ms (Sulpeco, 30 m x 0,25 mm x 0,250 ym). A analise
foi realizada por introducdo da amostra via head space operando com temperatura de
incubagao de 60 °C por 10 minutos. A temperatura da seringa foi 60 °C, volume de injecéo

de 1,5 mL no modo split (10:1) e temperatura do injetor de 220 °C. A programagao do
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forno foi 40 °C, com taxa de 4 °C min™" até 250 °C. O gas hélio com fluxo constante a 1
mL min™'. O tempo total de analise foi 52,50 min e a temperatura da interface foi 280 °C. O
espectrdmetro de massas operando com ionizagao por elétrons (El 70 eV) com faixa de
massas m/z de 40 a 250 Da, e temperatura da fonte de 230 °C. A identificacdo foi

realizada por comparagao dos espectros de massas com os da biblioteca Wiley 229.

2.2.4.4 Cromatografia em camada delgada (CCD) da amostra de glicerina/fungo/peptona/

agua.

Andlise da placa cromatografica em camada delgada (CCD), foi utilizada uma lamina
microscopica com espessura: 1,0 a 1.2 mm, utilizou-se silica gel da marca Fluk , utilizou-
se um capilar para colocar os pontos da amostra. Os reagentes foi Metanol, (3 ml),
Cloroférmio, (7 ml), para diluir a glicerina, para retirar agua da amostra utilizou-se acetato
de etila e haxano nas proporgdes, (9 ml a 1 ml), para revelar a placa cromatografica

utilizou-se a solugao Sulfato Cérico.
2.2.4.5 Teste de Viscosidade da amostra de glicerina/ fungo/ peptona/agua

O teste de viscosidade foi realizado para avaliar seguintes parametros: de textura
firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade foi avaliados em texturémetro
Marca TA-XT plus Texture Analyser (Stable Micro Systems) a 25 °C (compressao de 30
mm, velocidade de teste de 1,0 mm/s e probe Back Extrusion Cell com disco de 35 mm e

extensor).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamentos do microrganismo

A técnica de diluigbes decimais sucessivas permitiu o crescimento de colbnias
filamentosas com aspecto sugestivo de microrganismos do reino Fungi. As colonias
crescidas revelaram pelos seus aspectos macroscopicos distintos, que se tratava de trés
microrganismos diferentes. A microscopia também constatou este fato. Entretanto em um
teste para crescimento em glicerina apenas um dos isolados foi capaz de crescer no meio
contendo glicerina, sendo este o selecionado para as demais etapas desta pesquisa, e os
outros dois isolados, considerados contaminantes.

O isolado fungico selecionado, crescido a partir de uma cultura monospoérica, foi
posteriormente identificado taxonomicamente, e a partir de entéo, foi 0 empregado em

todas as analises posteriores desta pesquisa, de modo a garantir a sua pureza.

3.2 Identificagdo taxonémica do microrganismo

A microscopia da colénia revelou micélio aéreo abundante e apés a esporulagao, o
mesmo apresentou-se de cor marrom escuro (Figura 1 e 2). As observagdes
microscopicas a partir do microcultivo revelaram a presencga de micélio hialino e septado
nas hifas somaticas e com septacao irregular ou auséncia de septos na formagao do
conidiéforo. Os conididforos visualizados eram simples de formato esférico e

ameroseptado (sem septo), produzidos em cadeia ao redor de uma célula conidiogénica
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(disposicao radiada). As métulas sao longas e as fidlides curtas, apresentaram aspecto

compativel com a espécie A. niger.

Figura 1- Aspectos da macroscopia (A) e microscopia (B) de A. niger.

Fonte: Autor (2017)

3.3 Caracterizagdo do microrganismo

3.3.1 Desenvolvimento de A. niger em solucdo de agua e glicerina

O desenvolvimento de A. niger na solugdo de agua e glicerina, nas diferentes
proporcdes (5 a 50% de glicerina) analisadas por meio da determinagédo da massa seca,
revelou a capacidade de A. niger em utilizar a glicerina como fonte de carbono. Houve

crescimento micelial em todas as amostras testadas, apesar da determinagcdo do peso
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seco indicar que na propor¢cao de 25%, a massa seca micelial produzida foi de 6,2 g,
contrastando a propor¢éo de 50%, onde a massa seca determinada foi de 3,8 g, como se

observa na Figura 2.

Figura 2- Massa micelial produzida por A. niger em diferentes concentragdes de

glicerina.
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Fonte: Autor (2017)

Na pesquisa realizada por (Lopes , Messiano & Nardi, 2017), o glicerol foi
empregado como fonte de carbono para o fungo A. niger a fim de avaliar sua possivel
biotransformacéo. Por meio de analises cromatograficas, foi possivel observar o consumo
do glicerol pelo fungo, ja que o mesmo consegue metabolizar o glicerol convertendo-o em
compostos de alto valor agregado. De acordo com os mesmos autores, a utilizagdo do

glicerol como fonte de carbono para produgdo de compostos de alto valor agregado, por
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meio de biotransformagado deve ser considerada na busca de novas alternativas ao

excedente da glicerina proveniente da industria de biocombustiveis.

Victorino , Pereira, & Fiaux, ( 2016), avaliaram o crescimento de A. niger em meio
contendo glicerina gerada por transesterificagdo do 6leo de cozinha residual com etanol e
compararam com meios a base de glicerol e sacarose. O crescimento microbiano na
glicerina foi comparavel aquele obtido na sacarose e maior do que o obtido em glicerol.
Estes resultados comprovaram que a glicerina provou-se uma matéria-prima apropriada
para processos biotecnoldgicos utilizando Aspergillus niger, e que a utilizagao tecnolégica
desses dois passivos ambientais: a glicerina e o 6leo de cozinha residual, contribuiem
para a diminuicdo dos impactos ambientais e econdmicos decorrentes de sua geragao e

descarte.

3.3.2 Desenvolvimento de A. niger em meios de glicerina enriquecidos

O crescimento de A. niger em meio contendo glicerina e enriquecido com peptona
foi o que mais favoreceu o desenvolvimento do microrganismo. O IVCM (indice médio de
velocidade de crescimento micelial) nos meios enriquecidos com peptona foi de 16,7
mm/dia (média das trés repeticdes), maior do que os indices verificados para os meios
enriquecidos com extrato de levedura (12,4 mm/dia) e glicose (10,8 mm/dia). ( Figura 3).
O meio contendo agua, agar e glicerina, sem as substancias de enriquecimento,
apresentou um indice médio de velocidade de crescimento micelial — IVCM, menor

quando comparado aos demais (6,8 mm/dia), o que comprovam diversas pesquisas ja
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realizadas (Fang & Zhong, 2002 ), compararam o efeito de fontes inorganicas de
nitrogénio como o sulfato de aménio e cloridrato de amdnio, com fontes organicas (extrato
de levedura, e peptona) sobre a produgcédo de biomassa de Ganoder malucidum,
constatando maior crescimento micelial nos meios contendo extrato de levedura e
peptona. (Kim, et al. 2006), suplementaram com cultivo de G. resinaceum com glicose e
peptona de soja em biorreator STR de 5 L, obtendo aos 6 dias de cultivo, 42 g/L de
biomassa micelial, maior do que os 21,9 g/L de biomassa em 12 dias sem a
suplementacdo. Com o objetivo de otimizar o rendimento e a eficiéncia da converséo de
substrato em biomassa de Pleurotus tuberregium em meio liquido, Wu, et al. (2004)
utilizaram o extrato de levedura, e consideraram melhor do que a utilizacdo de peptona.
Entretanto, a pesquisa conduzida por (Pastore .; Hasan & Zempulski, 2011) verificou que,
mediante analise das curvas cinéticas de 22 ensaios, 0os maiores niveis de produtividade
para o acido citrico, em isolados de A. niger, ocorreram na suplementagcao com peptona e
sulfato de aménio.

Outro parametro avaliado para determinar a melhor substancia de enriquecimento
ao substrato de glicerina foi a produgao de conidios em A. niger. De modo semelhante a
determinagao do indice médio de velocidade de crescimento micelial — IVCM, a peptona
também demonstrou ser o melhor suplemento para a produgédo de conidios em A. niger

(Figura 4).
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Figura 3- indice médio da velocidade de crescimento micelial de A. niger em meios de

glicerina enriquecidos
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Fonte: Autor (2017)

Figura 4- Producao de conidios em A. niger em meios enriquecidos.
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Os conidios constituem uma forma rapida de propagacao das espécies fungicas,
de modo que substancias estimuladoras de sua producao, também influenciam

diretamente no desenvolvimento do microrganismo.

A suplementacdo do meio de cultivo com peptona e extrato de levedura
incrementou o crescimento e a esporulagdo no fungo Bipolaris euphorbiae (Penariol, et
al. 2008) enquanto que, a adigao de vitaminas favoreceu apenas a produg¢éo de conidios.
(Wenzel, Almeida & Cardoso, 2005) verificaram que houve diferenga significativa na
producao de conidios em relacao as quantidades de dextrose e extrato de levedura. As
maiores producoes de conidios foram obtidas nos meios com maiores quantidades de
dextrose e ndo com extrato de levedura, de modo que a fonte de carbono nao influencia
tanto a esporulagdo quanto a fonte de nitrogénio (peptona ou extrato de levedura). De
modo semelhante, em pesquisas anteriores (Wenzel, 2002) observou que a
suplementacdo do meio de cultura com extrato de levedura em baixas concentragdes
(1%), estimulou a esporulagéo de Verticillium lecanii, 0 mesmo foi verificado por (Oliveira,

2000).

3.3.3 Influéncia da temperatura no desenvolvimento de A. niger em meios contendo

glicerina

A temperatura constitui-se em um fator abiético importante no desenvolvimento dos
organismos em geral, de acordo com (Samson, et al. 2001) a temperatura tem um papel
importante no crescimento do micélio, na formagdo e germinacdo dos esporos dos
fungos. A temperatura 6tima de crescimento em isolados de fungos xil6fagos, analisadas

por Castro, et al. (2006) foi na faixa de 35 °C, compativel com as condi¢des dos testes em
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temperatura ambiente em que comumente esses organismos sao encontrados. No
presente estudo, A. niger se desenvolveu em todas as temperaturas testadas, entretanto,
na temperatura de 30 °C observou-se maior crescimento micelial, alcangando um indice
médio de velocidade de crescimento micelial — IVCM de 18 mm/dia em meio enriquecido
com peptona e de 7,7 mm/dia aos 30 °C em meio contendo 25% de glicerina+agua. Na
Figura 5 podemos observar o desenvolvimento de A. niger em diferentes temperaturas.
Ferreira, et al. (2012), avaliaram o efeito da temperatura sobre o crescimento
micelial de Fusarium solani. Esta pesquisa revelou que a maior média de indice
develocidade de crescimento micelial (IVCM), ocorreu em 25 °C. ( Cargnim & Marcuzzo
2014), estudaram a influéncia da temperatura no desenvolvimento de A. niger em cebola,
constatando que a melhor temperatura para o desenvolvimento desta espécie é a de 30
°C. Para ( Dias, et al. 2005), temperaturas proximas a limitrofe para crescimento de

fungos, pode causar redugao drastica no crescimento micelial destes microrganismos.

Figura 5- Crescimento micelial de A. niger em diferentes temperaturas.
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A temperatura influenciou também na produgdo de conidios. A contagem de
conidios na camara de Neubauer para todas as amostras (10 — 45 °C) indicou que a
temperatura 6tima de esporulagédo em A. niger é a de 30 °C (Figura 6).

Um estudo classico dos pesquisadores Clerk & Madelin, (1965) avaliou a influéncia
da temperatura, umidade, concentracdo de gas carbdnico e luminosidade sobre a
estabilidade dos conidios de Metarhiziu manisopliae, Bouveria bassiana e Isaria farinosa,
e concluiram que a viabilidade dos conidios foi reduzida pela exposi¢ao a luz e elevacao
de temperatura. Na temperatura de 28 °C o numero médio de conidios foi 85,4 enquanto

que na temperatura de 23 °C o nimero médio foi 32,4.

Figura 6 - Producao conidial de A. niger em diferentes temperaturas.
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Fonte: Autor (2017)

Os conidios adquirem certo grau de resisténcia térmica, quando expostos a
determinadas condicdes, durante seu processo de formagao. Os esporos de A. flavus e A.

parasiticus, quando inoculados em meios com alta concentracdo de acucares e baixas
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concentracoes de proteinas e aminoacidos se apresentam maisresistentes que os
produzidos em meios com concentragcbes normais destes componentes (Blank.;Yang &
Scanlon, 1998).

3.3.4 Influéncia do pH no desenvolvimento de A.niger em meios contendo glicerina

Foi observado o crescimento do microrganismo em todos os pHs testados, sendo
observado que o pH de 6,0 é o que mais favorece o desenvolvimento de A. niger. Em pH
3,0 houve perda do indice médio de velocidade de crescimento micelial — ICVM e
esporulagéo (Figuras 7 e 8).

Segundo (Griffin 1994), o pH 6timo para o desenvolvimento de varios fungos
encontra-se na faixa entre 4,0 e 6,0, porém, a maioria dos fungos filamentosos tolera
variagdes de pH entre 2,0 e 9,0. No estudo realizado po (Santaella, et al. 2009) ,com o
objetivo de testar a capacidade de A. niger no tratamento de efluentes em reatores de
uma refinaria de petréleo, observou que os valores de pH de saida dos reatores foram em
torno de 3,5 £ 0,4, ndo havendo diferengas significativas, mantendo-se propicios ao
desenvolvimento do A. niger e inibindo a proliferagcdo de bactérias (a maioria das
bactérias ndo cresce em pH acido). Entretanto ( Mishra & Lata, 2004), que estudaram a
influéncia do pH na remogao de DQO (demanda quimica de oxigénio) de agua residuaria
de industria alimenticia, tratadas também com A. niger e A. foetidus, concluiram que
houve maior remog¢ao de DQO em pH 6,0, embora houvesse maior atividade amilolitica
em pH 4,0.

Figura 7- indice médio de velocidade de crescimento micelial IVCMs de A. niger em

diferentes pHs.
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Figura 8- Produgao conidial de A. niger em diferentes pHs
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3.3.5 Influéncia da agitagdo no desenvolvimento de A. niger em meios contendo glicerina

A influéncia da agitagao sob o desenvolvimento de A. niger mostrou a formagao de
pelets de micélio de propor¢des consideradas satisfatorias. A biomassa micelial formada

foi maior no meio sob as condi¢des de agitacdo do que em meio sem agitagao. (Figura 9).

Figura 9- Peso seco em A. niger sob as condi¢cdes de agitagdo e sem agitacéo.
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3.4 Caracterizagao dos produtos resultantes do crescimento de Aspergillus niger

em substrato contendo glicerina.

3.4.1 Espectroscopias de Absor¢gdo na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR).

O grafico de FTIR apresentou bandas indicativas das fungdes presentes nos
compostos formados, pelo processo de crescimento do fungo, a partir de glicerina
comercial com peptona e agua Mille-Q. A identificagdo foi realizada comparando as
bandas caracteristicas dos grupos funcionais encontrados na literatura. Podem-se

observar na Figura 10, os espectros de FTIR das amostras.

Figura 10 - Espectros na regido de infravermelho com as amostras da glicerina comercial,

fungo/glicerina/agua, fungo/peptona agua e fungo/glicerina/peptona/agua.
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As bandas foram identificadas segundo (Silverstein, Webster & Kiemle, 2005). Para
identificar os grupos funcionais presentes nas amostras de glicerina/fungo/peptona/agua,
realizaram-se as analises por Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho
(Figura 10). Em relagdo as bandas observadas na regido de 3250 a 3500 cm™, atribuidas
a estiramento OH, observou-se que para a glicerina pura a banda esta deslocada, uma
vez que o grupo OH refere-se a alcool e que nas outras amostras sao indicativos da
presenca de agua. A ligagdo C-O de alcool secundario simétrico (1162 cm™') e a ligagdo
C-0 de élcool primario (1028 cm™), representam substancias que estéo na gliceina e na
peptona das amostras. E possivel observar ainda a presenca de uma forte banda em
1737-1652 cm™, C=0 (que surge nas amostras glicerina /fungo/agua/peptona) atribuida a
estiramento da carboxila de éster ou cetona segundo (Silverstein, et al. 2007). A
presenca das bandas 2944 - 2972 cm™, estiramento assimétrico CHz, (Bommannan, et al.
1990), e as bandas 2877-2886 cm™' estiramento simétrico CH, (Bommannan, et al. 1990).
A presenca dessas bandas indicam a formagado de novos compostos a partir da glicerina
elou peptona, provavelmente formados pela degradacéo da glicerina/peptona/fungo/agua

Mille-Q.

3.4.2 Analises Termogravimétricas (TG)

A Andlise Termogravimétrica fornece informagdes sobre o comportamento de
materiais diante de um aumento progressivo de temperatura. As analises
termogravimétricas permitiram estabelecer as temperaturas de perda de massa das
substancias presentes nas amostras de glicerina comercial, fungo/glicerina/agua,
fungo/peptona/agua e fungo/peptonal/glicerina/agua, mostrando que diferentes perdas

para cada amostra apresentada na Figura 11. A curva para glicerina, (Figura 11), curva D
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apresenta uma perda de volateis na regido de 80 °C a 170 °C, provavelmente
correspondente as impurezas da glicerina comercial (dgua e compostos volateis). Na
regiago de 171 °C a 275 °C ocorre a degradagcdo da glicerina, resultando em
aproximadamente zero de residuo a partir de 280 °C até 600 °C. Para a amostra de
fungo/peptonalglicerina/agua, na Figura 11, curva B, para fungo/glicerina/agua, pode-se
observar a perda de massa na regido que vai de 50 °C a 40 °C, que correspondem a
perda de volateis. Esses compostos podem ser provenientes do consumo da matéria
disponivel ao fungo, isto €, deve ser produto de conversao da peptona e da glicerina em
novos compostos. Ainda na Figura 11, curva B, na regiao de 45 °C a 275 °C, ocorre a
perda de massa correspondente a compostos de maior ponto de ebulicdo, provavelmente
a glicerina, e desse ponto em diante apresenta residuo aproximadamente zero. Na Figura
11, Curva C, fungo/peptonalglicerina/agua, pode-se observar a perda de massa na faixa
de temperatura entre 40 °C a 140 °C correspondente a formacao de produtos volateis,
em fungdo da conversdo da peptona e da glicerina promovida pelo fungo. Em
temperaturas mais elevadas, mais com um percentual menor em relacdo a Curva B, na
Figura 11, podemos observar a perda de massa entre 145 °C a 275 °C, correspondendo
ao aquecimento de compostos pouco volateis, provavelmente associados a glicerina, e de
280 °C em diante pode pensar em um residuo aproximadamente zero. Para a ultima
curva Figura 11, Curva A, observa-se que a perda de massa ocorre quase que
completamente na faixa de temperatura entre 30 °C a 105 °C, indicando que nessa
amostra, fungo/peptona/agua ocorre formacédo de compostos volateis. Ainda pode-se

afirmar que o residuo € aproximadamente zero (Cavalheiro, al et.1995).
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Figura 11- Analise térmica do material (TG) da amostra glicerina/peptona/fungo/agua
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Fonte: Autor (2017)

3.4.3 Cromatografia Gasosa (CG)

Os cromatogramas de ions totais, Figuras 12, 13 e 14 referem-se aos resultados
das amostras de  glicerina,fungo/peptona/agua,  fungo/peptonal/glicerina/agua,
fungo/glicerina/agua, respectivamente, obtidos por Head space, isto é, somente na parte
volatil da amostra. O cromatograma da glicerina, utilizada no trabalho, Figura 12, revela
os contaminantes presentes na glicerina e o componente principal, uma vez que ela é
95% pura. Tendo componentes volateis que podem ser identificados no inicio do
cromatograma e em baixas concentragdes, concordando com o apresentado no rétulo. O
pico de maior intensidade em aproximadamente 2 min. foi identificado em todas os

cromatogramas como COa.
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Figura 12- Cromatograma em Head space (parte volatil) da Glicerina utilizada no trabalho
como fonte de carbono para o Aspergillus niger. Neste grafico esta identificado didxido de

carbono, volateis, glicerina e resquicios dos componentes da coluna.
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Na Figura 13 apresentamos o cromatograma da amostra de
fungo/peptonalglicerina/agua, onde foi identificado um conjunto de produtos volateis, parte
B da Figura 13. Foram identificados cinco compostos, na faixa de 2 a 7 min. Pode-se
observar que a intensidade da banda referente a glicerina perde intensidade, e sé € maior

que a da amostra fungo/peptona/agua, quando se compara os cromatogramas.
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Figura 13 Cromatograma da amostra fungo/peptonal/glicerina/agua, onde esta
apresentado a regido de volateis e a presenga da glicerina. Os compostos volateis foram

identificados em B.
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Na Figura 14 esta apresentado o cromatograma da amostra fungo/glicerina/agua, e

o pico em 2 min., corresponde a CO2 e um pico referente a glicerina.
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Figura 14- Cromatograma da amostra fungo/glicerina/agua.
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Na amostra de fungo/ glicerina/agua ocorre uma diminuicdo da banda de glicerina
devido o consumo de glicerina por o fungo Aspergillus niger, sendo que a glicerina é fonte
de carbono para o fungo.

Diversos estudos demonstram a produgdo de compostos gerados por meio da
fermentagdo da glicerina em escala laboratorial empregando bactérias e leveduras. Na
pesquisa desenvolvida por Hong, et al. (2011) a Klebsiella pneumoniae, um bacilo gram
negativo, produz a partir da glicerina o 1,3-propanodiol sob condi¢bes de aerobiose em
regime de batelada alimentada com produtividade estimada em 2,13 g L"".h™" . De modo
semelhante, a Escherichia coli mostrou ser capaz de produzir o mesmo composto, por via
fermentativa em condigdes anaerdbicas (Tang, et al. 2009). Outros produtos de interesse
também sado gerados a partir da fermentagdo de glicerina por outras espécies de
microrganismos como: a dihidroxiacetona por Gluconobacter oxydans , (Hu, et al. 2010); o
acido glicérico por Acetobactertropicalis (Habe, et al. 2010); o etanol por E. coli, (Durnin,

et al. 2009), butanol por Clostridium pasteurianum , (Taconi, et al. 2009), 2,3 butanodiol
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por K. Pneumoniae (Petrova, 2010); acido latico por E. cofi (Hong, et al. 2009), &cido
succinico por Yarrowia lipolytica , (Yuzbshev, et al. 2010); poli-hidroxibutirato por
Zobellella denitrificans (lbrahim Steinbuchel, 2009) e &cido citrico por Y. Lipolytica,
(Rymowicz, et al. 2010). Um fato interessante a ser observado é que, a maioria destas
substancias produzidas, possuem um mercado consolidado, sendo empregadas em

diversos segmentos industriais.

3.4.4 - Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada - CCD é uma técnica de adsorgao liquido—
solido que ocorre devido a diferenca de afinidade, dos componentes de uma mistura, pela
fase estacionaria. Por ser um método simples, rapido, visual e econémico, a CCD ¢é a
técnica predominantemente escolhida para o acompanhamento de reagdes organicas,
sendo também muito utilizada para a purificacdo de substancias e para a identificacao de
fragbes coletadas em cromatografia (Collins ,et al. 1995). Na analise cromatografica por
CCD, a placa de silica (SiO2), foi utilizada como fase estacionaria e as misturas,
cloroférmio, metanol, hexano e acetato de etila, que foram utilizadas como eluente, suas
aplicacbes foram feitas com tubos capilares e as revelagdes feitas com solucao Sulfato de
Cérico. Sobre as placas montadas foram feitas analises de amostras obtidas obtidas em
duas condigdes:

a) amostras obtidas em ambiente fechado e que foram utilizadas para

cromatografia com Head Space;

b) amostras obtidas em atmosfera oxidante (ar ambiente).

Na condi¢do (a) as amostras foram analisadar por cromatografia gasosa com Head

Space a 60 °C, e o liquido restante foi analisado por CCD. Na condi¢céo (b) as amostras
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foram analisadas somente por CCD. No ponto1, Figura 15 A, para amostra
fungo/glicerina/agua, pode observar que ocorre o arraste das substancias presentes com
alargamento significativo da mancha de deslocamento, isto pode ser atribuido a presenca
de glicerina que tende a se se espalhar na placa em fungdo de seu caracter polar, como

pode ser visto por comparagao ao deslocamento da glicerina pura.

Figura 15- A e B, Cromatografia em camada delgada — CCD, das amostras de obtidas na
condicdo (a): dlicerina/fungo/agua, apresentada no ponto 1, a amostra
fungo/peptona/agua, no ponto 2, a amostra fungo/glicerina/peptona/agua no ponto 3 e

amostra glicerina no ponto 4.

Ponto 4

Ponto 2

Ponto 1 : Ponto 3

Fonte: Autor (2017)

No ponto 2, Figura 15 A, para a amostra fungo/peptona/agua, a placa mostra um
deslocamento uniforme, indicando a auséncia de glicerina e/ou de compostos polares,
neste caso confirmando os achados do TG de que a maior parte do material deve ter sido
convertido em compostos volateis. Na Figura 15 B, no ponto 3, para a amostra

fungo/glicerina/peptona/agua o deslocamento indica a presenga de compostos com
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polaridade, podendo ser a glicerina, ou acidos carboxilicos como indicado na analise de
FTIR. A anélise de CCD, no ponto 3, Figura 16 B, se assemelha a do ponto 4, na mesma
Figura que é a de glicerina pura.

Para a condigao (b) amostras obtidas em atmosfera oxidante, Figura 16 A, ponto 1,
amostra fungo/glicerina/agua, pode-se observar uma difusdo da mostra por uma area
consideravel, no entanto quando comparada com a de glicerina, pode revelar que o
composto tem glicerina mas em muito menor quantidade. No ponto 2, Figura 16 A, para
amostra de fungo/peptona/agua, apresenta o mesmo comportamento observado para a
mesma amostra na condigdo (a). Para a Figura 16 B, ponto 3, temos a amostra
fungo/glicerina/peptona/agua, que apresenta uma mancha com um deslocamento
consideravel em relagcao as demais e menor que a de glicerina pura Figura 16 B, ponto 4.
Nesse caso pode associar a presenga de substancias polares além da glicerina, entre
estas acidos carboxilicos, alcodis outros. A presencga de glicerina pode ser inferida em
funcdo do alargamento do sinal observado.

Para os dois conjuntos de medidas (a) e (b) pode afirmar que para as amostras de
fungo/peptona/agua o predominio de compostos volateis observados na cromatografia
com Head Space e na TG, para amostra de fungo/glicerina/peptona/agua, existe um
indicativo de ocorrer processos de formacao de produtos diferentes, uma vez que os
achados de Head Space, TG e CCD apresentam diferengas significativas. Para amostra
fungo/glicerina/agua as amostras indicam n&o apresentar diferengas entre independente

do sistema em que foram obtidas.
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Figura 16- A e B - Cromatografia em camada delgada CCD das amostras obtidas na
condicdo (b): fungo/glicerina/agua, apresentada no ponto 1, e a amostra
fungo/peptona/agua, no ponto 2, a amostra fungo/glicerina/peptona/agua no ponto 3 e

glicerina no ponto 4.

Ponto 4

Ponto 1

Ponto 3

Ponto 2

Fonte: Autor (2017)

3.4.5 Teste de Viscosidade

A viscosidade de um fluido mede a resisténcia interna oferecida ao movimento
relativo das diferentes partes desse fluido (resisténcia ao fluxo), (Shames, 1999). A
viscosidade esta relacionada com a forga que tende a se opor a esse movimento, sendo

uma medida de fricgdo interna do fluido. Dessa maneira, quanto maior a barreira potencial
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que uma molécula tera que vencer a fim de “saltar” para a vacancia adjacente, maior é a
viscosidade. Essa barreira potencial € conhecida como Energia de Ativacdo Viscosa
(Ribeiro; Da Cruz; Reis, 2005). Temperatura € um parametro relacionado com a energia
interna de uma substancia, varios estudos tém demonstrado que a viscosidade de um
liquido é altamente influenciada por mudangas na temperatura (Oliveira; Barros; Rossi,
2009). O aumento das distancias intermoleculares reduz as forgcas atrativas entre as
moléculas, diminuindo a viscosidade (Granjeiro, et al. 2007). A Figura 17, (no apendice) e
Tabela 1, mostra o teste de viscosidade das amostras glicerina comercial,

fungo/glicerina/agua, fungo/peptona/agua e fungo/peptonal/glicerina/agua.

Tabela 1- Valores de Viscosidadedas amostras: glicerina comercial, fungo/glicerina/agua,

Fungo/peptona/glicerina/agua e Fungo/peptona/agua.

Amostra (g/lcm.s) Firmeza Consisténcia Ind. Viscos. Coesividade
Glicerina 12,23 164,22 8,12 7,77
Glicerina/agua 9,08 143,43 4,36 5,44
Fungo/glicerina/agua 9,36 140,13 4,25 5,56
Fungo/peptona/glicerina/agua 9,60 141,63 4,78 5,94
Peptona/agua 8,69 137,77 3,80 5,36
Fungo/peptonal/agua 8,93 135,88 4,16 5,48

Fonte: Autor (2017)

Na amostra de fungo/peptona/agua apresenta um valor em gramas por centimentro
segundo (135,88 (g/cm.s), sendo o menor valor de viscosidade, devido amostra ndo ter

glicerina. Na amostra que contém somente glicerina ocorre um aumento da viscosidade
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(164,22 g/cm.s), quando se adiciona a glicerina a viscosidade aumenta devido a glicerina
ser muito viscosa. Na amostra fungo/glicerina/peptona/agua, apresentou um considerado
aumento da viscosidade (141,63 g/cm.s) devido a presenga da glicerina e consumo da
glicerina pelo fungo. Na amostra glicerina/fungo /agua apresentou a viscosidade (140,13

g/cm.s), devido a presencga da glicerina.
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4. CONCLUSOES

O fungo recolhido na amostra de resina do liquido da castanha de caju (LCC)
polimerizada com formol é do género Aspergillus, espécie A.niger, conforme o
manual de identificagcdo de Aspergillus descrito por KLICH, (2002) e ( PITT &
HOCHING, 1997).

As condicdes necessarias estudadas para melhor atuagcdo do fungo foram:
Temperatura de 30° C; pH 6,0 e Agitacdo e foi avaliado por sete dias para
determinar o crescimento do fungo Aspergillus niger.

O fungo apresentou uma degradagao e desenvolvimento em meio de glicerina que
foi confirmada através de analises das técnicas feitas por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), Termogravimétria
(TG),Cromatografia Gasosa (CG),Cromatografia em camada delgada (CCD) e
Teste de viscosidade onde foi observado o consumo de glicerina pelo fungo, ja que
0 mesmo consegue metabolizar a glicerina e converter em compostos de alto valor
agregado e foi confirmada a biodegradacgao , corroborando a literatura.

Conforme a espécie avaliada, foi confirmado que o fungo Aspergillus niger é
indicado para o processo de conversdao microbiolégica de glicerina em meio de
diferentes concentragdes, devido a capacidade de degradagdo ou conversao
microbiolégica apresentada.

Conclui-se, que o melhor meio de cultura do crescimento do fungo Aspergillus niger
foi de 25% de glicerina apresentando também um crescimento nos outros meios de

cultura.
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6 — CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando os resultados, discussbes e conclusdes abordadas nesta pesquisa,
algumas sugestdes e perspectivas para trabalhos futuros devem ser destacadas,
incluindo:

— Analisar os produtos fixos das amostras glicerina/fungo/peptona/agua milique-Q.
Utilizando a técnica cromatografia gasosa - (CG).

— Investigar se estes materiais apresentam potencial biodegragdo em meio de
glicerina, através ressonancia magnética nuclear- (RMN).

— Verificar a influéncia de diferentes concentragdes de glicerina utlizando outros
microrganismos para observar o comportamento deste em meio glicerina.

— Estender as pesquisas para produzir um novo produto polimero a partir dos
compostos volateis (acetona,propanol, butanol, 3- metil-butanal e 2- metil- butanol )
da amostra fungo/glicerina/peptona/agua que foi obtido na cromatografia gasosa
(CQ).

— Estender a pesquisa a outros microrganismos com utilizagdo da glicerina comercial
e outras substancias quimicas (quitosana e celulose) com o fungo Aspergillus

niger.
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7 — APENDICE

APENDICE 1- Teste de Viscosidade das amostrasglicerina comercial, fungo/glicerina/agua,
fungo/peptona/agua e fungo/peptona/glicerina/agua.
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Fonte: Autor (2017)
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APENDICE 2- Teste de Viscosidade das amostras:

Force (d)
104

glicerina/agua e peptona/agua
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Fonte: Autor (2017)
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