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Resumo

O crescente aumento do apelo ambiental pela utilizacdo de materiais
renovaveis levou os taninos vegetais a desempenharem papel importante na
industria, com suas diversas aplicag6es, sendo a principal delas, sua atuagdo como
agente curtente. O curtimento vegetal vem ganhando forca no mercado, porém
ainda apresenta dificuldades técnicas no que se refere ao tratamento adequado de
suas aguas de descarte, tendo em vista as caracteristicas dos compostos tanicos
utilizados. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia do pH e da concentracao inicial de tanino em cultivos submersos visando
otimizar o consumo de tanino de acécia por Aspergillus oryzae. Foi realizado um
planejamento experimental com um delineamento composto central rotacional, 22,
com trés pontos centrais e quatro axiais, em dois niveis. As variaveis independentes
estudadas foram o pH e a concentracao inicial de tanino vegetal no meio, obtendo-
se como resposta as variaveis producdo de biomassa e consumo de tanino.
Observou-se que 0 maior consumo de tanino ocorreu nas maiores concentracoes
iniciais de tanino (40 g/L (+1) e 46,15 g/L (+1,41)), enquanto o pH e a interacao
pH/concentracdo de tanino ndo tiveram influéncia significativa nos resultados. Além
disso, foram desenvolvidos modelos matematicos preditivos para as variaveis
resposta. Os fungos filamentosos da espécie Aspergillus oryzae foram capazes de
consumir, nas condi¢cdes Otimas de operacdo estabelecidas, cerca de 80% dos
taninos vegetais inicialmente contidos no meio, demonstrando assim que Sao
capazes de biodegradar o tanino de acacia, comumente utilizado como agente

curtente pela industria coureira.

Palavras-chave: curtimento vegetal, tanino vegetal, fungos filamentosos,

fermentacdo submersa, planejamento experimental, Aspergillus orizae.
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1 Introducao

O Brasil € um dos paises lideres em exportacdo de couro. Em 2016 foram
exportados 193,9 milhdes de metros quadrados de couro, representando cerca de
USS$ 2,033 bilhdes (CICB, 2017). A industria coureira movimenta em torno de 1%
do produto interno bruto (PIB) nacional e emprega aproximadamente 50 mil

trabalhadores diretos e indiretos.

O processo de fabricagdo do couro consiste de diversas etapas. O
curtimento € uma das mais importantes, pois visa proteger a pele da acdo
microbiolégica e dos agentes externos. Os principais tipos de curtimento
industrialmente utilizados séo: a) curtimento mineral, utilizando sais de cromo, e b)
curtimento vegetal - utilizando diferentes tipos de taninos vegetais. O cromo ainda
€ 0 agente curtente mais utilizado nos curtumes, cerca de 90% da industria do couro
utiliza 0 cromo em seus processos, entretanto, com a crescente preocupagado com
0 meio ambiente, alternativas a esse tipo de processamento, vem sendo estudadas
e desenvolvidas (GIACCHERINI et al., 2017).

A industria coureira é considerada uma das grandes poluidoras do meio
ambiente devido as suas aguas de descarte. Os efluentes provenientes dos
curtumes possuem grande quantidade de matéria organica, elevadas
concentracbes de solidos suspensos e nitrogénio organico, além de diversos
produtos quimicos, como detergentes, emulsificantes, biocidas, dentre outros
(GUTTERRES et al., 2015). Os tratamentos comuns de efluentes ndo conseguem
reduzir satisfatoriamente parametros como a demanda quimica de oxigénio (DQO),
cloretos, sulfetos e amonias, necessitando de tratamentos especificos e, em geral,
onerosos. Outro problema encontrado em curtumes que se utilizam do curtimento

vegetal, é a presenca dos taninos em seus efluentes.

Os taninos sao polifendis, que podem causar sérios danos ao meio aquatico.
Devido a sua caracteristica recalcitrante e a sua toxicidade aos micro-organismos,
a presenca de taninos em aguas residuarias, dificulta o tratamento comumente
utilizado para efluentes (ETIEGNI; WAKOLI; OFOSU-ASIEDU, 1999). Poucas
espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium tém
crescimento relatado em meios contendo taninos condensados (catequina)
(SAXENA; SHARMILA; PAL, 1995) .
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Desta maneira, existe a necessidade de se ampliarem estudos sobre a
biodegradacédo desses compostos. Nao existe literatura relacionada ao tratamento
biolégico com a utilizacdo de fungos filamentosos para esse propdsito e, por essa
razao, foi o assunto abordado no presente trabalho.

1.1 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do pH e da
concentracao inicial de tanino em cultivos submersos visando otimizar o consumo

de tanino vegetal de acacia por fungos filamentosos da espécie Aspergillus oryzae.

Com o objetivo de otimizar a biodegradacéo de taninos vegetais por fungos
do género Aspergillus, este estudo propds um planejamento experimental, com
delineamento composto central rotacional (DCCR), 22, com trés pontos centrais e
guatro axiais em dois niveis. Além disso, foram gerados modelos preditivos a fim
de estimar o consumo do tanino e a producdo de biomassa através da andlise

estatistica.

1.2 Estrutura do trabalho

O presente trabalho encontra-se dividido em 5 capitulos. No capitulo
introdutério sdo apresentados o objetivo deste trabalho, além de sua
contextualizacdo. O capitulo 2 fard uma revisdo bibliografica abordando os
conceitos basicos para o melhor entendimento do trabalho, como a definicdo dos
diferentes tipos de tanino, sua utilizagdo industrial, o tratamento dos residuos
contendo os compostos, dentre outros. O capitulo 3 versa sobre os materiais e
métodos aplicados para o desenvolvimento do presente estudo. O capitulo 4, com
base na metodologia abordada no capitulo 3, apresenta o0s resultados
experimentais obtidos além de discutir sobre os dados obtidos. Por fim, o capitulo
6 apresenta as conclusdes deste trabalho além apresentar alternativas a serem
desenvolvidas em trabalhos futuros. Além disso, ao final do trabalho, encontram-se

as referéncias bibliogréaficas utilizadas para a elaboracéo deste estudo.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Taninos vegetais

Taninos vegetais sdo compostos polifendlicos, derivados do metabolismo
secundario de plantas. Possuem elevado peso molecular — geralmente de 500 a
3000 Da — e sao altamente soluveis em agua (BHAT; SINGH; SHARMA, 1998;
SPENCER et al., 1988). Esses compostos sao encontrados em cascas, folhas,
raizes e troncos de diferentes espécies de vegetais (FALCAO; ARAUJO, 2011) e
diferem dos demais compostos fendlicos naturais pela sua capacidade de precipitar
proteinas de solu¢des (HASLAM, 1988; SPENCER et al., 1988). Nas plantas, os
taninos operam como mecanismo de defesa contra acdo de micro-organismos,
porém sua forma de atuacao ainda ndo é completamente entendida (AYRES et al.,
2014).

Haslam (1988), entre muitos autores, classificou os taninos em dois grandes
grupos: a) condensados e b) hidrolisaveis. Taninos condensados séo flavondides
que passaram por reagc0es de condensacao e polimerizacao, formando oligbmeros
com grau variavel de polimerizacdo (RADEBE et al., 2013), encontrados
amplamente em angiospermas e gimnospermas, principalmente plantas lenhosas,
representando cerca de metade da matéria seca presente na casca dessas arvores
(QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002). Alguns dos taninos condensados,
mais utilizados industrialmente, sdo o quebracho (Schinopsis lorentzii) e a
mimosa/acéacia negra (Acacia mearnsii) (KARDEL et al., 2013).

De acordo com RADEBE et al. (2013), os taninos hidrolisaveis sao derivados
do éacido galico (acido 3,4,5-triidroxibenzdico), geralmente esterificados em um
nacleo de carboidratos, principalmente glicose. Enquanto os taninos condensados
tém a tendéncia de se polimerizar quando na presenca de acidos ou enzimas, 0s
hidrolisaveis sofrem hidrélise na presenca destes compostos. S&o encontrados,
majoritariamente em folhas, frutas e vagens de dicotiledoneas. Os tipos mais
comuns de taninos hidrolisaveis de utilizagdo comercial sdo os taninos de
castanheiro (Castanea sativa) e o de tara (Caesalpinia spinosa) (CHABAANE et al.,
2011).

Os taninos possuem as mais diversas utilidades. Seu consumo por seres
humanos é objeto de estudo de diversas pesquisas, que apontam sua capacidade

anti-inflamatéria, cicatrizante e como possiveis agentes anticarcinogénicos
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(MONTEIRO et al.,, 2005). Comercialmente, os taninos possuem inumeras
aplicacdes, como: floculantes (BELTRAN-HEREDIA; SANCHEZ-MARTIN;
DAVILA-ACEDO, 2011); adesivos resinados (SPINA et al., 2013); anticorrosivos
(PERES; CASSEL; AZAMBUJA, 2012); agentes farmacéuticos (QUIDEAU et al.,
2011); espumas (MARTINEZ DE YUSO et al., 2014); dentre outros. Contudo, a
sua principal, e mais antiga, aplicacao se da na industria coureira, que emprega 0s
taninos vegetais no curtimento das peles, como alternativa a utilizacédo dos sais de
cromo no processo. O curtimento via taninos vegetais proporciona ao couro
caracteristicas singulares, como a preservacao de marcas e falhas naturais, além
de apresentar menores riscos ao meio ambiente, se corretamente tratados, por

serem substancias naturais e biodegradaveis (SPIER et al., 2015).

2.2 Curtimento vegetal

O principal uso comercial dos taninos vegetais ocorre na industria coureira,
durante a etapa de curtimento das peles. O curtimento tem por objetivo a
estabilizacdo do colageno da pele, que, até entdo, esta suscetivel ao ataque de
micro-organismos, aos efeitos das condicbes do ambiente e ao estresse
termomecanico (SUNDAR; RAGHAVA RAO; MURALIDHARAN, 2002; SPIER et
al., 2015). Estas propriedades sdo obtidas através de processos com agentes
curtentes minerais — mais comumente 0s sais de cromo; ou agentes organicos,
como os taninos vegetais. Grande parte da industria do couro ainda se utiliza do
curtimento mineral, porém, a crescente preocupacdo com o meio ambiente levaram
0s curtumes a buscar novas formas de processamento das peles — sendo o
curtimento vegetal uma das alternativas jA amplamente utilizadas (SUNDAR;
MURALIDHARAN, 2017).

O processo de curtimento ocorre em duas etapas. Primeiramente as
moléculas de tanino difundem atraves da pele para, entdo, serem fixadas. A acao
curtente exercida pelos taninos vegetais se da por meio de ligagdes de hidrogénio
dos grupos fendlicos dos tanantes com certos grupos basicos ligados a cadeia
polipeptidica. O elevado numero de pontes de hidrogénio disponiveis garante uma
alta estabilizacdo da estrutura do colageno (HEIDEMANN, 1997; SPIER;
GUTTERRES, 2016). Fatores como tamanho da particula, temperatura, pH e
concentracdo de curtente podem influenciar na etapa de difusdo das moléculas.
Devido a grande variabilidade das interagbes quimicas e do grande numero de
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classes de substancias é dificil prever o modo de interagdo dos curtentes vegetais
com o colageno da pele (SPIER; GUTTERRES, 2016).

O curtimento vegetal proporciona, em geral, um produto mais firme, com
toque cheio e armado, e com coloracdo caracteristica do tanino, em geral em tons
de bege a marrom e podem ser facilmente polidos, lixados ou escovados. O couro
vegetal possui baixa solidez a luz e os tingimentos conferem coloracdo esmaecida.
Ha curtimentos que combinam taninos vegetais com outras substancias, como sais
metalicos de aluminio e titdnio, por exemplo, aumentando assim, a estabilidade
hidrotérmica do material. E possivel ainda combinar curtentes organicos e
sintéticos, atribuindo caracteristicas especificas e diferenciadas ao couro
(GUTTERRES, 2016).

2.3 Efluentes liquidos contendo taninos

A presenca de taninos em aguas de descarte dificulta o tratamento
comumente utilizado para efluentes. Na presenca destes compostos, a agua
adquire forte coloracéo, sendo de dificil eliminac&o por métodos comuns (ETIEGNI;
WAKOLI; OFOSU-ASIEDU, 1999). Os taninos sao, também, moléculas
recalcitrantes - podem afetar e inibir o crescimento microbiano - tornando-se téxicos
para o os sistemas de tratamento de efluentes via lodo ativado (SHARMILA; PAL,
1995; HE et al., 2007; SAXENA). Além disso, a elevada carga organica também é
uma preocupacdo. Efluentes gerados no curtimento vegetal apresentam uma
demanda quimica de oxigénio (DQO) que varia entre 3000 e 10000 mg/L e uma
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) que pode chegar a até 4000 mg/L
(GENSCHOW; HEGEMANN; MASCHKE, 1996; GUTTERRES et al., 2015), o que
torna o processo de tratamento oneroso.

Oxidacao quimica, floculagéo, adsorgéo, troca ibnica, ozonizacao e certos
tipos de tratamento biolégicos sdo alguns dos métodos disponiveis com resultados
satisfatorios para remocéo de taninos de aguas residuarias (ROMERO-DONDIZ et
al., 2015). Os processos biolégicos de tratamento industriais visam reduzir o teor
de matéria organica dos efluentes de elevada DQO e apresentam vantagens
econdmicas em comparacdo com a oxidacdo quimica (DOGRUEL et al., 2006).
Entretanto, a elevada concentragdo de taninos e outros compostos com baixa
biodegradabilidade — entre eles, residuos de metais — podem inibir esse tipo de

tratamento (LOFRANO et al., 2013). Efluentes ricos em taninos, e compostos
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polifendlicos em geral, sdo inibidores de biomassa, em especial da biomassa
nitrificante, e precisam operar com elevados tempos de retencédo de solidos para
obter uma nitrificacao estavel e a hidrolise completa da fracdo orgéanica, sendo mais
um fator a encarecer o processo (SZPYRKOWICZ; KAUL, 2004; MUNZ et al.,
2009).

2.4 Fungos filamentosos

Os taninos vegetais inibem o crescimento da maioria dos micro-organismos
e resistem a biodegradacéo, sendo, segundo a literatura, os taninos condensados
mais resistentes a acdo de micro-organismos do que os hidrolisaveis. (BHAT,;
SINGH; SHARMA, 1998; SAXENA; SHARMILA; PAL, 1995; HE et al., 2007). E
importante salientar que enquanto os taninos hidrolisaveis podem ser utilizados por
diversos micro-organismos, poucas espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium
tém sido relatadas por crescerem em presenca de taninos condensados (catequina)
(SUNDAR; RAGHAVA RAO; MURALIDHARAN, 2002; RAMIREZ-CORONEL, A
AUGUR, 2003). Para a degradacdo de compostos flavonoides, derivados dos
taninos condensados, foram descritos dois mecanismos. O primeiro ocorre pela
clivagem do anel heterociclico da catequina, que passa a &acido floroglucinol
carboxilico e a acido protocatéquico. No segundo mecanismo, a quercetina é
cortada dando origem a floroglucinol e a 3,4-di-hidroxifenilacetato. Em ambos os
mecanismos obtém-se [3-cetoadipato como composto final, que serd utilizado no
ciclo do acido citrico (BHAT; SINGH; SHARMA, 1998).

Os taninos séo toxicos para os fungos, bactérias e virus. A toxicidade dos
taninos pode estar associada a diversos mecanismos como inibicdo de enzimas,
privacdo de substrato e perda de ions metalicos. Em alguns casos pode ainda
induzir alteragbes na morfologia celular (ACAMOVIC; STEWART, 1999). Os micro-
organismos desenvolvem varios mecanismos de defesa contra fatores de estresse.
Esses mecanismos envolvem secrecdo de polimeros de ligacdo, sintese de
enzimas resistentes aos polifendis e até mesmo resistentes a sua biodegradacéo.
Entretanto, muitos micro-organismos desenvolveram mecanismos para superar
esses efeitos. Os mecanismos incluem a modificacdo do tanino, a degradagéo e a
dissociacdo de complexos tanino/substrato, inativacdo do tanino por agentes
ligantes de alta afinidade, modificacdo da membrana e sequestro de ions metalicos
(BHOITE; MURTHY, 2015).
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O género Aspergillus tem grande importancia industrial para a producéo de
enzimas, e vem sendo estudado como um organismo modelo para tal processo
(HOLKER; HOFER; LENZ, 2004; SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012). A espécie
Aspergillus niger é o fungo mais utilizado para a fabricacdo de enzimas na industria
(SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).

2.4.1 Aspergillus oryzae

A espécie A. oryzae é comumente encontrada em cereais e sementes
estocadas pos-colheita. Fungos filamentosos, mais comumente dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium, que, eventualmente, contaminem alimentos, ou
0S materiais usados para a sua fabricagdo, podem produzir micotoxinas, que Sao
metabolitos secundarios dessas espécies (AMADI; ADENIYI, 2009).

A. oryzae é conhecido por seu grande potencial para producéo secretéria de
diversas enzimas e, com 0s avanc¢os da biotecnologia, vem tendo grande utilizacao
na producéo industrial. Shata (2005) estudou a producao e extracdo da enzima de
coagulacéo do leite apos fermentacdo em estado sélido (FES) de A. oryzae em
farelo de trigo. Salihi; Asoodeh; Aliabadian (2017) avaliaram a producdo de
protease alcalina; enquanto Zangirolami et al. (2000) estudaram a producao de a-
amilase. Outro uso comum da espécie, é na industria oriental de fermentados, onde
pode ser utilizado para a fabricacdo de molho de soja, saqué, tofu e vinagre
(MACHIDA; YAMADA; GOMI, 2008).

2.5 Cultivos microbianos

Fermentacdo € a transformacdo, enzimaticamente controlada, de matéria
organica por micro-organismos. Sua aplicacdo € das mais variadas, sendo utilizada
na industria quimica, alimenticia, farmacéutica, dentre outras. Desta maneira, €
crescente a necessidade de otimizag&o e desenvolvimento de novos processos. Os
estudos na area sdo constantes e envolvem os mais diversos tipos de micro-
organismos (SWAMY; SEENAYYA, 1996; DEEPAK et al., 2010; OZCIRAK
ERGUN; OZTURK UREK, 2017).

O modo de operacdo pode ser de trés maneiras: processos descontinuos
(batelada), descontinuo-alimentado (batelada alimentada) ou ainda, de maneira
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continua. A fermentacdo descontinua (batelada) pode ser considerada como um
sistema fechado, onde a solugcdo nutriente € adicionada em sua totalidade no
instante inicial e, apos inoculada, nada mais é adicionado ao decorrer do processo,
com excecdo de oxigénio (via aeracdo) e eventuais correcdes de pH necessérias.
No processo descontinuo alimentado, nutrientes sao adicionados durante o cultivo,
engquanto os produtos permanecem no meio até o final da fermentacao, podendo,
entdo, iniciar-se nova fermentacdo enquanto ndo houver queda de produtividade
pelos micro-organismos. O processo de fermentacéo continua é caracterizado pela
adicdo constante de meio de cultura, com volume reacional mantido constante pela
retirada de caldo fermentado (BORZANI et al., 2001).

Além disso, a fermentacao pode ocorrer em estado sélido — sem a presenca
de agua livre no meio, ou submersa. O processo fermentativo em estado solido
(FES) ocorre em um suporte solido de baixo teor de umidade, em estado néo-
séptico e natural, produzindo elevadas concentracfes de produto com baixa
necessidade energética (ROBINSON; SINGH; NIGAM, 2001). Este método
fermentativo tem diversas aplicagOes, dentre elas, a producdo de alimentos,
combustiveis e enzimas. A FES vem sendo amplamente utilizada para o cultivo de
fungos filamentosos, em especial do género Aspergillus, ja que ha uma melhor
simulacdo do habitat natural do micro-organismo (ROBINSON; SINGH; NIGAM,
2001). A FES apresenta algumas vantagens em comparacdo com a fermentacao
submersa, como a necessidade de biorreatores de menor volume, reducdo dos
custos do processamento downstream, alta produtividade e simplicidade (PEREZ
et al., 2003). Entretanto, apresenta problemas frequentes, como: a dificuldade de
transferéncia de oxigénio para 0s micro-organismos e o controle da temperatura
(DURAND, 2003).

Na fermentacédo submersa (FSm) considera-se que o meio é essencialmente
agua. Assim, ajustes de temperatura e pH sédo bastante simples e ndo apresentam
problemas no escalonamento do projeto, sendo o Unico cuidado requerido a
transferéncia de oxigénio para 0s micro-organismos, com a agitacao sendo um fator
essencial neste processo (DURAND, 2003). Outra vantagem da FSm frente a FES
€ que a purificacdo dos produtos obtidos na fermentacdo submersa € mais facil, ja
que 0s mesmos se encontram diluidos no meio. A FSm é muito utilizada para a
extracdo de metabdlitos secundarios que precisam ser utilizados na forma liquida
(SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).
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Os principais fatores que influenciam o crescimento em cultivos microbianos
sao: temperatura, pH, oxigénio e agitacdo. Existem trés temperaturas cardeais para
0S micro-organismos: as temperaturas minimas e maxima, abaixo e acima,
respectivamente, das quais ndo ha crescimento, e a temperatura étima, na qual o
crescimento microbiano € maximo. Assim como a temperatura, o pH apresenta
valores minimo, maximo e 6timo. Grande parte dos micro-organismos tem seu
ponto 6timo na neutralidade, porém alguns cultivos precisam ser executados em
pH &cido ou basico. A variagcdo na quantidade de oxigénio disponivel é um fator
que se faz sentir no crescimento de micro-organismos aerébios, para os quais €
indispensavel, e no de micro-organismos facultativos. No primeiro caso, o efeito se
traduz no rendimento da cultura, enquanto no segundo, afeta, além do rendimento,
a velocidade de crescimento e, inclusive, os produtos da atividade microbiana. O
metabolismo aerdbico € conhecidamente mais eficiente que o anaerdbico, pois
fornece uma quantidade maior de energia, que resulta num crescimento mais
expressivo. Outro ponto importante é que a via aerGbia tem como produtos
resultantes oxigénio e adgua, enquanto a via anaerdbia tem como resultado uma
série de produtos organicos. Uma das consequéncias da aeracdo € promover uma
melhor aerag&o do meio, favorecendo, assim, os crescimentos aerébio e facultativo.
Além disso, a agitacdo também favorece a homogeneizacdo dos nutrientes e a
dispersdo dos produtos metabdlicos, o que favorece o crescimento, inclusive, de

micro-organismos anaerdbios (BORZANI et al., 2001).
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3 Materiais e Métodos

No presente trabalho foi realizado um planejamento experimental com
delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, com trés pontos centrais e
quatro axiais, em dois niveis, visando a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo
submerso de fungos filamentosos para a biodegradacao de taninos vegetais. As
variaveis independentes testadas foram o pH do meio e a concentracéo de tanino;
com o consumo de tanino vegetal e a producdo de biomassa, como variaveis
dependentes. Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Estudos em
Couro e Meio Ambiente (LACOURO) do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.1 Micro-organismos

Cepas de fungos do género Penicillium sp, identificadas como Pe G3, Pe G8
e Pe G11, e Aspergillus sp, denominadas como Asp G4, Asp G5 e Asp G10,
isoladas a partir de amostras ambientais, cedidas pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foram mantidas em agar sob
refrigeracdo (4 °C) e inoculados em &gar batata dextrose (PDA) previamente
esterilizado. As culturas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 30 °C até
crescimento satisfatério. A identificacdo das cepas foi realizada conforme descrito
por ORTIZ-MONSALVE et al. (2017).

3.2 Cultivos

Os meios de cultura foram preparados, segundo proposto por Cruz-
Hernandez et al. (2005), contendo (g/L): 4,38 KH2POs; 8,76 (NH4)2SO4; 0,88
MgSO0a4-7H20; 0,088 CaClz-7H20; 0,018 MnCl2-6H20; 0,12 FeSO4-7H20, além da
adicdo de tanino vegetal (0 screening inicial, com as seis cepas de fungos, foi
realizado com concentracdes de 40 g/L de tanino de acacia). Apos o preparo, 50
ml do meio de cultura foram transferidos para frascos erlenmeyers de 250 ml, que
foram entéo inoculados com a utilizacdo de cinco discos de agar de 7 mm de
diametro, retirados de forma radial, das bordas para o centro, de uma placa de petri

em crescimento ativo. Os ajustes de pH foram realizados utilizando-se &cido
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cloridrico (HCI) P.A., 37 % de pureza e hidréxido de sodio (NaOH) P.A., ambos em
concentracdes de 0,1 e 1M. Os cultivos foram realizados em incubadora rotatoéria
(Solab; SL - 223) a 200 rpm e 30b°C até que se atingisse a fase estacionaria de

crescimento.

3.3 Tanino vegetal

Para o presente estudo foi utilizado tanino vegetal de acacia negra (Acacia
mearnsii) em pd, Tanfood (TANAC S.A.).

3.4 Planejamento experimental

A fim de avaliar os efeitos das variaveis independentes no consumo de tanino
vegetal do meio pela cepa Asp G10, identificada como A. oryzae, foi proposto um
planejamento experimental com delineamento composto central rotacional. A
Tabela 1 apresenta a matriz codificada do planejamento e os valores das variaveis

independentes testadas em cada nivel.

Tabela 1: Matriz do delineamento composto central rotacional DCCR, 22, com 0s
valores codificadas e reais.

) Concentracao
Ensaios pH _
de tanino (g/L)

1 -1 (3,5) -1 (10)
2 +1 (5,5) -1 (10)
3 -1 (3,5) +1 (40)
4 +1 (5,5) +1 (40)
5 -1,41 (3,1) 0 (25)
6 +1,41 (5,9) 0 (25)
7 0 (4,5) -1,41 (3,85)
8 0 (4,5) +1,41 (46,15)
9 0 (4,5) 0 (25)
10 0 (4,5) 0 (25)
11 0 (4,5) 0 (25)
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A biomassa maxima produzida (g/L) e o consumo de tanino (%) foram as

variaveis resposta avaliadas.

3.5 Meétodos analiticos

Aliguotas de cultivo foram retiradas em intervalos de 24 h, num total de 120
h. Para a determinacdo da concentracdo de tanino no meio, foi utilizado um
espectrofotometro (PG Instruments Ltd.; T80 + UV/Vis Spectrometer) utilizando um
comprimento de onda de 278 nm obtido por varredura. Os valores de absorbéncia
foram convertidos em concentracao (g/L) por meio de curva de calibracdo (Figura
1) previamente determinada para o tanino em estudo. A biomassa foi determinada
por meio de filtracdo a vacuo através de filtros (Whatman, 50 mm de didmetro e
poros de 45 um), sendo a massa remanescente seca em estufa até peso constante
a 105 °C (BACCAR et al., 2011). A determinacdo do pH foi realizada com a
utilizacdo de um pHmetro de bancada (Digimed; DM 23).
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Figura 1: Curva padréo para tanino de acacia
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3.6 Analise estatistica

Os dados experimentais foram tratados a 95% de confianca (p < 0,05)
através do software Statistica 8.0 (StatSoft Inc., EUA).

13
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4 Resultados

Inicialmente, foram realizados cultivos com as cepas de fungos isoladas,
denominadas Asp G4, Asp G5, Asp G10 e Pe G3, Pe G8, Pe G11. Conforme
mostrado na Figura 2b, ao comparar-se os 6 fungos utilizados nos cultivos, foi
possivel observar uma remocéo no contetdo de tanino de 75,3% (Asp G4), 12,0%
(Asp Gb5), 74,0% (Asp G10), 97,2% (Pe G3), 97,3 (Pe G8) e 93,0% (Pe G11). A
Figura 2a mostra que os fungos do género Penicillium também apresentaram um
maior crescimento, visto que foram verificadas maiores quantidades de biomassa.
Os fungos do género Penicillium demonstraram ser mais eficientes na

biodegradacao de taninos.

=4=Asp G4 =@ll—Asp G5 Asp G10 =>¢=Pe G3 =3=Pe G8 PeG11 =&=Asp G4 =li=Asp G5 Asp G10 =>¢=Pe G3 == Pe G8 PeG11
40 55
- - -
3 °

. —

—

9% 144 192 240 9% 144 192 240
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C) (b)

Figura 2: Producédo de biomassa (a) e consumo de tanino de acacia (b) nos
cultivos de Aspergillus G4, Aspergillus G5, Aspergillus G10, Penicillium G3,
Penicillium G8 e Penicillium G11

Levando-se em consideracéo os resultados obtidos nos testes preliminares
(Figuras 2), optou-se por utilizar um delineamento composto central rotacional
(DCCR) 22, com 3 pontos centrais e 4 axiais a fim de avaliar a influéncia dos
parametros pH e concentragéo de tanino sobre o consumo de tanino, bem como a
otimizacado do mesmo. Foi utilizado a cepa Asp G10, identificado como Aspergillus
oryzae, por ter apresentado consumo intermediario de tanino vegetal de acacia
(74%). Com isso buscava-se otimizar o consumo de tanino por este fungo, visando
alcancar valores semelhantes aos obtidos para os fungos do género Penicillium
(cerca de 97%). De acordo com testes anteriores o tanino de acacia foi mais
facilmente biodegradado em comparagao ao tanino de castanheiro e diante disso,
foi utilizado neste trabalho experimental. Estes resultados contradizem a literatura,

gue afirma que taninos condensados sdo mais resistentes a degradacédo enquanto
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os taninos hidrolisaveis s&o mais facilmente degradados (AGUILAR et al., 2004). E
importante salientar, que enquanto os taninos hidrolisaveis podem ser utilizados
por diversos micro-organismos, poucas espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium tém sido relatadas por se desenvolverem em taninos condensados
(AGUILAR et al., 2004). Otuk; Deschamps (1983) reportaram, pela primeira vez,
a capacidade de leveduras de degradarem taninos condensados. Ha ainda poucos
estudos sobre a degradacao de taninos por fungos filamentosos e por esta razao,
0 mecanismo de degradacdo ainda n&o foi completamente desvendado (BHAT;
SINGH; SHARMA, 1998).

A otimizacdo mediante o uso de um planejamento fatorial e das superficies
de resposta é pratica comum em biotecnologia, utilizada principalmente para a
otimizacdo das condicdes de cultivo (KALIL; MAUGERI; RODRIGUES, 2000). A
necessidade de otimizacdo de produtos e processos, minimizando custos e tempos
operacionais tém levado a busca por técnicas sistematicas de planejamento de
experimentos. A metodologia do planejamento composto central rotacional (DCCR)
consiste em um grupo de procedimentos, estatisticos e matematicos, que podem
ser usados no estudo das inter-relagdes entre uma ou mais respostas (variaveis
dependentes) com inumeros fatores (variaveis independentes). Baseia-se no
emprego de planejamentos fatoriais e tem sido usado com grande sucesso na
modelagem de diversos processos biotecnolégicos (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 1995).

A Figura 3 apresenta a producdo de biomassa, o consumo de tanino e a
evolucéo do pH do meio ao longo do tempo de cultivo de Aspergillus oryzae.

Na Tabela 2 estdo apresentadas a matriz do planejamento proposto, bem
como as respostas obtidas para a producdo maxima de biomassa (Xwax) € 0

consumo de tanino.
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Figura 3: Producéo de biomassa (a), consumo de tanino (b) e acompanhamento

do pH (c) nos cultivos de Aspergillus oryzae em tanino vegetal de acacia.

Tabela 2: Resultados do delineamento composto central rotacional 22 para as
respostas da producéo de biomassa (Xmax) € consumo de tanino (%).
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Concentracéo Consumo de
Ensaio pH de tanino (g/L)  Xwax(g/L) tanino (%)
1 -1 (3,5) -1 (10) 4,22 49,00
2 +1 (5,5) -1 (10) 4,27 45,00
3 -1 (3,5) +1 (40) 27 80,40
4 +1 (5,5) +1 (40) 26,06 79,05
5 -1,41 (3,1) 0 (25) 14,39 62,50
6 +1,41 (5,9) 0 (25) 14,87 67,20
7 0 (4,5) -1,41 (3,85) 1,32 3,00
8 0 (4,5) +1,41 (46,15) 31,07 79,90
9 0 (4,5) 0 (25) 15 66,50
10 0 (4,5) 0 (25) 15,49 66,60
11 0 (4,5) 0 (25) 15,12 67,08
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Conforme observado na Figura 3 e na Tabela 2, os melhores resultados,
tanto para a producdo maxima de biomassa quanto para o consumo de tanino,
foram obtidos nos ensaios 3, 4 e 8. Esses ensaios foram realizados com as
concentragoes iniciais de tanino mais elevadas no meio de cultura (40, 40 e 46,15
g/L, respectivamente). Entretanto, o pH inicial de cada ensaio era diferente (3,5; 5,5
e 4,5, respectivamente), indicando que a variavel pH ndo seria um fator de
influéncia nos resultados alcancados. Tal observacdo serd confirmada com

ferramentas estatisticas a seguir.

A aplicacao do delineamento composto central rotacional para a otimizacao
de parametros de processos biotecnolégicos € pratica comum, conforme relatado
por Colla et al. (2016), que utilizou trés planejamentos experimentais em
sequéncia para otimizacao da producéo de lipase em cultivos submersos de fungos
filamentosos. Primeiramente foi utilizado um Plackett-Burman para avaliar a
influéncia de nove variaveis na producdo de lipase. Em seguida um fatorial
completo a fim de estudar a influéncia do pH e das concentracfes de extrato de
levedura e 6leo de soja sobre a atividade lipolitica e, por fim, a concentracao do

extrato de levedura e o pH foram otimizadas através de um DCCR 22

Gajdhane; Bhagwat; Dandge (2016) utilizaram um Plackett-Burman para
selecionar os constituintes do meio com maior influéncia na producao da enzima a-
galactosidase (quantidade de farelo de trigo, soja e melaco). A otimizacdo foi
realizada através de um DCCR que forneceu as quantidades otimizadas dos
componentes do meio com farelo de trigo, 4 g; farelo de soja, 0,5 g; melaco, 0,5 g.
A producdo de a-galactosidase obtida experimentalmente teve uma estreita
concordancia com o valor de predicdo do modelo que demonstrou ser adequado.
Foi observado um incremento de 17,74 vezes da atividade enziméatica

comprovando assim a otimizagao do processo.

Ja4 em Saha; Ghosh (2014), apresentaram a otimizagdo da producdo de
xilanase por Penicillium citrinum, com trés variaveis independentes (concentracéo
de farelo de trigo no meio de cultura, pH do meio e temperatura de cultivo), com 8
pontos fatoriais, 6 axiais e 6 centrais. As interacdes entre essas variaveis
contribuiram para o aumento significativo da producéo de xilanase, que foi cerca

de 4 vezes maior do que no meio basal ndo otimizado.

Grande parte dos problemas encontrados em estatistica sao tratados com a

hipétese que os dados sao retirados de uma populacdo com uma distribuicdo de
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probabilidade especifica. Os principais testes estatisticos tém como suposicao a
normalidade dos dados, que deve ser verificada antes da realizacdo das analises
principais O teste paramétrico tradicional, baseado na distribuicdo t Student, é
obtido sob a hip6tese de que a populagéo tem distribuicdo normal. Nesse sentido,
surge a necessidade de certificar-se que essa suposi¢cédo pode ser assumida. Em
alguns casos, assumir a normalidade dos dados € o primeiro passo a se tomar para
simplificar as analises. Para dar suporte a esta suposicéo, consideramos os testes,
Qui-quadrado de Pearson (QQ), Kolmogorov-Smirnov (KS), Shapiro-Wilk (SW),
Shapiro-Francia (SF), Cramer-von Mises (CM), Anderson-Darling (AD) e
JarqueBera, dentre outros. Neste estudo, o teste de Kolmogorov-Smirnov
confirmou a distribuicdo normal dos dados trabalhados.

A Tabela 3 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para a resposta
producdo méaxima de biomassa. Com um valor de F calculado (2351,9) 527 vezes
superior ao F tabelado (4,46), considera-se que o modelo empirico de segunda
ordem é preditivo. Ao nivel de confianca de 95%, os coeficientes linear e quadratico
da concentragdo de tanino foram significativos. Apés a retirada dos coeficientes néo
significativos, o modelo matematico que representa a biomassa gerada (g/L) desse
planejamento esta representado na Equacdo 1. Onde TAN corresponde a

concentracdo de tanino (valor codificado).

Biomassa (g/L) = 15,10 + 10,84*TAN +0,54*TAN? (Eq. 1)

Tabela 3: Analise de variancia (ANOVA) para a biomassa maxima (g/L).

Fonte de Soma Graus de Média F
Variacéo Quadréatica Liberdade Quadratica calculado
Regressao 940,76 2 470,38 2351,9
Residuo 1,61 8 0,20
Total 942,37 10 94,23

R2=0,9983; Fras2,:895% =4,46

De acordo com o modelo obtido, péde-se concluir que a regressédo é
estatisticamente significativa ao nivel de confianca de 95%. Apos a eliminagcédo dos
parametros nao significativos, o coeficiente de determinacdo (R2) foi de 0,9983,

explicando 99,83% da variabilidade dos dados.
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A Tabela 4 mostra a andlise de variancia (ANOVA) para o consumo de tanino
do meio. Com um valor de F calculado (29,15) 5,7 vezes superior ao F tabelado
(5,12), o modelo empirico de primeira ordem foi considerado preditivo. Ao nivel de
confianga de 95%, apenas o coeficiente linear da concentracdo de tanino foi
significativo. Apdés a retirada dos coeficientes ndo significativos, o modelo
matematico que representa o consumo de tanino (%) desse planejamento esta
representado na Equacdo 2, onde TAN corresponde a concentracdo de tanino

(valor codificado).

Consumo de tanino (%) = 66,68 + 21,79*TAN (Eq. 2)

Tabela 4: Anélise de variancia (ANOVA) para o consumo de tanino (%).

Fonte de Soma Graus de Média F
Variacao Quadrética Liberdade Quadrética calculado
Regressao 3790,52 1 3790,52 29,15
Residuo 1170,05 9 130,00
Total 4960,57 10 496,05

R2=0,7642; FraB1,9,95% = 5,12

De acordo com o modelo obtido, péde-se concluir que a regressédo é
estatisticamente significativa ao nivel de confianca de 95%. Apds a eliminacéo dos
paradmetros n&o significativos, o coeficiente de determinagéao (R?) foi de 0,7642,
explicando 76,42% da variabilidade dos dados obtidos. Diante do baixo coeficiente
de determinacgéo obtido optou-se por baixar o nivel de confianca a 90% para que
se pudesse explicar uma faixa mais ampla de variabilidade dos resultados obtidos.

A Tabela 5 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para o consumo de
tanino no meio. Com um valor de F calculado (31,35) 10 vezes superior ao F
tabelado (3,11), considera-se que o modelo empirico de segunda ordem € preditivo.
Ao nivel de confianca de 90%, os coeficientes linear e quadratico da concentracao
de tanino foram significativos. Apés a retirada dos coeficientes néo significativos, o
modelo matematico que representa consumo de tanino (%) desse planejamento
esta representado na Equacéo 3, onde TAN corresponde a concentracdo de tanino

(valor codificado).
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Consumo de tanino (%) = 66,68 + 21,79*TAN -10,10 *TAN? (Eq. 3)

Tabela 5: Analise de variancia (ANOVA) para o consumo de tanino (%).

Fonte de Soma Graus de Média F
Variagao Quadrética Liberdade Quadréatica  calculado
Regressao 3790,52 2 1895, 26 31,35
Residuo 483,55 8 60,44
Total 4960,57 10 496,05

R2=0,9025; Fras2:8.00% = 3,11

Conforme o modelo obtido, pdde-se concluir que a regressdo €
estatisticamente significativa ao nivel de confianca de 90%. Apds a eliminacéo dos
parametros nao significativos, o coeficiente de determinacédo (R2) foi de 0,9025,
explicando 90,25% da variabilidade dos dados obtidos.

As Figuras 4 e 5 apresentam as superficies de resposta obtidas a partir dos
modelos desenvolvidos (Equacdes 1 e 2) para avaliar o comportamento das
variaveis-resposta frente as variacbes de pH e da concentracdo de tanino,
buscando uma regido 6tima de trabalho.
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Figura 4: Superficie de resposta para producao de biomassa em func¢éo do pH e
da concentracéo inicial de tanino no meio de cultivo nos diferentes niveis
estudados.
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Figura 5: Superficie de resposta para consumo de tanino em funcao do pH e da
concentracéo inicial de tanino no meio de cultivo nos diferentes niveis estudados.

Na Figura 4 constata-se que as maiores quantidades de biomassa gerada
ocorreram em elevadas concentracdes de tanino (+1 e +1,41). Na Figura 5 é
possivel observar que os maiores consumos de tanino ocorreram a partir das
concentracfes intermediarias (ponto central) até as concentracdes mais elevadas
de tanino no meio (+1 e +1,41). Nas Figuras 4 e 5, constatou-se que o pH néo teve
influéncia significativa nas variaveis dependentes analisadas. Assim sendo,

observa-se uma regido 6tima com concentracfes em torno de 40 g/L de tanino,
sem influéncia do pH do meio nos cultivos.

4.1 Validagdo do modelo matemético para biomassa e consumo de tanino

De acordo com os resultados obtidos, optou-se por validar 3 condi¢gdes distintas.
Condicao 1: referente ao ensaio 2 (10 g/L de tanino; pH 5,5); condicéo 2: referente
ao ensaio 3 (40 g/L de tanino; pH 3,5) e condicéao 3: referente ao ensaio 9 (25 g/L
de tanino; pH 4,5). Estas condi¢cdes foram escolhidas a fim de verificar se os

resultados obtidos experimentalmente apresentam concordancia com o valor

predito pelo modelo em diferentes niveis (-1, +1), bem como nos pontos centrais.
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Nas condi¢cdes descritas, foram realizados ensaios, acompanhando-se a
cinética de crescimento celular (biomassa), o consumo de tanino e o pH ao longo

do cultivo (Figura 6).
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Figura 6: Producéo de biomassa (a), consumo de tanino de acacia (b) e
acompanhamento do pH (c) nos cultivos de Aspergillus oryzae em tanino vegetal
de acacia, nas trés condicdes validadas.

A Tabela 6 apresenta o desvio relativo entre os resultados preditos pelo modelo

e 0s obtidos experimentalmente para biomassa e consumo de tanino.

De acordo com a Tabela 6, constata-se que a condi¢cao 3, a qual se refere ao
ensaio 9, ponto central do planejamento, € a que melhor valida o modelo com um
desvio relativo inferior a 1%, ou seja, com valores muito prOXimos aos previstos

pelo modelo.

No que diz respeito a otimizacdo do consumo de tanino de acécia pelo fungo
Aspergillus orizae pode-se dizer que esta ndo se mostrou tao eficiente quanto o
esperado, uma vez que apresentou um pequeno incremento, passando de 74%
para 80,4%. Isso se deve, provavelmente, ao fato de que o pH nédo exerceu a
influéncia esperada nos cultivos bem como que nos testes preliminares ja se

trabalhava, mesmo sem conhecimento, com a concentracao 6tima de substrato, de
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aproximadamente 40 g/L de tanino. E importante salientar que apesar disso, 0
estudo apresenta relevancia por apontar quais as melhores condi¢cbes de cultivo
além de gerar equacbes capazes de predizer de forma eficiente os resultados a
serem obtidos.

Tabela 6: Resultados experimentais e esperados obtidos para biomassa e
consumo de tanino de acacia no cultivo de Aspergillus oryzae.

Biomassa (g/L) Consumo de tanino (%)
Condigéo 1*
Valor predito 4.8 34,79
Valor experimental 4,27 32,5
Erro relativo (%) -12,41 -7,04
Condicao 2**
Valor predito 26,48 78,37
Valor experimental 27,00 80,4
Erro relativo (%) 1,9 2,51
Condicao 3***
Valor predito 15,10 66,68
Valor experimental 15,00 66,5
Erro relativo (%) 0,66 0,27

*10g/L de tanino; pH 5,5.
** 40g/L de tanino; pH 3,5.
*** 25¢/L de tanino; pH 4,5.



24 Consumo de tanino vegetal de acacia por Aspergillus oryzae: influéncia do pH e da concentragdo inicial

5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

O presente estudo demonstrou que, apesar das caracteristicas biocidas dos
taninos vegetais, em especial dos taninos condensados, foi possivel obter valores
satisfatorios para o consumo destes via biodegradacgéo por fungos filamentosos da
espécie Aspergillus oryzae. O consumo obtido foi de cerca de 80%, para as
condicbes otimas de cultivo, nas quais foi utilizada uma elevada concentracéo
inicial de tanino no meio de cultura, em torno de 40 g/L. Constatou-se ainda que
nao houve influéncia direta do pH ou de sua interacdo com a concentracédo de

tanino.

Os resultados para producdo de biomassa e consumo de tanino, obtidos
experimentalmente, demonstraram uma estreita concordancia com o valor predito
pelo modelo matemético, apresentando um desvio relativo inferior a 1% (ponto
central), demonstrando assim ser adequado para predizer os resultados a serem

obtidos experimentalmente.

Como houve boa adaptacdo dos fungos a elevadas concentracbes de
taninos vegetais condensados, seria interessante, em uma proxima etapa, o seu
cultivo em efluentes reais de curtumes, buscando avaliar seu desempenho frente
as misturas de compostos comumente presentes nas aguas residuarias da industria
coureira, como 0Oleos, biocidas, sais, entre outros. Outra op¢do seria alterar
parametros de cultivo, como a relagcdo C/N, por exemplo, a fim de buscar a
obtencao de produtos de interesse comercial, como lipidios, proteinas, entre outros.
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