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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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PRODUGAO DE BIOMASSA DE ASPERGILLUS SP PELA UTILIZAGAO DE RESIDUOS DE
PO DE FUMO PROVENIENTE DE INDUSTRIA DE PROCESSAMENTO DE TABACO

Joyce Cristina Gongalvez Roth

Universidade de Santa Cruz do Sul, Programa de Pés-graduacao em Tecnologia
Ambiental.

Valeriano Antonio Coberllini

Universidade de Santa Cruz do Sul, Programa de Pés-graduacao em Tecnologia
Ambiental.

RESUMO: Otimizar a producao de biomassa de cepas de Aspergillus sp. para estudos
de adsorcao pode indicar um possivel emprego de microrganismos na biossorcao de
constituintes do tabaco presentes nos efluentes. Para isso, esporos de amostras de
Aspergillus sp. foram suspensos em solucao 0,02% de agar bacterioldgico. Dessa
solucao, 0,5 mL foi aplicada em placa de Petri contendo 5 mL de agar Sabouraud
preparado com extrato pé-de-fumo. As placas foram incubadas a 30°C por 48 h até
iniciar a cobertura da superficie do agar. A producao de biomassa se deu por
fermentacao em superficie liquida e fermentacao submersa em 24 erlenmeyers de
50 mL contendo 15 mL de caldo extrato p6 de fumo, e inoculados com 1 mL de uma

suspensdo padronizada de esporos (1x109 UFC/mL) incubadas a 30°C por 8 dias
em estufa estatica e com agitacao. Amostras foram coletadas a cada 48 h, e
filtradas. Maiores produtividades de biomassa foram atribuidas ao crescimento sob
agitacao. Os espectros de infravermelho do caldo revelaram uma tendéncia de
diminuicao da intensidade da absorcao das amostras apos 192 horas de contato. A
confirmacao de modificacoes quimicas no caldo e na biomassa deu-se pela analise
multivariada dos dados (PCA e HCA), e permitiram verificar similaridades entre os
conjuntos de dados associado ao caldo de p6 de fumo como meio nutritivo. Conclui-
se que as espécies de Aspergillus estudadas apresentam comportamentos
diferenciais frente ao meio extrato de fumo, sendo as amostras A. niger as mais
adaptadas as condicoes nutricionais fornecidas pelo p6 de fumo.

PALAVRAS-CHAVE: Efluentes.P6 de fumo. Aspergillus. Biossorcao.

1. INTRODUCAO

Em virtude das quantidades e de certas caracteristicas das substancias
poluidoras, como persisténcia e toxicidade, a poluicao ambiental representa um
perigo para a saude humana, de animais e de plantas, além de comprometer a
habilidade ambiental para sustentacao da vida. Os meios aquaticos recebem altas
quantidades de residuos domésticos e rejeitos industriais, que comprometem a
gualidade ambiental de fauna e flora, estando ligados diretamente as necessidades
e a salude humana.

A utilizacao de organismos vivos para remover ou reduzir poluentes no
ambiente tem sido muito pesquisada e recomendada como meio ecologicamente
mais adequado para o tratamento de areas contaminadas, indicada para aguas
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superficiais, subterraneas, solos, residuos e efluentes industriais e também aterros
(GAYLARDE et al, 2005). O emprego de microrganismos tem se destacado por ser
uma tendéncia em expansao na biotecnologia ambiental, como demonstram
Ferreira-Leitdo (2010), pela reducao potencial poluidor agregadado aos materiais
organicos quando indevidamente dispersos nas matrizes ambientais por agao micro-
organismos; Mancera-Lopez et al. (2015) pelos estudos de biorremediacao de solos
contaminados com trinitrotolueno empregando fungos da podridao branca -
Gymnopilus luteofolius, Kuehneromyces mutabilis, e Phanerochaete velutina. Nesse
trabalho foi possivel observar a grande capacidade do fungo P. velutina que foi capaz
de degradar 80% do poluente em 2,5 meses.

Da mesma forma, Yang et al. (2016) demonstraram a capacidade potencial
de fungos isolados de um corrego na China na remocao de diferentes corantes
sintéticos. Gola et al. (2016) comprovaram a capacidade de biorremediacao de
diferentes metais pesados utilizando o fungo entomopatogénico B. bassiana através
de observacao de mudancas estruturais na célula utilizando diferentes analises
microscopicas.

Segundo Evans e Furlong (2003), os microrganismos apresentam capacidade
de degradar as mais perigosas e recalcitrantes substancias presentes no ambiente
gracas a mecanismos naturais de degradacao existentes. Esta aplicacado estende-se
aos residuos soélidos e liquidos, além de sua aplicabilidade em técnicas de
remediacao de meios contaminados pelos mais diversos poluentes (HOGG, 2005).

Em virtude de sua elevada tolerancia a concentracoes poluentes em
comparacao as bactérias, os fungos vém sendo investigados desde meados de 1980
em termos da sua capacidade de remediacao (GADD et al, 2005) e muitos estudos
sao conduzidos na intencao de demonstrar o potencial dos fungos em aplicacoes de
biorremediagao, em particular do género Aspergillus.

A producao de tabaco € uma das atividades agroindustriais de maior
importancia econémica e social na regiao Sul do Brasil, representando grande
significancia na regiao do Vale do Rio Pardo. Como toda atividade industrial,
necessita de grandes volumes de agua em Seus processos.

Segundo Souza Cruz (2009), o processamento industrial do tabaco envolve a
passagem do produto por cilindros onde sao adicionados agua e vapor. A etapa
seguinte € a separagao mecanica da lamina e do talo realizada pelos separadores e
debulhadores. A agua adicionada € descartada, sendo enviada a estacao de
tratamento. A agua saturada possui coloracao marrom escura devido aos
constituintes do talo que sao extraidos durante o processo (SOUZA CRUZ, 2009).

Neste sentido, otimizar a producao de biomassa de cepa de Aspergillus sp.
selecionada para estudos de adsorcao (producao de biossorvente), no que se refere
a variaveis de processo como fermentacao submersa ou em superficie, indicaria em
possivel emprego de microrganismos na biossor¢cao de constituintes do tabaco
presentes em efluentes resultantes do processo industrial.
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2. METODOLOGIA
2.1 Crescimento das amostras de Aspergillus sp.

Amostras de Aspergillus sp. foram inoculadas em tubos de ensaio com 5 mL
de agar Sabouraud (Oxoid) inclinado e incubadas a 30 °C até formacao de micélio
reprodutor (7 dias). Os esporos foram suspensos em solucao 0,02% de agar
bacteriolégico (Himedia) e 0,5 mL desta solucao foi aplicada em placa de Petri de 7
cm de didmetro contendo 5 mL de agar Sabouraud preparado com extrato po-de-
fumo (65 g/L de caldo). As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h até iniciar a
cobertura da superficie do agar.

2.2 Produgao de biomassa

A preparacao do caldo extrato de p6-de-fumo se deu através de 1 litro de agua
deionizada para cada 100 g de p6 de fumo. A producao de biomassa através das
cepas se deu por fermentacao em superficie liquida e fermentacao submersa em 24
erlenmeyers de 50 mL contendo 15 mL de caldo extrato p6-de-fumo, e inoculados

com 1mL de uma suspensdo padronizada de esporos com 1x109 UFC/mL, com
incubacao a 30 °C por 8 dias em estufa de cultura bacterioldégica Quimis modelo
Q316M5 (fermentacao em superficie liquida) e estufa com agitacao e circulacao de
ar modelo Marconi MA- 420 a 170 RPM (fermentacao submersa).

Amostras de culturas foram coletadas em triplicata a cada 48 h, sendo o
contelddo de cada frasco filtrado a vacuo com auxilio de papel filtro previamente
tarado apos secagem em estufa a 40 °C por 24 h. Apos a filtracao, o papel filtro foi
pesado, repetindo-se a operacao de secagem. Finalmente o material seco ser pesado
e a diferenca entre o peso inicial e 0 peso final resultou no valor do peso seco da
biomassa.

3. RESULTADOS
3.1 Analise do caldo preparado de fumo e efluente

Conforme a natureza vegetal do efluente e do caldo de fumo, residuos
moleculares da estrutura da clorofila deveriam estar presentes, uma vez que o caldo
foi preparado por meio de um material de origem vegetal, classificado pela industria
fumageira como residuo. Em termos estruturais a clorofila € uma molécula complexa
e sob certas condicOes é degradada gerando estas formas residuais (STREIT et al.,
2005).

Estas estruturas residuais moleculares foram confirmadas pela observacao
dos espectros de infravermelho. A existéncia de uma banda mais intensa na regiao
de 3300 cm possivelmente esta associada ao residuo fitol que possuem em sua

s
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extremidade um grupamento OH, enquanto os estiramentos observados na regiao
de 1610 cm™ que correspondem a ligacao C=N, e 1081 cm™? que corresponde a
ligacao C-O do éster alifatico, ambos pertencentes a estrutura do anel porfirina
associado a molécula de clorofila.

3.2 Ensaio e otimizagao da produgao de biomassa
A evolucao da produtividade de biomassa, em diferentes tempos de

avaliacao, tanto em condicao de incubacao estatica e agitada, pode ser visualizadas
pelas figuras 1 e 2.

—m— A terreus USP 1
—e—A.niger USP 9
A.niger CMM103
—w—A.niger 898
A.carneus CMMI 01
—<—A_terreus USP 484
Aspergillus sp. 160
—® A terreus CMMI233-3
—*—A. flavus USP 279
—e—A.ochraceus USP 169
—o—A. fumigatus USP 2
—+—Aspergillus sp. CMMI 13
—><—A. fumigatus CMMI 14
—>k—A. niger CMM1 111
Aspergillus sp. CMM117
—+—Aspergillus sp. CMMI 18
A.niger CMM102
A.niger CMMI 01
A.fumigatus USP 174
—o—A. flavus CMMI1 01

0,09
0,08

0,07

0,06

,05

0,04

Peso seco (g)
o

0,03 Aspergillus sp. CMMI 4
A.ochraceus USP 186
0,02
0,01
0,00
0
Tempos de medigdao a cada 2 dias
Figura 1- Variagao de peso seco em estufa, sem agitacao.
0,14

Peso seco (g)

Tempos de medigdo a cada 2 dias

Figura 2 - Variacao de peso seco em estufa, com agitacao.

Na estufa sem agitacao a maior producao de biomassa foi atribuida a amostra
a Aspergillus sp. CMMI 17 seguida pela amostra A. niger USP 9. Para a condicao
agitacao, verificaram-se menores variacoes de peso seco para as diferentes
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amostras de Aspergillus sp., com maiores produtividades relacionadas as amostras
A. niger CMMI 02 e A. niger USP 9, corroborando os resultados obtidos pelo
crescimento micelial radial.

A diferenca encontrada na comparacao dos resultados de crescimento
micelial e peso seco na condicao estatica pode ser atribuida ao comportamento de
fungos nao adaptados ao meio apresentam maiores taxas de crescimento buscando
colonizar novos meios com nutrientes mais adequados. A velocidade de crescimento
micelial, portanto, nao foi utilizada como critério para a selecao de da cepa mais
adequada ao ensaio de biossorcdo. Esta selecao se deu a partir da producao de
biomassa.

Outra diferenciacao entre as condicoes de crescimento quando agitada ou
estatica esta atribuida a produtividade de biomassa nestas diferentes condicoes.
Maiores produtividades de biomassa foram atribuidas ao crescimento sob agitacao,
que apresentou 0,103 g como maior valor de peso seco, enquanto que na condicao
estatica o maior valor de peso seco foi de 0,093 g e foi bem superior os demais
valores de peso seco nestas condicoes.

Além da producao de biomassa e, conseqlientemente, sua atribuicao na
forma de peso seco, foi avaliada qualitativamente também a capacidade de
absorcao de pigmentos presentes no meio de cultura liquida. As amostras retiradas
da estufa agitada, no quarto tempo de medicao (192 horas), que apresentaram
melhor evidéncia de absorcao foram as amostras A. niger CMMI 01, A. niger CMMI
02, A. niger USP 898 e A. niger USP 9, conforme visualizado na figura 3.

Figura 3- Cor residual do caldo de pé-de-fumo apés 192 horas de cultivo de algumas cepas de
Aspergillus sp. (1) A. niger CMMI 03, (2) A. niger USP 9, (3) A. niger CMMI 02, (4) A. niger USP 898,
(5) A. niger CMMI 01 e (6) caldo de pé-de-fumo em inoculacao

Pela figura se observa uma reducao gradual da cor do caldo de p6-de-fumo
principalmente para as amostras A. niger CMMI 01, A. niger CMMI 02 e A. niger USP
898. As demais amostras também apresentaram reducao da coloracao do caldo
sendo esta mais discreta quando comparado ao caldo puro, sem inoculagao.

Pela observacao dos espectros de infravermelho para o caldo verificou-se

—————————————————
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uma tendéncia de diminuicao da intensidade da absorcao das amostras apos 192
horas de contato com o caldo, indicando um consumo pelos microrganismos dos
componentes residuais da molécula de clorofila, utilizados para seu
desenvolvimento como fontes de carbono e nitrogénio.

Situacao similar pdde ser observada nos espectros de infravermelho do caldo
onde as amostras de biomassa permaneceram em contato com o caldo por 24 horas,
sendo verificadas mudancas no meio pela diminuicao de algumas bandas de
absorcao. Assim, afirma-se intuitivamente que ja existe uma boa adaptacao as
condicoes do meio caldo de po-de-fumo em apenas 24 horas de contato.

A confirmacao destas modificacdoes quimicas no caldo bem como na
biomassa, procedeu-se com a analise multivariada dos dados por meio de PCA e
HCA. Estudo via PCA permitiu a verificacao de similaridades entre os conjuntos de
dados associado ao caldo de po-de-fumo utilizado durante 192 horas como meio
nutritivo para o desenvolvimento das amostras de Aspergillus sp.

Considerando toda a faixa de comprimento de onda por meio de um diagrama
bidimensional de scores, houve a formacao de dois grupos distintos, mostrados pela
figura 4. As trés primeiras componentes (PC1, PC2 e PC3) permitiram a clara
separacao de dois grupamentos, nao havendo necessidade pela consideracao das
demais componentes principais. Estas trés primeiras componentes descrevem
76,73% dos dados.

@

Factor2

R o OB o 90
= % o

Factor3

Factor1 Factor2

Figura 4 - Grafico de scores de PCA de espectros FTIR (4000 a 600 cm1) de caldo de pé-de-fumo
apo6s 192 horas de cultivo de cepas de Aspergillus sp.. Amostras em verde: cepas cujos caldos
apresentaram maior remocao qualitativa de cor; amostras em vermelho: demais cepas.

A HCA mostrou a distingao entre os dois principais grupos ja verificados pela
PCA quando observado o caldo apés 192 horas de contato com a biomassa. Quando
analisamos toda a regiao de absorcao de infravermelho (4000 a 600 cm3), o
dendograma obtido mostra a formacao de dois grupos com similaridade préxima de
0,300. Um deles esta relacionado a amostras de maior biossorcao, com indice de
similaridade de 0,585, enquanto o outro grupo apresenta muitas extensdes sem
aparente tendéncia a formacao de grupamentos em funcao das diferencas em
termos de absorcao pelas amostras.
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4. CONCLUSOES

Verificou-se que as espécies de Aspergillus estudadas apresentam
comportamentos diferenciais frente ao meio extrato de fumo, sendo as amostras A.
niger as mais adaptadas as condigcdes nutricionais fornecidas pelo p6é de fumo.

O ensaio de producao de biomassa demonstrou qualitativamente a reducao
da cor para o meio liquido formado pelo caldo preparado de fumo. Estes resultados
estimularam o emprego da biomassa na remocao de pigmentos presentes em
efluente de indastria fumageira. A analise multivariada permitiu a comprovacao de
diferencas existentes entre aquelas amostras que apresentaram taxas de absorcao
distintas durante a fase de fermentacao.

O seu emprego como bioprocesso pode ser somado ao tratamento de
efluentes de industrias fumageiras que enfrentam problemas na reutilizacao de
seus residuos liquidos, atribuidos a sua coloracao.

Em adicao, o meio preparado com extrato de fumo pode se tornar um meio
seletivo para espécies distintas de fungos, uma vez que a formacao do halo se deu
para algumas das espécies estudadas, como foi verificado por Khan et al (2004)
no estudo e diferenciacao de duas espécies de Candida pelo uso de meio
preparado com pd de fumo.

Espera-se ainda estudar a viabilidade de emprego do residuo p6é de fumo
como fonte alternativa para a producao de bioprodutos de alto valor agregado.
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ABSTRACT: Optimize the biomass production of Aspergillus sp. For adsorption studies
may indicate a possible use of microorganisms in the biosorption of tobacco
constituents present in the effluents. For this, spores of Aspergillus sp. Were
suspended in 0.02% bacteriological agar solution. From this solution, 0.5 mL was
applied in Petri dish containing 5 mL of Sabouraud agar prepared with powdered
smoke extract. The plates were incubated at 30 ° C for 48 h until the surface cover
of the agar began. Biomass production was by fermentation on a liquid surface and
submerged fermentation in 24 mL 50 mL Erlenmeyer flasks containing 15 mL of
broth extract smoke powder and inoculated with 1 mL of a standard suspension of
spores (1x105 CFU / mL) incubated at 30 ° C For 8 days in a static greenhouse with
agitation. Samples were collected every 48 h and filtered. Higher biomass yields were
attributed to growth under agitation. Infrared broth spectra revealed a tendency to
decrease the absorption intensity of the samples after 192 hours of contact.
Confirmation of chemical modifications in the broth and biomass was made by the
multivariate analysis of the data (PCA and HCA), and allowed to verify similarities
between the data sets associated to the smoke powder broth as a nutrient medium.
It is concluded that the species of Aspergillus studied presented differential behaviors
against the medium smoke extract, and the A. niger samples were the most adapted
to the nutritional conditions provided by the smoke powder.

KEYWORDS: Effluents. Smoking powder. Aspergillus. Biosorption.
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