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RESUMO

Biorrefinaria € um novo conceito que abrange as instalagdes industriais que utilizam
a biomassa como matéria-prima para a producdo de intermediarios quimicos,
combustiveis e energia, analogamente as refinarias de petréleo. As biorrefinarias
possuem trés caracteristicas principais: a preocupag¢ao com a utilizacdo maxima da
biomassa, a flexibilidade da planta para a utilizacdo de diferentes fontes de matéria-
prima, e o ndo comprometimento da area aravel destinada a produgéo de alimentos.
As biorrefinarias surgiram, portanto, para atender a crescente demanda por energia
e materiais de origem renovavel e obtidos em processos sustentaveis, ou seja, que
minimizam seu impacto no meio ambiente. A biomassa de residuos agroindustriais
ricos em pectina, como a polpa citrica, a polpa de beterraba e a cabecga de girassol,
sao bastante abundantes em alguns paises e podem ser exploradas para a
producdo do acido D-galacturbnico. Este composto possui alto valor agregado e
pode ser vendido diretamente as industrias de alimentos e cosméticos, ou pode
servir como intermediario quimico para a producdo de outros compostos como a
vitamina C e bioplasticos. Este trabalho avaliou duas estratégias de producéo de
acido D-galacturdnico: (1) a producdo de pectinases e hidrdlise simultdnea de um
substrato rico em pectina e (2) a produgdo de pectinases para a aplicacéao
sequencial em hidrélise do substrato. A fermentacdo no estado solido (FES) foi o
processo escolhido para ambas as estratégias devido ao menor custo operacional e
a maior produtividade de pectinases quando comparada a fermentagado submersa. A
primeira estratégia se baseou na utilizagdo de uma cepa recombinante, o Aspergillus
niger ATCC 1015 AgaaA, cedida pelo centro de pesquisa da VTT, Finlandia, onde foi
deletado o gene da galacturonato redutase (gaaA). Esta enzima é a primeira da via
do catabolismo do acido D-galacturénico, e a auséncia da sua expressao impediria 0
consumo deste agucar pelo microrganismo. No entanto, verificou-se que a cepa néo
foi capaz de acumular o acido D-galacturénico no sélido fermentado. Na segunda
estratégia foram testadas as linhagens A. niger ATCC 1015, A. niger CH4, A. niger
AW96, A. niger AD96 e um Aspergilus sp. ainda nao identificado, isolado durante
este trabalho. Os meios solidos utilizados consistiram numa mistura de 30% (m/m)
de bagaco de cana e 70% de outros substratos, bagaco de laranja, bagago de
laranja lavado ou farelo de trigo. A combinagdo de microrganismo e meio que
resultou em maior atividade de pectinases foi o Aspergillus sp. em bagaco de laranja
lavado, com 77 U/g em 19 horas de cultivo. Isto corresponde a uma produtividade de
4 U.g'h™' que ja é adequada para dar continuidade aos estudos de aumento de
escala.

Palavras-chave: Biorrefinarias. Acido D-galacturénico. Pectinases. Fermentacdo no
Estado Sdlido.



ABSTRACT

Biorefinery is a new concept that includes industrial plants that use biomass as
feedstock for the production of chemical intermediates, fuel and energy, similarly to
the petroleum refineries. Biorefineries have three main characteristics: the concern
with the maximum utilization of biomass, the plant's flexibility to use different sources
of raw material, and no impairment of arable land used to produce food. Biorefineries
appeared, therefore, to meet the growing demand for energy and materials obtained
from renewable sources and sustainable processes, which minimize their impact on
the environment. Pectin-rich agroindustrial wastes, such as citric pulp, sugar beet
pulp and sunflower heads, are quite abundant in some countries and can be
exploited for the production of D-galacturonic acid. This compound has a high added
value and can be sold directly to the food and cosmetics industry, or can be used as
an intermediate in the chemical industry to produce other compounds such as
vitamin C and bioplastics. The current research evaluated two strategies for the
production of D-galacturonic acid: (1) the production of pectinases and simultaneous
hydrolysis of a pectin-rich substrate and (2) the production of pectinases for
subsequent application in the hydrolysis of substrate. Solid-state fermentation (SSF)
was chosen for both strategies due to the lower operational cost and greater
productivity of pectinases compared to submerged fermentation. The first strategy
was based on the utilization of a recombinant strain, Aspergillus niger ATCC 1015
AgaaA, courtesy of VTT, Technical Reserch Centre of Finland. In this strain the gene
gaaA, which codes for galacturonate reductase, was deleted. This enzyme catalyzes
the first step in the catabolism of galacturonic acid, and its absence should prevent
the consumption of this sugar by the organism. However, this sugar did not
accumulate during solid state fermentation. In the second strategy, the following
strains were tested: A. niger ATCC 1015, A. niger CH4, A. niger AW96, A. niger
AD96 and a yet unidentified Aspergillus sp. strain, isolated during this research. The
solid media used consisted of a mixture of 30% (w/w) of sugar cane bagasse and
70% of other substrates, such as orange peel, washed orange peel or wheat
bran. The combination of organism and substrate that resulted in the highest
pectinase activity, 77 U/g in 19 hours of culture, was the Aspergillus sp. strain grown
with washed orange peel. This result corresponds to a productivity of 4 U g™ h™,
which provides a good basis for future scale-up studies.

Keywords: Biorefinery. Galacturonic acid. Pectinase. Solid-state Fermentation.
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1 INTRODUGAO

Este trabalho de mestrado € parte integrante de um projeto de
cooperacgao, que envolve o Laboratério de Tecnologia Fermentativa e Enzimatica
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR e o centro de
pesquisa VTT da Finlandia (Technical Research Centre of Finland), e que foi
aprovado pelo CNPq Edital n.° 68/2008 (Convénio Bilateral de Cooperacgao
Internacional com a Academia da Finlandia). O objetivo principal desta parceria é
desenvolver uma tecnologia adequada a conversao de residuos ricos em pectina,
como a polpa citrica, a acido D-galacturdnico e outros intermediarios de sintese
quimica, para a implantagao em uma biorrefinaria.

Biorrefinaria € um conceito relativamente recente e qualifica as industrias
que utilizam como matéria-prima a biomassa para a producdo de diversos
produtos, tais como combustiveis, energia, calor e intermediarios quimicos,
sendo, deste modo, analoga as refinarias de petroleo (OHARA, 2003). Além
disso, as biorrefinarias buscam o aproveitamento total da biomassa, com os
residuos do processo principal sendo utilizados para a produgdo de outros
produtos, como o biogas. Portanto, estd de acordo com a demanda atual por
processos sustentaveis, baseados em insumos de fontes renovaveis, que
minimizem a produg¢do de residuos e os langcamentos de gases que causam O
efeito estufa (KAMM e KAMM, 2004).

O 4&cido D-galacturénico é o principal monossacarideo constituinte da
pectina, que, por sua vez, €& bastante abundante em alguns rejeitos da
agroindustria, como a polpa citrica. A producdo deste composto em uma
biorrefinaria foi considerada porque possui um alto valor agregado e um grande
potencial para a utilizacdo na industria quimica e de alimentos. Pode ser obtido
através da hidrolise enzimatica da pectina presente nesses residuos com a
utilizacdo de pectinases.

Atualmente as pectinases sao produzidas atravées do sistema de
fermentacdo submersa (FS) pela maioria das industrias (ALKORTA, GABISU e
SERRA, 1997). No entanto, a fermentagdo no estado solido (FES) & bastante
atrativa, pois resulta em maior produtividade de pectinases (SOLIS-PEREYRA et

al., 1993). Além disso, emprega equipamentos menos sofisticados no processo e
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€ capaz de utilizar como substratos residuos agroindustriais, o que diminui os
custos de producédo (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000).

Este trabalho pretende contribuir para o projeto de cooperacdo UFPR-
VTT ao avaliar duas estratégias para a produgdo de acido D-galacturénico em
fermentacdo em estado solido: (1) a hidrolise da pectina em uma etapa, com o
crescimento e producdo de pectinases por um microrganismo cultivado
diretamente sobre o substrato a ser hidrolisado e (2) a produgdo de um complexo
rico em pectinases para posterior aplicacdo em um processo de hidrélise do

residuo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIORREFINARIAS

O petroleo € um produto valioso, porém finito, sujeito a problemas de
oferta restrita, demanda crescente e elevada volatilidade de precos. Além disso,
as perspectivas de esgotamento das reservas, os riscos geopoliticos decorrentes
da dependéncia do petroleo de paises politicamente instaveis e os compromissos
mais solidos com a questdo ambiental fizeram renascer a atencdo em meios
alternativos a petroquimica para suprir a crescente demanda por energia e
materiais (BASTOS, 2007). E neste cenario que surgiu o conceito de biorrefinaria.

O Laboratdrio Nacional de Energia Renovavel dos Estados Unidos, NREL
(http://www.nrel.gov/biomass/biorefinery.html)  define biorrefinarias  como
instalagdes industriais que visam a conversdo de biomassa de diferentes fontes
em diversos produtos, tais como combustiveis, energia e commodities industriais,
além de intermediarios quimicos. Sao analogas as refinarias de petréleo, mas
sustentaveis e ambientalmente corretas em sua concepgdo (OHARA, 2003).

As biorrefinarias podem utilizar biomassa de diferentes fontes, entre elas
materiais ligno-celulésicos, como cavacos de madeira e serragem, residuos ricos
em amido, como bagaco de mandioca e farelos de trigo, soja € milho (KAMM e
KAMM, 2007; KING, INDERWILDI e WILLIAMS, 2010), além de lixo doméstico
(OHARA, 2003). Os residuos ricos em pectina, como casca do café, polpa de
beterraba, cabeca de girassol e polpa citrica, também sao fontes potenciais de
biomassa que podem ser aproveitadas em biorrefinarias (LOPES, LI e
THOMPSON, 2010; LOHRASBI, 2010).

As biorrefinarias tém 3 caracteristicas principais: (1) a preocupag¢ado com a
utilizacdo maxima da biomassa, sendo os residuos do processo principal
utilizados para outros produtos, (2) a flexibilidade no que diz respeito as fontes de
biomassa que podem ser utilizadas, o que as torna menos sujeitas as flutuagcdes
na oferta e (3) a utilizacdo de matérias-primas provenientes de residuos agro-
industriais ou que ndo comprometam a area aravel destinada a producdo de
alimentos (KAMM e KAMM, 2007).

As usinas de acgucar e alcool baseados na cana-de-agucar ou no milho, e

as industrias de papel e celulose sao precursoras deste conceito, ja que também
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utiizam a biomassa como matéria-prima para gerar produtos de origem
renovavel. A principal diferenca neste caso é que as biorrefinarias possuem uma
planta mais flexivel que possibilita a utilizacdo de matérias primas diversificadas e
a produgao de uma gama mais variada de produtos (SANDUN et al., 2006).

O Brasil € um pais com um enorme potencial para a instalacido de
biorrefinarias, com o desdobramento da cadeia produtiva e tecnoldgica do etanol,
€ por possuir uma grande vocagao agroindustrial, com uma das maiores areas de
terras cultivaveis do mundo, 46,5 milhdes de hectares, e com uma das maiores
produgdes agricolas mundiais, 148,8 milhées de toneladas (IBGE/CEPAGRO
2010).

Embora ainda existam barreiras de natureza técnica e econdmica para o
desenvolvimento em nivel comercial das tecnologias necessarias para a
implantagdo das biorrefinarias, varios governos, entre eles, europeus,
americanos, chineses e brasileiros, estdo dando incentivos financeiros para as
pesquisas nesta area (SANDUN et al., 2006). No Brasil, o BNDES ja demonstrou
o interesse em investir neste novo setor (BASTOS, 2007) liberando recursos para
empresas privadas, como a Dow Quimica e Oxiteno, instalarem suas plantas-

piloto (Revista Inovagado Unicamp, 2007).

2.2 PECTINA COMO MATERIA-PRIMA EM BIORREFINARIAS

Residuos ricos em pectina sao de grande interesse em uma biorrefinaria,
pois sdo uma potencial fonte de matéria-prima para diversos bioprocessos e séo
produzidos em quantidades significativas pela agroindustria. Além disso, a sua
hidrélise nao requer processos fisico-quimicos tao severos quanto aqueles
utilizados na hidrélise de residuos ligno-celulésicos. Podem fornecer produtos de
alto valor agregado, como a prépria pectina purificada e os agucares resultantes
da hidrélise total desses substratos, principalmente o acido D-galacturbnico
(RICHARD e HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010).

A pectina € composta por um conjunto complexo de polissacarideos
negativamente carregados, acidos e amplamente polidispersos. Esta presente na
maioria das paredes celulares primarias e na lamela média de plantas, sendo

particularmente abundante nas partes nao lenhosas das plantas terrestres. Exibe
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uma significante heterogeneidade com respeito a estrutura quimica e a massa
molecular, que depende da espécie da planta, do tipo e localizacdo do tecido, do
estagio metabolico e do meio ambiente em que a planta esta inserida (PEREZ,
RODRIGUEZ-CARVAJAL e DOCO, 2003).

Quimicamente, os compostos pécticos compreendem uma familia de
polissacarideos constituida por homogalacturonanas e ramnogalacturonanas,
como apresentado na Figura 1. Homogalacturonanas (HG) constituem a regiao
lisa ou smooth region das cadeias de pectinas e sdo homopolimeros de unidades
de acido D-galacturénico unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-(1—4) nas
quais muitos dos grupos carboxilicos podem estar metil-esterificados. A proporgéo
de grupos carboxilicos metil-esterificados nas pectinas € expressa como grau de
esterificacdo (degree of esterification, DE). Elas também podem, dependendo do
tipo de planta, estar parcialmente O-acetiladas em C-3 ou C-2.
Ramnogalacturonanas (RG) constituem a regidao ramificada ou hairy region das
pectinas e sao divididas em dois tipos: ramnogalacturonana | (RG-l) e
ramnogalacturonana Il (RG-Il). RG-I consiste de uma cadeia principal de unidades
alternadas de acido D-galacturénico unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-
(1—4) e ramnose ligadas a-(1—2), a qual se ligam cadeias laterais que contém
residuos de monossacarideos neutros tais como arabinanas e arabinogalactanas.
Outros monossacarideos que podem estar presentes nas cadeias laterais sdo a
D-xilose, a D-glucose, a D-manose, a L-fucose e o acido D-glucurénico. RG-Il é o
menor e mais complexo polissacarideo péctico das paredes celulares vegetais.
Contém uma alta proporcdo de unidades de ramnose na cadeia principal. A
presenca de agucares, tais como apiose, € também caracteristica da RG-Il
(PEREZ, RODRIGUEZ-CARVAJAL e DOCO, 2003, RIDLEY et al., 2001;
PRASSANA et al., 2007).
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Legenda: RG-I: ramnogalacturonana tipo I; RG-ll:Ramnogalacturana tipo Il; GalA: acido D-
galacturdnico; Rha: ramnose; Dha: acido 3-desoxi-D-lixo-2-heptulosarico; GIcA: acido glucurdnico;
Fuc: fucose; AcMeFuc: acetilmetilfucose; AcAce: acido acérico; Gal: galactose; Ara: arabinose;
KDO: &cido-2-ceto-3-deoxi-D-octulosdnico; Api: apiose; MeXyl:metil-xilose; Xyl: xilose. M: metil, A:
acetil.

FIGURA 1 - MODELO DE ESTRUTURA PARA A MOLECULA DA PECTINA
FONTE: PEREZ, RODRIGUEZ-CARVAJAL e DOCO (2003)

2.3 A POLPA CITRICA COMO FONTE DE PECTINA

O Brasil € o maior produtor de suco de laranja concentrado congelado do
mundo. A polpa da laranja, ou polpa citrica (generalizacdo para os residuos de
frutas citricas) € o residuo desse processamento e consiste basicamente de suco
nao extraido, casca, pedacos provenientes da ruptura das vesiculas de suco e
paredes de segmento (CITRUSBR, 2010). Na safra 2009/2010 foram produzidas
s6 no estado de Sado Paulo 1,2 milhdes de toneladas (massa seca) de polpa
citrica (CITRUSBR, 2010) o que a torna, portanto, um residuo agroindustrial rico
em pectina abundante e de baixo custo, com enorme potencial para a utilizacéo

como matéria-prima em biorrefinarias instaladas no Brasil. Os EUA (Flérida), a
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Espanha e a Grécia também sdo grandes produtores de suco de laranja, e
conseqiientemente, de polpa citrica (LOPES, LI e THOMPSON, 2010).

Além da polpa citrica, se destacam como fontes de pectina em
biorrefinarias a polpa de beterraba e a cabeca de girassol. A polpa de beterraba
possui em sua composicao 15-30% de pectina (m/m, base seca, MATA et al.,
2009) e, devido a extracdo do acgucar de beterraba, € um residuo bastante
abundante na Europa, onde sao produzidas 14 milhdes de toneladas por ano
(WANG et al.,, 2009). As cabecas de girassol, provenientes da retirada das
sementes, também sdo um residuo rico em pectina, contando com 15-25% deste
polissacarideo em sua composicdo (PATIL e DAYANAND, 2006). A india é o
maior produtor mundial de cabecgas de girassol, que somam 400 ton/ano (PATIL e
DAYANAND, 2006).

A polpa citrica freqiuentemente €& seca e peletizada, servindo como
complemento a ragdo animal. No entanto, possui baixo valor nutricional e, devido
ao alto custo de secagem, acaba nao trazendo retorno econdmico. Apesar de
também poder ser utilizado como combustivel de caldeiras, algumas industrias
nao tém dado a destinacdo correta a esse residuo, simplesmente descartando-o
no campo, 0 que gera um sério problema ambiental (RICHARD e HILDITCH,
2009; MOJZITA et al., 2010).

Por outro lado, a polpa citrica possui uma quantidade significativa de
pectina, que representa 12-28% do seu peso seco (KASHYAP, 2001). Portanto, a
polpa citrica possui potencial para ser valorizada através da comercializagao
direta da pectina extraida, que tem um mercado ja estabelecido na industria
alimenticia mundial de 45000 toneladas anuais (CP KELCO, 2009). Por outro
lado, a producao de intermediarios quimicos em biorrefinarias a partir da pectina,
que teria uma demanda ainda mais ampla e ainda inexplorada, também ¢é atrativa.

Outros componentes da polpa citrica sdo os monossacarideos soluveis
remanescentes da extragcdo do suco e os outros componentes de parede celular,
principalmente a hemicelulose e a celulose. Os acgucares soluveis (glucose,
frutose e sacarose) séo facilmente removidos em extragcdo aquosa a temperatura
ambiente e correspondem a 40-56% do total de sdlidos da polpa citrica
(GROHMAN, CAMERON e BUSLIG, 1995; KASHYAP, 2001; MAMMA,
KOURTOGLOU e CHRISTAKOPOULOS, 2008). A Tabela 1 apresenta um

exemplo de composigao da polpa citrica de laranja.
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TABELA 1 - COMPOSIGAO DA POLPA CITRICA DE LARANJA

Componente % (p/p base seca)

Extrato etéreo 3,901
Glucose 146 +04
Frutose 155+0,5

Sacarose 10,9+0,3
Pectina 14,4+0,3
Proteina 79+0,1
Celulose 16,2+ 0,5

Hemicelulose 13,8+0,3
Cinzas 1,7+ 0,1
Lignina 1,00 £ 0,02

FONTE: MAMMA, KOURTOGLOU e CHRISTAKOPOULOS (2008)

Os polissacarideos da polpa citrica podem ser hidrolisados a arabinose,
galactose e acido D-galacturénico, principalmente, com tratamento acido ou
enzimatico. Desta forma, o hidrolisado de polpa citrica, que é rico em agucares,
pode ser utilizado como fonte de carbono em diversos bioprocessos, como para a
producao de etanol (GROHMANN, BALDWIN e BUSLIG, 1994; WILKINS et al.,
2007; ZHOU, WIDMER e GROHMANN 2008, LOHRASBI, 2010), SCP (single cell
protein), e enzimas (LOPEZ, LI e THOMPSON, 2010).

O acido D-galacturdnico (Figura 2, A) corresponde a até 20% do total de
sélidos do hidrolisado de polpa citrica (massa seca, GROHMANN, BALDWIN e
BUSLIG, 1994) e a até 74% (m/m) da pectina de polpa citrica (SIGMA, 2011).
Pode ser recuperado e comercializado diretamente para a utilizacdo na industria
alimenticia, como agente acidificante, e na industria quimica como agente
tensoativo. Este acucar também pode ser transformado quimica ou
enzimaticamente em substancias de maior valor agregado como o acido mucico
(Figura 2, B) (acido meso-galactarico) e o acido L-galacténico (Figura 2, C)
(RICHARD e HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010).
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FIGURA 2 - ACIDO a-D-GALACTURONICO (A) ACIDO MUCICO (B) E ACIDO L-
GALACTONICO (C)

O acido mucico tem aplicagdes como fermento quimico ou como
substituinte do acido tartarico em refrigerantes. Pode ser obtido enzimaticamente
a partir do acido D-galacturénico utilizando-se a enzima uronato desidrogenase
(MOON, 2009; MOJZITA, 2010). E também um material de partida para sintese
quimica: pode ser convertido no acido 2,5 furandicarboxilico (FDCA), que é um
dos doze compostos quimicos de maior valor agregado produzidos a partir de
biomassa (Top Value-Added Chemicals from Biomass), conforme o Departamento
de Energia dos Estados Unidos (EERE, 2004). composto FDCA ira provavelmente
substituir o acido tereftalico como monémero para a produgdo de poliésteres
(especificamente o PET). A sua sintese enzimatica é intermediada pela
furfural/hidroximetilfurfural oxirredutase de Cupriavidus basilensis HMF14
(KOOMAN, 2010). A sintese quimica do acido mucico nao é atrativa, pois envolve
a oxidacdo da D-galactose com acido nitrico, produzindo efluentes toxicos
(RICHARD e HILDITCH, 2009).

O acido L-galactbénico, por sua vez, nao € muito utilizado atualmente
devido ao seu alto custo de produgdo. No entanto, sua utilizagdo como insumo
industrial pode ser considerada caso seu custo de produgdo seja diminuido
gracas as biorrefinarias baseadas em pectina (MOJZITA et al., 2010). Este acido
tem propriedades similares as do acido D-glucdnico, que é atualmente aplicado
como aditivo em cosméticos, em alimentos como acidulante, em produtos de
limpeza (devido as suas propriedades com agente quelante) e como um aditivo na
formulacdo de concreto (retardador). O acido L-galactbnico também pode ser
usado como material de partida para sintese quimica, como por exemplo, na
sintese de acido ascoérbico (RICHARD e HILDITCH, 2009).
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2.4 HIDROLISE DA POLPA CITRICA E OUTROS RESIDUOS PECTICOS PARA
A OBTENCAO DE ACIDO D-GALACTURONICO

A polpa citrica e outros residuos pécticos podem ser degradados com a
liberacdo de seus agucares constituintes através da hidrolise catalisada por acido
diluido ou através da hidrélise enzimatica (GROHMANN, CAMERON e BUSLIG,
1995). Outra alternativa que vem sendo estudada recentemente é a produgao de
pectinases por via fermentativa e hidrélise simultdnea do substrato (MAMMA,
KOURTOGLOU e CHRISTAKOPOULOS, 2008). Esses assuntos serdo discutidos

em mais detalhes a seguir.

2.4.1 Hidrdlise acida

As condi¢coes satisfatérias para a hidrolise acida de um substrato
polissacaridico podem ser encontradas por intermédio de curvas apropriadas, nas
quais sao fatores variaveis a concentracido de acido da solugao, a temperatura e a
duracdo da hidrélise. E no pico maximo que devem ser fixadas as condicdes
otimas de hidrdlise, pois além desse ponto ha o risco de destruicdo das unidades
de agucar (SAEMAN, MOORE e MITCHELL, 1954), ou seja, o0 aumento excessivo
da concentracido de acido, do tempo ou da temperatura, para elevar a velocidade
de hidrolise da cadeia poligalacturénica, acaba por destruir os monémeros de
agucar ja liberados com a formacgao de lactonas de maneira irreversivel (BLAKE e
RICHARDS, 1968).

A hemicelulose e as cadeias laterais de agucares neutros da pectina na
polpa citrica podem ser hidrolisados através do tratamento com acido diluido
(H2SO4 0,06-0,5% a 100-140°C, GROHMANN, CAMERON e BUSLIG, 1995),
gerando um percentual de monossacarideos no total de sdlidos de 76-82%, que é
um resultado bastante interessante quando se busca a utilizagdo desses agucares
como fonte de carbono em um bioprocesso.

No entanto, para a recuperacao direta do acido D-galacturénico a hidrdlise
acida nao é viavel. A cadeia poligalacturénica (Figura 3) €& extremamente
resistente a este tratamento devido a efeitos indutivos e conformacionais

causados pelos grupamentos carboxilicos préximos (BEMILLER, 1986), o que
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reduz o rendimento de acido D-galacturénico a niveis minimos ao final do
processo (TALEBNIA et al., 2008).

FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO POLIGALACTURONICO
FONTE: ALKORTA, GARBISU e SERRA (1997)

2.4.2 Hidrolise enzimatica

A hidrélise enzimatica, por outro lado, € um processo eficaz de liberar as
unidades de acido D-galacturdnico, intactas, da biomassa rica em pectina. A sua
aplicacao €, no entanto, dificultada pelo alto custo das enzimas e pela baixa
velocidade da reacdo de despolimerizacdo. Além disso, devido ao fenbmeno de
inibicdo (competitiva) pelo produto, o acido D-galacturénico (BELAFI-BAKO et al.,
2007), nao é possivel utilizar diretamente grandes razbes substrato/enzima.

As condicdes de hidrolise enzimatica sao significativamente mais brandas
que as da hidrolise com acido diluido. As temperaturas operacionais n&o variam
muito nos diversos processos pesquisados, ficando entre 44 a 50°C, e o pH da
solugdo de hidrdlise é fixado geralmente entre 4 e 5 (WILKINS et al., 2007; SOLIS
et al., 2009; WIDMER, ZHOU e GROHMANN, 2010). Devido aos fenbmenos de
inibicdo pelo produto (BELAFI-BAKO et al., 2007), as concentracdes de pectina
em geral ndo passam de 1% (m/v).

Para evitar o fendbmeno de inibicdo pelo produto, aumentar a
produtividade e, ainda, reutilizar as pectinases do processo de hidrdlise, alguns
autores propuseram o emprego de biorreatores de membranas (BELAFI-BAKO et
al., 2006; BELAFI-BAKO et al., 2007; RODRIGUEZ-NOGALES et al., 2007). A
membrana reteria moléculas grandes como o substrato e a enzima, enquanto
seriam recuperadas as moléculas menores de acido D-galacturdnico, o produto, e
outros acgucares neutros, prevenindo a inibicdo. No entanto, a necessidade de

manter baixa a concentragdo de substratos para ndo obstruir as membranas
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aumenta o volume dos biorreatores. Além disso, a fragilidade e o alto custo das
membranas dificultariam a viabilizacdo desta técnica na sua aplicagcdo em
biorrefinarias.

Para a degradacao enzimatica satisfatéria da biomassa rica em pectina é
necessaria a agao conjunta de diversas enzimas, entre elas as celulases, as
hemicelulases e as pectinases (GROHMANN e BALDWIN, 1992). As celulases e
hemicelulases tém um papel fundamental na quebra das ligagdes cruzadas das
estruturas polissacaridicas da parede celular e na degradagdo dos
polissacarideos neutros, como a celulose e hemicelulose, o0 que expde mais
facilmente a pectina para a atuacao das pectinases.

Diversos estudos de hidrdlise enzimatica da polpa citrica utilizam o
seguinte conjunto de preparacbes de enzimas comerciais: Celuclast 15L
(celulases e hemicelulases), Novozym 188 (B-glucosidases) e Pectinex ULTRA
SP (pectinases), todas da Novozymes (GROHMANN e BALDWIN 1992;
GROHMANN, CAMERON e BUSLIG, 1994; GROHMANN, CAMERON e BUSLIG,
1995; WILKINS et al., 2007; TALEBNIA et al., 2008). Outros autores utilizaram o
extrato enzimatico bruto de fungos do género Aspergillus para estudos de
hidrélise de pectina (RODRIGUEZ-NOGALES et al., 2007, RODRIGUEZ-
NOGALES, ORTEGA e PEREZ-MATEQS, 2008) e de casca de laranja (SOLIS et
al., 2009). Este extrato bruto conta com todas as enzimas extracelulares
secretadas pelo fungo, sendo mais abundantes as amilases, as hemicelulases e
as pectinases (RODRIGUEZ-NOGALES et al, 2007). Uma vantagem da
utilizacdo do extrato bruto em vez de enzimas purificadas é a degradagao de
diversos componentes do residuo, que liberariam a pectina mais facilmente para a
hidrolise, além de ser mais uma forma de diminuicdo do custo das enzimas, ja

que dispensa etapas de purificacio.

2.4.3 Producéao de pectinases e hidrolise simultanea

Recentemente surgiu uma nova estratégia de hidrolise enzimatica que
envolve a producao de pectinases e a hidrolise simultanea de substratos ricos em
pectina. Consiste na inoculagdo de um microrganismo produtor de pectinases em

um substrato rico em pectina, onde a produgao de pectinases e a hidrélise do
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substrato ocorrem ao mesmo tempo (MAMMA, KOURTOGLOU e
CHRISTAKOPOULOS, 2008). Ha a necessidade, porém, de interromper a
fermentacdo num ponto de alto rendimento, onde o substrato ja foi bastante
hidrolisado pelas pectinases, mas o microrganismo ainda consumiu pouco do
acido D-galacturénico liberado. Esta estratégia, de producdo de pectinases e
hidrélise simultanea, ainda n&o foi muito abordada na literatura, que conta com

apenas este artigo supracitado.

2.5 RECUPERACAO DO ACIDO D-GALACTURONICO DO HIDROLISADO

O acido D-galacturbnico é um agucar cuja base ¢é carregada
negativamente, caracteristica que pode ser explorada para a sua recuperagao
com alto rendimento e pureza. A cromatografia de troca-ibnica ja é bastante
utilizada em métodos analiticos para a quantificacdo de acido D-galacturdnico
(GARNA et al., 2006; NIKOLIC e MOJOVIC, 2007; WILKINS et al. 2007), no
entanto, a literatura carece de estudos aplicaveis a processos industriais.

A técnica de eletrodidlise (Figura 4), por outro lado, foi proposta como
uma maneira de viabilizar o processo de recuperagdo do produto. Com esta
técnica é possivel concentrar o acido D-galacturdnico até 24 g/L e purifica-lo até
94% (MOLNAR et al., 2009). Consiste na aplicacdo de um campo elétrico e
atragdo do acido D-galacturénico para um compartimento carregado
positivamente da membrana de eletrodialise, separando-se dos agucares neutros,
que saem na corrente diluida. Neste compartimento, o acido combina-se com o
sodio adicionado, formando o sal galacturonato, que é liberado e recuperado na
corrente concentrada. Como o equipamento utiliza membranas, para protegé-las
€ necessario um processamento prévio do hidrolisado, com centrifugagcédo ou
ultrafiltracdo, a fim de remover materiais grosseiros e polissacarideos nao
suficientemente hidrolisados (MOLNAR et al., 2009).
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FIGURA 4 - REPRESENTAQAO ESQUEMATICA DE UMA MEMBRANA DE
ELETRODIALISE
FONTE: MOLNAR et al. (2009)

Uma evolugdo da tecnologia de eletrodidlise é a eletrodialise bipolar de
membranas. E semelhante a técnica anteriormente descrita, entretanto, em vez
de obter o galacturonato, obtém-se diretamente o acido D-galacturénico no
concentrado &cido, que alcanca uma concentracdo de até 50 g/L (MOLNAR,
NEMESTOTHY e BELAFI-BAKO, 2010). Na saida do concentrado acido também
sao recuperados protons. Para separar os protons e recuperar o acido D-
galacturdnico seco é feito um processo de cristalizagdo com metanol e posterior

filtracdo e secagem a vacuo.

2.6 PECTINASES

Pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas que catalisam a
despolimerizacédo da pectina. Estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
produzidas por fungos, plantas, bactérias, leveduras, insetos, nematodas e
protozoarios (ROMBOUTS e PILNIK, 1980). Especificamente, sdo os fungos
filamentosos saprofiticos os mais especializados em produzir pectinases, o que
condiz com o substrato que esses microrganismos utilizam: a parede vegetal
morta, rica em pectina (LANG e DORNENBURG, 2000).

As pectinases estdo divididas em trés grandes grupos, das

protopectinases, das esterases e das despolimerases.
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As despolimerases sao as principais pectinases produzidas por
microrganismos e catalisam a quebra das ligagdes glicosidicas a(1—4) na cadeia
de acido poligalacturénico, que é a cadeia principal das substancias pécticas
(SAKAI, 1992; ALKORTA, GARBISU e SERRA ,1997; KASHYAP et al. 2001).
Podem ser do tipo poligalacturonato-liases (EC 4.2.2.10), que clivam a cadeia
poligalacturénica através de [(-eliminagdo, ou do tipo poligalacturonases (EC
3.2.1.15), que clivam a cadeia poligalacturdénica através de hidrolise. Algumas
poligalactoronato-liases e poligalacturonases sao capazes de atuar diretamente
sobre a cadeia poligalacturdonica metil-esterificada, sendo denominadas de poli-
metil-galacturonato-liases e de poli-metil-galacturonases (ALKORTA, GARBISU e
SERRA, 1997). Essas enzimas e seus mecanismos de acao estdo descritos na
Figura 5.

Dentre as despolimerases, as poligalacturonases sdo as mais utilizadas
para a degradacdo da pectina nos processos que visam a obtencdo do acido D-
galacturénico, ja que o mecanismo de acao envolvido, a hidrélise, mantém os
mondémeros de acido D-galacturénico intactos. As poligalacturonases podem ser
subdivididas por sua atuacdo "endo" ou "exo" na cadeia poligalacturénica
(ALKORTA, GARBISU e SERRA, 1997). E desejavel que na preparagdo
enzimatica utilizada haja certa quantidade de endo-poligalacturonases, pois estas
clivam a cadeia péctica em posi¢des aleatdrias, aumentando a quantidade de
terminais redutores disponiveis para ataque pelas exo-poligalacturonases, com
isto, aumenta-se a velocidade de liberacdo dos mondmeros de acido D-
galacturénico.

Alguns microrganismos possuem muitos genes codificadores de
poligalacturonases. Em Aspergillus niger, por exemplo, ha uma familia completa
de genes que produzem varias isoenzimas com consideraveis diferengcas em
relacdo a especificidade por substrato, padrdo de clivagem e pH o6timo de
atividade (LANG e DORNENBURG, 2000).

A presencga de enzimas do tipo poligalacturonato-liase, por outro lado, ndo
€ desejavel num processo de recuperagdo do acido D-galacturdnico, ja que a
clivagem é feita por B-eliminacdo (ALKORTA, GARBISU e SERRA, 1997). Esta
reacao resulta num composto que possui uma dupla ligacdo, e nao acido D-

galacturdnico, o que diminui o rendimento global da hidrdlise.
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FIGURA 5 - MECANISMO DE AGAO DAS ENZIMAS PECTINOLITICAS
FONTE: ALKORTA, GARBISU e SERRA (1997)

As pectina-esterases (EC 3.1.1.11) também sao importantes para a
degradagao da pectina, pois catalisam a remogédo de grupamentos metil-ésteres
ou etil-ésteres, muito abundantes na pectina citrica, que tem grau de esterificagédo
variando entre 65 e 73% (KOPECNY e HODROVA, 1995; SILLEY, 1985). Sua
atuacdo resulta numa molécula de polipectato, mais suscetivel a acdo de
poligalacturonases.

As protopectinases, por sua vez, sdo definidas pela capacidade de
degradacao da protopectina insoluvel, resultando numa pectina soluvel altamente
polimerizada. Seu mecanismo de agao, no entanto, ainda nao foi completamente
elucidado (ALKORTA, GARBISU e SERRA, 1997).
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2.7 PRODUCAO DE PECTINASES

A aplicacdo das pectinases ja é bastante difundida. S&o principalmente
utilizadas em industrias de sucos e 6leos vegetais, pois aumentam o rendimento
na extragdo e clarificacdo desses produtos. Além disso, podem substituir
tratamentos quimicos téxicos no processamento de fibras téxteis, na industria de
papel e celulose e na degomagem de fibras vegetais. Também sao utilizadas para
acelerar a fermentacdo de café e cha, e para melhorar a qualidade e valor
nutricional da ragdo animal e as qualidades organolépticas de vinhos (KASHYAP
et al. 2001; JAYANI, SAXENA e GUPTA, 2005).

A maioria das preparagdes comerciais de enzimas pectinoliticas utilizadas
nesses processos € obtida através de fontes fungicas, principalmente do género
Aspergillus, por fermentagcado submersa, e utilizando meios definidos. No entanto,
€ muito dificil de obter informacdes confiaveis sobre o processo, ja que a maioria
deles nao estido protegidos por patentes, mas sim por segredo industrial
(ALKORTA et al., 1997). Por outro lado, a produgao de pectinases em escala de
bancada, em diferentes sistemas e condi¢gdes de cultivo, e utilizando diferentes
microrganismos e meios tem sido extensamente estudada nos ultimos 20 anos
(FAVELA-TORRES, VOLKE-SEPULVEDA e VINIEGRA-GONZALEZ, 2006),

sendo discutida a seguir.

2.7.1 Sistemas de fermentagcao

Enzimas extracelulares como as pectinases podem ser produzidas tanto
por fermentacdo submersa (FS) quanto por fermentagéo no estado sélido (FES).
A FS é caracterizada pelo crescimento microbiano em meio liquido com nutrientes
dissolvidos ou em suspensao, sob agitacdo. Geralmente sao utilizados meios
definidos, o que facilita a purificacdo de produtos com alto valor agregado, no
entanto, residuos agroindustriais liquidos e efluentes podem ser utilizados em
alguns casos. Ja a FES é definida pelo crescimento de microrganismo em um
substrato umido, mas na auséncia de agua livre e com uma fase gasosa continua
entre as particulas. Em um processo de FES, o substrato ndo sé fornece os

nutrientes para o crescimento microbiano em cultura, mas também serve como
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um ponto de ancoragem para as ceélulas (RAIMBAULT, 1998). Fungos
filamentosos sdo os mais comumente utilizados em processos de FES, mas
bactérias e leveduras também s&o capazes de crescer neste sistema.

As principais vantagens da FES em relacio a FS sdo a maior
produtividade volumétrica e a significativa redugao do volume de efluentes, devido
ao meio mais concentrado. Além disso, a baixa disponibilidade de agua ajuda a
inibir contaminantes como bactérias e leveduras. A FES frequentemente utiliza
substratos abundantes e de baixo custo, tais como os residuos agroindustriais, o0
que diminui o custo do processo (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000). No
caso da producao de enzimas por FES, as vezes € possivel adicionar o substrato
seco diretamente ao meio reacional, ou seja, a enzima fica imobilizada no
substrato sélido, o que simplifica e também diminui os custos do processo
(FERNANDES, 2007).

Com relagcdo ao sistema de produgcdo de pectinases, estudos
comparativos entre a técnica de FES e a de FS demonstraram que a FES resulta
num maior rendimento de pectinases (TREJO-HERNANDEZ et al., 1991; SOLIS-
PEREYRA et al., 1993; MALDONADO e SAAD, 1998; DIAZ-GODINEZ et al.,
2001). Do mesmo modo, foi demonstrado que, em sistemas de FES, a adigao de
agucares, como a glucose e a sacarose, ao nivel de até 10% (m/v), ndo reprime a
expressao de pectinases em FES, pelo contrario, aumenta sua expressao em até
3 vezes (SOLIS-PEREYRA et al.,, 1993; SOLIS-PEREYRA et al., 1996). Isto é
oposto do que acontece em FS, onde concentragcdes de agucares maiores que
1% causam repressao catabdlica.

Quando as propriedades das enzimas pectinoliticas produzidas por FES e
por FS sao comparadas, verifica-se que além da vantagem da maior
produtividade da FES, esta técnica também resulta na expressao de isoenzimas
mais estaveis e com maiores atividades em extremos de pH e temperatura
(ACUNA-ARGUELLES et al., 1994; DIAZ-GODINEZ et. al, 2001).

Apesar das vantagens previamente citadas, de modo geral a FES possui
alguns desafios, entre os quais a remogao adequada de calor, sem a qual pode
haver problemas de superaquecimento, com consequéncias como a interrupcao
no crescimento do microrganismo e desnaturacdo das enzimas produzidas
(MITCHELL, VON MEIEN e KRIEGER, 2003). Além disso, existe uma grande

dificuldade na medicdo de variaveis do processo e, consequentemente, em seu
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controle, principalmente a medida que a escala de producdo € aumentada.
Embora ja existam alguns estudos a cerca da cinética de crescimento e
fendmenos de transporte na FES (MITCHELL et al., 2002; MITCHELL, VON
MEIEN e KRIEGER, 2003; MITCHELL et al., 2004), esta tecnologia ainda esta em

processo de aprimoramento, o que dificulta sua aplicacdo em escala industrial.

2.7.2 Microrganismos

Muitos microrganismos, especialmente bactérias e fungos filamentosos,
sdo capazes de produzir pectinases. Os microrganismos mais utilizados para a
producdo de pectinases sao fungos filamentosos mesofilos dos géneros
Aspergillus e Penicillium, principalmente das espécies Aspergillus niger (ZHONG-
TAO et al., 2009; TASKIN et al, 2008; MAMMA, KOURTOGLOU e
CHRISTAKOPOULOS, 2008; PATIL e DAYANAND, 2006), Aspergillus
carbonaricus (SINGH et al., 1999), Aspergillus sojae (USTOK et al., 2007), e
Penicillum veridicatum (SILVA et al., 2005). Esses fungos produzem pectinases
acidicas, ou seja, que sdo mais estaveis em pH acidos. Bactérias do género
Bacillus sao utilizadas para a producéo de pectinases que atuam em pH alcalino,
mais utilizadas na industria quimica.

Aspergillus niger € um ascomiceto bastante difundido nos biomas
terrestres, principalmente nos solos. Por ser um saprofito de solo, é capaz de
produzir uma grande variedade de enzimas hidroliticas e oxidativas envolvidas na
degradacao da parede celular de plantas, inclusive pectinases de diversos tipos
(JAYANI, SAXENA e GUPTA, 2005). Para as pectinases de aplicagbes classicas
na industria alimenticia, fungos desta espécie sdo os mais utilizados, pois eles
sao classificados como GRAS (generally regarded as safe), o que indica que os
seus metabdlitos podem ser consumidos de maneira segura (ALKORTA, 1998).

A selecao de cepas que sao boas produtoras de pectinases é geralmente
feita buscando-se microrganismos do solo ou de biomassa vegetal apodrecida.
Sao verificadas a capacidade de crescimento em meio minimo (com pectina como
unica fonte de carbono) e a produtividade de pectinases no sistema de
fermentacdo escolhido (BOCCAS et al. 1994; TASKIN et al. 2008). A cepa

Aspergillus niger CH4, ilustrada na Figura 6, foi isolada da casca do café
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(AGUILAR e HUIRON, 1987) e freqgiientemente é utilizada como referéncia na
comparacgao de produtividades em estudos de producao de pectinases.
Recentemente tem-se voltado a atencédo para as cepas termofilas ou
termotolerantes, que produzem pectinases termoestaveis (MARTINS et al., 2002).
O uso de microrganismos capazes de crescer em altas temperaturas poderia
facilitar a implantagdo da FES, ja que um grande problema a cerca deste
processo € a dissipagao do calor gerado pelo crescimento microbiano. Além
disso, sabe-se que as enzimas produzidas por microrganismos termofilos sao
mais resistentes a proteases e a desnaturacdo, e ainda, as altas temperaturas
empregadas reduzem ainda mais o risco de contaminagéo que ja € baixo neste
sistema (MARTINS et al.,, 2002). As cepas Thermoascus aurantiacus 179-5
(MARTINS et al., 2002), Thermomucor indicae-seudaticae N31 (MARTIN et al.,
2010) e Aspergillus fumigatus MTCC 4163 (PHUTELA et al., 2005) sdo exemplos
de fungos termdfilos produtores de pectinases cujas temperaturas otimas de

crescimento estao entre 45°C e 50°C.

FIGURA 6 - Aspergillus niger CH4 EM TECNICA DE MICROCULTIVO
FONTE: A AUTORA (2010)
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O melhoramento de alguns microrganismos produtores de pectinases foi
realizado com sucesso através de técnicas de mutagao por radiacdo UV e fuséo
de protoplastos. A cepa Aspergillus niger C28B25 foi obtida por aplicagdo de
radiacao UV e produz atividade de pectinases cerca de 7 vezes mais que a cepa
selvagem de que foi derivada, A. niger CH4 (ANTIER et al., 1993). Kavitha e
Umesh-Kumar (2000) aplicaram a técnica de fusdo de protoplastos interespecifica
entre as cepas A. niger CFTRI 1105 e A. carbonaricus 1047, obtendo a cepa
CFTRI 1047/1105-11 que produz cerca de 2,5 vezes mais atividade de pectinases
do que A. carbonaricus 1047.

A tecnologia do DNA recombinante, por outro lado, ainda possui muitos
desafios. Como as pectinases sdo um grande grupo de enzimas que atuam sobre
a pectina de diversas maneiras, o uso desta técnica requer que cada tipo de
pectinase seja sujeita a um processo de recombinagao de cada vez (FAVELA-
TORRES, VOLKE-SEPULVEDA, VINIEGRA-GONZALEZ, 2006). Além disso, a
expressdo génica em FES é regulada de maneira complexa, com diferentes
circuitos regulatorios para cada grupo diferente de genes, que atuam de acordo
as condi¢bes ambientais a nivel transcricional ou pos-transcricional (BARRIOS-
GONZALES, 2012).

2.7.3 Substratos

A selecao de um substrato para a FES depende de varios fatores,
principalmente o custo e disponibilidade, o que torna a utilizagdo de residuos
agroindustriais bastante atrativa. O meio sélido deve fornecer todos os nutrientes
necessarios a um bom crescimento celular, por isso, muitas vezes deve-se
enriquecer os substratos escolhidos com solugdes nutritivas ou tornar seus
componentes mais biodisponiveis através de pré-tratamentos quimicos ou fisicos.
Além disso, pode ser pertinente remover compostos que possam agir como
inibidores (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000).

A granulometria do substrato também €& um fator determinante da
produtividade em um processo de FES. Geralmente, as particulas menores
proporcionam uma maior area superficial para o crescimento microbiano, no

entanto, se forem pequenas demais pode ocorrer a compactagcao do substrato,



34

dificultando a aera¢do do meio. Em contraste, as particulas maiores proporcionam
uma melhor eficiéncia da aeracio, devido ao aumento do espaco inter-particulas
que diminui a perda de carga quando o ar é soprado pelo leito, mas fornecem
uma razao area superficial/volume menor, o que limita o crescimento microbiano.
Neste caso, a difusdo de enzimas e produtos de hidrolise tem que acontecer
através de distancias maiores (RAIMBAULT, 1998).

Muitos substratos tém sido testados especificamente para a producéo de
pectinases em FES por fungos filamentosos, principalmente residuos
agroindustriais tais como bagaco de cana (MARTIN et al., 2010; SOLIS-
PEREYRA et al., 1993), polpa citrica (SILVA et al., 2005), bagaco de maca
(ZHONG-TAO et al., 2009), farelo de soja (USTOK, TARI e GOGUS, 2007), farelo
de trigo (PHUTELA et al., 2005; SINGH et al., 1999), polpa de café (TREJO-
HERNANDEZ et al., 1991), cabeca de girassol (PATIL e DAYANAND, 2006) e
casca de manga (KUMAR, VARAKUMAR e REDDY, 2010).

Dentre os residuos agroindustriais utilizados para a produgao de enzimas
em geral, o farelo de trigo se destaca como um 6timo substrato para a FES ja que
€ rico em vitaminas e minerais-além de ser fonte de amido (~19%), proteina bruta
(~18%) e polissacarideos de parede celular (~58%) (CARRE e BRILLOUET,
1986). Esses polissacarideos, majoritariamente arabinoxilanas, celulose e f-
glucanas, podem ser utilizados como fonte de carbono, pois, em geral, fungos
filamentosos utilizados para a producao de pectinases sdo capazes de produzir
algumas das enzimas hidroliticas necessarias. Além disso, o farelo de trigo ndo
apresenta compostos inibidores, possui uma grande area superficial por volume e,
em geral, ndo favorece a compactagcao do meio (RALET, THIBAULT e DELLA-
VALE, 1990).

A solucdo nutritiva € outro componente importante de um processo de
FES. Além de ajustar a umidade, busca complementar a composigéo do substrato
com nitrogénio de fonte inorganica, minerais e, as vezes, vitaminas, a fim de
torna-lo mais favoravel ao crescimento do microrganismo e a producdo das
enzimas de interesse.

A Tabela 2 exibe a abundancia dos trabalhos de producido de pectinases
por FES e lista os principais microrganismos, substratos, composi¢dao da solugao

salina e condigdes de cultivo utilizadas.



TABELA 2 - PRODUGAO DE PECTINASES POR FUNGOS FILAMENTOSOS EM SISTEMA DE FES

Suplementagao da

Condicoes de solucédo de Atividade maxima Produtividade
Microrganismo Substrato Referéncia
cultivo umidificacao (U/g) (U/g/h)
(% p/v)
. pH: 4,0
Cultura mista de
. . Bagaco de maga e po Umidade: 55%
Aspergillus niger M2 (NH4)2S04 2%, ZHONG-TAO et al.
) . de semente de T: 30°C 1817 37,8
e Aspergillus niger KoHPO,4 0,1% (2009)
algodéo (1:1) t: 48 horas
M3 (2:1) .
Sistema: Erlenmeyer
pH: 5
) ) Umidade: 60% Extrato de levedura
Aspergillus fumigatus ) PHUTELA et al.
Farelo de trigo T: 50°C 5%, sacarose 5%, 1270 17,6
MTCC 4163 (2005)
t: 72 horas (NH4)2S045%
Sistema: Erlenmeyer
pH: nc'
Aspergillus Umidade: 60%
cabonarUs CFTRI Farelo de trigo T:30°C n&o utilizou 480 6,23 SINGH et al. (1999)
1047 t: 77 horas

Sistema: Erlenmeyer

nc: ndo controlado
t: tempo
T: temperatura
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Suplementagao da

Condigoes de solucédo de Atividade maxima Produtividade
Microrganismo Substrato Referéncia
cultivo umidificacao (U/g) (U/g/h)
(% piv)
pH: nc
) ) Umidade: 60%
Aspergillus niger ) -
Farelo de trigo T:30°C nao utilizou 390 8,1 TASKIN et al. (2008)
Ege-K-730
t: 48 horas
Sistema: Erlenmeyer
pH: 5 (NH4)2S04, 1%,
. Umidade: 90% KzHPQO4 0.3%,
Casca de laranja livre
Aspergillus niger BTL ) . T:30°C CaCl,.2H;0 135,7 - MAMMA et al. (2008)
de solidos soluveis
- 0.05% MgSO04.7H,0
Sistema: Erlenmeyer 0.05%
pH: nc
Bagaco de cana,
Thermomucor . Umidade: 70%
o . farelo de trigo e (NH4)2S04 1%,
indicae-seudaticae . T: 45°C 108 2,25 MARTIN et al. (2010)
bagaco de laranja MgSQO4.7H20 1%
N31 t: 48 horas
(1:2:2) .
Sistema: Erlenmeyer
pH: nc
Thermomucor Farelo de trigo e Umidade: 70%
o ] ] (NH4)2S04 1%,
indicae-seudaticae bagaco de laranja T: 45°C 105 2,19 MARTIN et al. (2010)
MgS04.7H20 1%
N31 (1:1) t: 48 horas
Sistema: Erlenmeyer
pH: nc
Thermomucor ) Umidade: 70%
o . Farelo de trigo e (NH4)2S04 1%,
indicae-seudaticae T:45°C 100 2,08 MARTIN et al. (2010)
bagago de cana (1:1) MgS04.7H,0 1%
N31 t: 48 horas

Sistema: Erlenmeyer




Suplementagao da

Mi . P, Condigoes de solugéo de Atividade maxima Produtividade Refersncl
icrorganismo ubstrato eferéncia
9 cultivo umidificagao (U/g) (U/g/h)
(% p/v)
pH: nc
o ) Umidade: 80%
PenicillUm Farelo de trigo e (NH,4)2S04 0,1%,
L . T:28°C 71,2 0,21 SILVA et al. (2005)
viridicatum RFC3 polpa citrica (1:1) MgS04.7H,0 0,1%
t: 336 horas
Sistema: Erlenmeyer
pH: 5
Umidade: 65%
Aspergillus niger . T: 34°C Sacarose 6%, PATIL e DAYANAND
Cabeca de girassol 45,9 0,49
DMF 45 t: 96 horas (NH4).S040,3% (2006)
Sistema: Garrafas de
vidro
pH: nc Peptona 1%,
Umidade: 58% (NH4)2NO30,6%,
FusarUm moliniforme Casca de manga T: 30°C MgSO, 0,05%, 43,2 0,36 KUMAR et al. (2010)
t: 120 horas ZnS04 0,06%,
Sistema: Erlenmeyer KoHPO, 0,4%
pH: nc
Umidade: 67% (NH,4)2S04 0,1%,
Thermoascus MARTINS et al.
. Farelo de trigo T: 50°C MgS0O4.7H20 0,1%, 43 0,45
aurantiacus 179-5 (2002)
t: 96 horas NH4H,PO,4 0,1%
Sistema: Erlenmeyer
pH: nc
Bagaco de cana Umidade: 67% (NH,4)2S04 0,1%,
Thermoascus MARTINS et al.
) (30%) e polpa citrica T:50°C MgS04.7H,0 0,1%, 40 0,42
aurantiacus 179-5 (2002)
(70%) t: 96 horas NHsH:PO, 0,1%

Sistema: Erlenmeyer
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Microrganismo

Substrato

Condigoes de

Suplementagao da

solugéo de

Atividade maxima

Produtividade

Referéncia
cultivo umidificacao o] o]
Iti idificaca U/ U/g/h
(% p/v)
pH: nc
Bagaco de cana Umidade: 67% (NH,4)2S04 0,1%,
Thermoascus MARTINS et al.
. (30%) e farelo de T:50°C MgS0,.7H;0 0,1%, 37 0,38
aurantiacus 179-5 . (2002)
trigo (70%) t: 96 horas NH4H,PO,4 0,1%
Sistema: Erlenmeyer
pH: 6,5
) ) Umidade: 61%
Asperqgillus niger ) Dextrose 13,87%,
A2.96 Farelo de trigo 2 etapas - (NH4),S0s 9.27% 36,3 0,50 DEBING et al. (2006)
' t1:30 h T: 30°C LA
t2: 42 h T: 27°C
pH: 4,5 )
Pectina 5,5%,
Umidade: 70%
(NH4)2S04 4,5%,
T:35°C
. ) KzHPO, 2,3%, FeSO4 SOLIS-PEREYRA et
Aspergillus niger CH4 Bagaco de cana t: 72 horas 35,0 0,49
. . 0,1%, MgS0,.7H;0 al. (1996)
Sistema: Biorreator )
0,7%, uréia 1,1%,
de colunas com
. glucose 10%
aeragao
pH: nc
. . Umidade: 50%
Aspergillus sojae
PUT— Milho esmaga-do T:30°C nao utilizou 29,1 0,22 USTOK et al. (2007)
t: 132 horas

Sistema: Erlenmeyer




Microrganismo

Substrato

Condigoes de

Suplementagao da
solugéo de
umidificagao
(% p/v)

Atividade maxima
(Uig)

Produtividade
(U/g/h)

Referéncia

Aspergillus niger CH4

Aspergillus awamori

Aspergillus awamori

Bagaco de cana

Bagago de uva

Gréos de trigo moidos

Umidade: 70%

Sistema: Biorreator

de colunas com

Umidade: 60%

Sistema: Placas de

Umidade: 60%

Sistema: Placas de

Pectina 5,5%,
(NH4).S04 4,5%,
KoHPO4 2,3%, FeSO,
0,1%, MgS0,.7H;0
0,7%, uréia 1,1%,

glucose 7%

nao utilizou

nao utilizou

38,0

25

9,6

0,79

1,04

0,2

SOLIS-PEREYRA et
al. (1993)

BOTELLA et al.
(2005)

BLANDINO et al.
(2002)
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2.7.4 Obtengao do extrato enzimatico

A recuperacao das pectinases produzidas por fungos filamentosos em FES é
bastante simples, ja que sdao enzimas extracelulares em sua maioria. Desta forma,
uma simples extracdo aquosa com posterior separacdo mecanica da biomassa do
substrato e micélio ja é o suficiente para a obtengéo do extrato bruto, que € utilizado
nos ensaios de hidrolise.

As metodologias usadas para a extracao das pectinases em FES variam
bastante. O solvente utilizado €, geralmente, agua destilada ou tampao acetato em
pH de 4 a 5, e a temperatura de extracado varia de 4 a 45°C. O volume de solucgéo
utilizada, em mililitros, é de 5 a 20 vezes a massa de substrato seco, em gramas, € 0
tempo de exposigao varia de 10 minutos a 1 hora, com ou sem agitagcdo. Apos a
extracdo, a suspensdo aquosa de solidos é filtrada em tecido ou papel, ou é
centrifugada (SINGH, RAMAKRISHNA e RAO, 1999; CASTILHO, MEDRONHO e
ALVES, 2000). A extragdo aquosa é capaz de recuperar cerca de 85% da atividade
enzimatica do solido fermentado. Para extrair atividades maiores, é necessario usar
técnicas de multi-estagio e extragdo contracorrente (CASTILHO, ALVES e
MEDRONHO, 1999).

A adicdo do solido fermentado diretamente no meio reacional, como foi
proposto por Fernandes (2007), pode ser considerada. Com a utilizagao do sodlido
fermentado, em vez do extrato, aumenta-se a atividade pectinolitica por grama. Isto
ocorre porque, além das enzimas extracelulares imobilizadas no micélio, também
sao aproveitadas as pectinases que estao ancoradas ao micélio, e que sao perdidas
quando se utiliza somente o extrato (AGUILAR e HUIRON, 1993; HERBERT et. al.,
2004).

2.7.5 Determinacgao da atividade pectinolitica

A atividade de pectinase reflete a capacidade de um extrato, que contém os
diversos tipos de enzimas pectinoliticas, em degradar a pectina a acido D-
galacturdénico. A avaliagao da atividade de pectinase € essencial para se estabelecer
a quantidade de pectinases nos extratos produzidos em diferentes condicbes de

fermentacgao.
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De modo geral, esta atividade € determinada com base na diferenca de
concentracdo de acucares redutores antes e depois da incubagdo do extrato
enzimatico em uma solugdo de pectina ou acido-poligalacturénico, o que € um
meétodo simples e rapido. As atividades obtidas sdo expressas em unidade de
atividade (U), que corresponde a um pmol de acido D-galacturénico liberado por
minuto. E comum relatar a atividade por mL do extrato ou por grama de substrato
soélido seco em estudos de producao feitos em FES. Quando o substrato utilizado é
o acido poligalacturénico a atividade determinada é especificamente de exo-
poligalacturonases.

Parametros importantes, como o tipo e a concentracdo do substrato
utilizado, a temperatura e o pH do ensaio, e 0o tempo de incubagdo, sao
determinantes para o valor de atividade obtido. No entanto, € muito freqiente a
utilizacao de diferentes condi¢cdes para o ensaio por diferentes grupos de pesquisa,
como mostra a Tabela 3, e isto dificulta uma comparacdo entre os resultados
obtidos. Além disso, varios autores nem chegam a dar uma descricdo completa das

condi¢des do ensaio.
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TABELA 3 - CONDIGOES USADAS PARA A DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE

PECTINASE
Concentragao Dosagem
. . final do T t de P
Microrganismo  Substrato substrato (°C) (min) pH aglicares Referéncia
(m/v) redutores
D[AZ—
Asperqgillus niger Pectina 0,5% 45 15 45 DNS GODINEZ et
al. (2001)
Aspergillus . o BLANDINO et
awamori Pectina 0,33% 45 10 5,0 DNS al. (2002)
Thermoascus . o MARTINS et
aurantiacus Pectina 0,8% 55 10 5,0 DNS al. (2002)
. . Ac. o Somogyi- GREGORIO
Aspergillus niger poligal. 0.2% 30 ) 50 "Nelson et al. (2002)
Penicillium . o SILVA et al.
viridicatum Pectina 0,8% 50 10 55 DNS (2005)
PATIL e
Aspergillus niger Pectina 0,45% 45 30 45 DNS DAYANAND
(2006)
Ac USTOK, TARI
Asperqgillus sojae ol 'al 0,2% 26 - 6,6 - e GOGUS
poligal. (2007)
) . Ac. MAMMA et al.
Aspergillus niger poligal. - 40 - 3,5 DNS (2008)
. Ac. 0 i Somogyi-  Taskin et al.
Aspergillus sp. poligal. 0,17% 10 5,3 Nelson (2008)
Thermomucor . o Martin et al.
indicae_seudaticae Pectina 1% 60 1055 DNS (2010)
Fusarium . o KUMAR et al.
moniliforme Pectina 0,5% 40 30 45 DNS (2010)
Penicillium Ac. o TEIXEIRA et
griseoroseum poligal. 0.75% 40 20 438 DNS al. (2011)

Legenda: Ac. poligal.=acido poligalacturénico, t=tempo, T=temperatura.
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3 JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E ESTRATEGIA DE AGAO

3.1 JUSTIFICATIVA

Como mencionado na introducéo, este trabalho propde a avaliacido de duas
estratégias para a producédo de acido D-galacturdnico a partir de pectina em FES:
(1) a producdo de pectinases e hidrolise simultanea do substrato, que sera
denominado de PH-SIM e (2) a produgao de pectinases para a aplicagao sequencial
em um processo de hidrélise de um residuo rico em pectinas, que sera denominado
de PH-SEQ.

Existe uma literatura ampla referente a produgao de pectinases utilizando
diversos microrganismos, substratos, condi¢cdes de cultivo e sistemas de
fermentacdo, como ja foi citado na Tabela 2, além de algumas estratégias para a
extragdo das enzimas, citadas na seg¢do 2.7.4. No entanto, a maioria das
publicagdes refere-se a producdo de pectinases em escala de bancada para
posterior aplicagao em hidrélise (PH-SEQ), a estratégia de produgéo de pectinases e
hidrolise simultanea do substrato (PH-SIM), portanto, ndo foi muito abordada e
possui um enorme potencial de aplicagdo em um processo de uma biorrefinaria.

No processo convencional de PH-SIM, o acido galaturénico é produzido por
pectinases de linhagens selvagens de fungos filamentosos e retirado no pico
maximo de concentragao, antes do microrganismo consumi-lo totalmente (MAMMA,
KOUTOGLOU e CHRISTALOPOULOS, 2008). Este trabalho propde a avaliagao da
PH-SIM num processo inédito que emprega um microrganismo recombinante, o
Aspergillus niger ATCC 1015 AgaaA. Este mutante n&o seria mais capaz de utilizar o
acido galacturénico como fonte de carbono para seu desenvolvimento, portanto, o
acido D-galacturénico acumularia no meio fermentado. Isto dispensaria a
necessidade de balancear produgdo e consumo deste agucar e permitiria a obtencéo
de maiores concentragdes de produto.

O processo de producao de pectinases para posterior hidrolise (PH-SEQ), a
segunda abordagem, também foi estudado como uma alternativa para o processo da
biorrefinaria. A selegdo de uma linhagem com alta producéo de pectinases em FES
e otimizagao das condi¢des de cultivo em escala de bancada € um ponto de partida
necessario a estudos posteriores de cinética de fermentacdo e escalonamento do

processo, 0s quais sao escassos na literatura.
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O sistema de FES foi escolhido para ambas as abordagens devido ao seu
baixo custo de operacdo, ja que é capaz de utilizar como substratos residuos
agroindustriais, possui maior produtividade volumétrica e ainda utiliza equipamentos
menos sofisticados do que a fermentacdo submersa (PANDEY, SOCCOL e
MITCHELL, 2000). Além disso, a producdo de pectinases por FES nao sofre
repressdo catabodlica (SOLIS-PEREYRA et al., 1993), e produz enzimas com
algumas propriedades interessantes, como maior estabilidade a temperatura e pH
(ACUNA-ARGUELLES et al., 1994).

3.2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € avaliar estratégias para a produgdo de
pectinases em fermentacdo em estado sdlido, visando a aplicagcdo em um processo
para a obtencéo de acido D-galacturénico em biorrefinarias.

Os obijetivos especificos sao:

1. Analisar as abordagens de fermentac&o e hidrolise simultanea (PH-
SIM) e fermentacéo e posterior hidrélise (PH-SEQ).

2. Selecionar uma linhagem fungica e um substrato para a produgéo de
pectinases por FES para a abordagem de PH-SEQ.

3. Otimizar as condi¢des de cultivo do microrganismo para a produgao
de pectinases: composicdo da solucdo umedecedora, temperatura e

tempo de fermentacdo em escala de bancada.

3.3 ESTRATEGIA DE ACAO

3.3.1 Primeira abordagem: producgao de pectinases e hidrélise simultanea

No contexto deste trabalho, a estratégia PH-SIM envolve um processo de
FES onde o microrganismo cresce em um substrato rico em pectina e produz
pectinases, liberando-as no meio. As pectinases, por sua vez, atuam sobre a pectina
presente no proprio substrato, hidrolisando-o a acido galacturénico. Normalmente,

os fungos filamentosos que produzem pectinases também tém a capacidade de
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consumir o acido D-galacturénico liberado, através do ciclo do glioxilato e do
metabolismo do glicerol, como apresentado na Figura 7. Para que este processo
tenha aplicagdo pratica, deve-se interromper a fermentacdo num ponto onde a
produgao do acido D-galacturdnico pelas pectinases atinge um alto rendimento, ou
seja, antes que o consumo deste acgucar pelo fungo seja significativo (MAMMA,
KOUTOGLOU, CHRISTALOPOULOS, 2008).

acido D-galacturdnico

—

/ ) \
acido D-galacturdnico

¢
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FIGURA 7 - CATABOLISMO DO ACIDO D-GALACTURONICO EM Aspergillus niger
FONTE: MARTENS-USUNOVA (2008)

Uma alternativa a esse processo seria a utilizacgdo de uma cepa
recombinante que apresentasse uma boa producédo de pectinases, mas que tivesse
perdido a capacidade de consumir o acido D-galacturénico produzido. O produto da
hidrdlise ficaria, portanto, acumulado no meio de fermentacéo. Esta abordagem foi
proposta pelos pesquisadores da VTT, que sdo colaboradores deste trabalho. Para

tanto, eles modificaram a cepa Aspergillus niger ATCC 1015, fazendo uma delegao
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no gene da enzima acido galacturénico redutase (gaaA), que € a primeira enzima da
via do catabolismo deste acucar, criando a cepa A. niger ATCC 1015 AgaaA. Sem
esta enzima, o acido D-galacturénico ndo pode ser convertido ao L-galacturonato,
que é o proximo intermediario da via.

Para garantir que a transformacgao da cepa A. niger ATCC 1015 AgaaA foi
feita com sucesso, os pesquisadores fizeram a analise dos produtos de transcricao
por PCR quantitativa, onde foi verificado a auséncia da transcricdo do gene
deletado, em um cultivo realizado em meio liquido (MOJZITA et. al, 2010). Como
este estudo foi feito em parceria, coube ao Laboratério de Tecnologia Fermentativa e
Enzimatica da UFPR desenvolver a parte aplicada do projeto de cooperacgao,
testando a acumulagao do acido D-galacturénico em FES.

A cepa selvagem A. niger ATCC 1015 ja foi objeto de inumeras publicagbes
e foi utilizada na primeira patente de um processo para a producédo de acido citrico
no inicio do século 20. Teve seu genoma completamente sequenciado em 2006 pelo
Programa de Genoma Microbiano (MGP) do Departamento de Energia dos Estados
Unidos (DOE) e é foco de inumeros estudos de biologia molecular aplicado ao
desenvolvimento de processos fermentativos (BAKER, 2006). Por estas razdes foi a
cepa escolhida pelos pesquisadores da VTT para ser a linhagem parental da cepa
recombinante A. niger ATCC 1015 AgaaA.

3.3.2 Segunda abordagem: produgao de pectinases e hidrélise sequencial

A estratégia PH-SEQ, que envolve a producgéo de pectinases em condigbes
otimizadas para um alto rendimento, com a extragao das enzimas para posterior
aplicacdo em hidrélise € a abordagem mais comum encontrada na literatura para a
producdo de acido D-galacturénico. Tem a vantagem de fazer a fermentacdo e a
hidrolise em suas condi¢des ideais, que ndo sdo as mesmas para 0s dois processos.

O processo fermentativo deve ser adequado a produgdo de uma grande
quantidade da enzima de interesse. No caso especifico das pectinases produzidas
por FES, muitos substratos sdo apropriados a produgao de um alto rendimento de
pectinases, inclusive residuos agroindustriais de baixo custo.

Nesta etapa foram avaliados alguns desses residuos, como o bagago de

laranja lavado e ndo lavado, e o farelo de trigo, pois sdo reconhecidamente bons
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substratos para a producdo de pectinases. Diversos microrganismos e substratos
foram entdo avaliados para se identificar qual seria a melhor combinacdo para uma
alta produgado de pectinases em FES. Foram utilizadas as seguintes linhagens: A.
niger ATCC 1015, A. niger CH4, A. niger AW96, A. niger AD96, além de um fungo do
género Aspergillus que foi isolado durante este trabalho, mas que ainda nao foi

identificado. Todas as linhagens sdo selvagens e estdo mostradas na Figura 8.

A. niger AD96

Aspergillus sp.

FIGURA 8 - LINHAGENS MICROBIANAS UTILIZADAS NA ABORDAGEM DE
HIDROLISE SEQUENCIAL
FONTE: A Autora (2012)

A linhagem A. niger CH4 foi isolada da casca do café (AGUILAR e HUIRON,
1987). A linhagem A. niger AW96 também foi isolada da casca do café e foi
selecionada por sua capacidade de se desenvolver em um nivel mais baixo de
atividade de agua (ay=0,960) (ANTIER et al., 1993). A linhagem A. niger AD96 é
mutante produzido por radiagao UV de isolados da casca do café resistentes a baixa
atividade de agua e foi selecionada por sua capacidade de crescer em meio

contendo 2-deoxi-glucose (ANTIER et al., 1993). Este composto € um repressor
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catabolico em fungos, ndo metabolizavel, e sua utilizagdo geralmente seleciona
fungos desrreprimidos e hiperprodutores de enzimas extracelulares (COSTA e
UDEN, 1980).

Apods a selegcao da melhor combinagdo microrganismo/substrato, foi feita um
refinamento do processo de producido de pectinase para aumentar a produtividade
do processo. Nesta etapa foram modificadas a temperatura, a composi¢cao da

solugao salina, e também se escolheu o tempo de fermentacao apropriado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

As linhagens Aspergillus niger ATCC 1015 e A. niger ATCC 1015 AgaaA
foram gentilmente cedidas pela VTT, Finlandia. A linhagem A. niger CH4 foi cedida
pelo Prof. Dr. Jesus Cordova, da Universidad de Guadalajara, México e as linhagens
A. niger AW96 e A. niger AD96 foram cedidas pelo Prof. Dr. Gustavo Viniegra-
Gonzalez, da Universidad Autonoma Metropolitana de Iztapalapa, México. Outra
linhagem, do género Aspergillus, que sera referida como Aspergillus sp., € selvagem
e foi isolada durante este estudo a partir da casca do maracuja, como descrito a
sequir.

Cascas de maracuja apodrecidas, adquiridas em uma verdureira em Curitiba-
PR, foram lavadas com uma solucao 0,01% de Tween 20. Uma aliquota de 0,3 mL
desta solugao foi distribuida em placas de Petri contendo meio sélido seletivo com a
pectina citrica como unica fonte de carbono (BOCCAS et al., 1995). As placas foram
incubadas a 30°C por 72 horas. Para o isolamento da cepa foram feitos repiques
sucessivos até a obtenc&o de uma morfologia uniforme.

A identificagdo a nivel de género foi feita observando-se as estruturas
microscopicas por técnica de microcultivo (KLICH e PITT, 1988). Para tanto, uma
placa de Petri contendo uma lamina, uma laminula e um chumacgo de algodao foi
esterilizada em autoclave por 15 min a 120°C. Apds a geleificacdo, o meio foi
inoculado com o fungo isolado. A laminula foi colocada sobre a lémina e
pressionada contra a gota de BDA. O chumacgo de algodao foi molhado para evitar o
ressecamento do meio. A placa foi entdo fechada e o microcultivo foi incubado em
estufa a 30°C por 48 horas. Apds a incubagdo, a lamina foi observada em

microscopio optico utilizando-se um aumento de 400X.

4.2 MANUTENCAO DAS CEPAS

As culturas estoque foram repicadas em meio BDA e mantidas em geladeira a

4°C por até 3 meses antes de um novo repique. Além disso, foram coletados
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esporos de cada linhagem com uma solugéo estéril de glicerol 15% (v/v) para a

manutencao a -20°C.

4.3 FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO - PROCEDIMENTOS GERAIS

Os seguintes procedimentos gerais foram utilizados nos experimentos tanto
da producéao de pectinases e hidrodlise simultanea (PH-SIM), quanto da produgao de

pectinases e hidrolise sequencial (PH-SEQ), exceto quando informado o contrario.

4.3.1 Solugao de umidificagao

A solugao de umidificagédo foi usada para o ajuste da umidade dos substratos
de FES e para a coleta dos esporos. Contém (m/v): KzHPO4 0,3%, (NH4)2SO04 1,3%,
MgS0O4.7H20 0,5%, KCI 1%, FeS0O4.7H20 0,009%, e foi esterilizada a 120°C por 15
minutos. Esta solugao foi previamente testada para a producao de pectinases por A.
niger CH4 em meio sdlido contendo bagago de laranja e bagagco de cana no

Laboratorio de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise (BARON, 2010).

4.3.2 Preparo do in6culo

Para o preparo da solugao de esporos, as cepas foram crescidas em frasco
de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio BDA, durante 3 dias em estufa
a 30°C. Apods a esporulacao, foi feita a coleta desses esporos em 40 mL de solugao
salina com a raspagem do micélio com um bastédo de vidro. A suspensao de esporos
foi filtrada para remover residuos de meio e micélio através de um funil recoberto
com tecido de musselina. A solugao de esporos resultante foi contada em Camara

de Neubauer para a determinacao da quantidade de esporos por mL.
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4.3.3 Substratos

Foram utilizados os seguintes residuos agroindustriais nos ensaios de FES:
bagaco de laranja seco nao lavado (BLNL), bagacgo de laranja lavado (BLL), bagaco
de cana (BC) e farelo de trigo (FT).

O bagaco de laranja, proveniente da extragdo do suco, foi fornecido pela
Casa de Sucos Tropical Banana em Curitiba-PR, o farelo de trigo foi adquirido no
Mercado Municipal de Curitiba, e o bagaco de cana foi fornecido pela Industria
Melhoramentos, Jussara-PR.

O bagaco de cana foi peneirado para obtencdo de particulas entre 1,7 e 1
mm. O bagaco de laranja foi seco em estufa de circulagao de ar a 70°C por 48 h e
triturado em moinho de facas utilizando peneira de 6 mm. Para a obtengdo do
bagaco de laranja lavado, o bagaco de laranja seco e triturado foi submetido a
lavagem com agua de torneira e filtrado por 3 vezes. O bagaco lavado foi seco e re-
triturado nas mesmas condi¢gdes do bagacgo nao lavado.

A umidade inicial dos substratos foi determinada em balancga de infravermelho

(Gehaka), na temperatura de 100°C e tempo de 15 minutos.

4.3.4 Cultivo

O procedimento geral para o cultivo em FES consistiu na pesagem de 5 g de
substrato seco, que foram colocados em frascos de Erlenmeyer de 250 mL,
arrolhados com tampéao de algodao, e esterilizados em autoclave (120°C por 15
minutos). A solugcdo de esporos foi adicionada ao substrato estéril no volume
necessario para atingir a concentragcdo adequada de esporos (107 esporos/g de
substrato seco) e, a seguir, foi feita a adicdo da solugédo salina, de modo que a
umidade final do substrato fosse de 70% (m/m, base umida). O substrato inoculado
e umidificado foi misturado com um bastdo de vidro e os cultivos foram incubados

em estufa a 30°C.



52

4.3.5 Extragao

Foi obtido um extrato bruto dos sélidos fermentados adicionando-se, a cada
frasco de Erlenmeyer com 5 g de substrato seco, 100 mL de agua destilada, nos
ensaios de PH-SIM, ou 100 mL de tampao acetato 200 mM, pH 4,5, nos ensaios de
PH-SEQ. A extracéao foi feita a 200 rpm, a 4°C, por 1 h.

4.3.6 Determinagéo da atividade de pectinases

Para os ensaios enzimaticos, 0,5 mL de extrato bruto foram incubados com
0,5 mL de solugédo de 0,5% de pectina citrica (Sigma, 75% de metilagao), por 40
minutos a 37°C. Um ensaio onde foi adicionada a solugcédo de substrato apenas apos
a incubacao foi utilizado como controle do experimento em cada condicdo. Todos os
ensaios foram feitos em duplicata. A liberacdo de agucares redutores foi analisada
por uma modificacdo no método de DNS (Miller, 1959, EMBRAPA 2009) utilizando
uma curva-padrdo de acido D-galacturbénico variando de 0 a 2 g/L. A atividade
pectinolitica total foi expressa em umol de acido D-galacturénico liberado por minuto

(U), por grama de substrato sélido seco.

4.3.7 Determinagéo da concentracéo de acido D-galacturdnico no extrato

A determinacdo da concentragdo de acido D-galacturbnico nos ensaios de
PH-SIM foi feita por HPLC, pelo método de Filisetti-Carpita ou por UDH.

A determinacéo por HPLC foi feita utilizando a coluna de troca ibénica Bio-Rad
Fast Acid 87H e detector de indice de refragdo Waters 410, cedido pelo Laboratério
de Quimica de Fitobiomassa, do Departamento de Quimica, da UFPR. A fase mével
utilizada foi H,SO4 2,5 mM, com vazao de 0,5 mL por minuto, na temperatura de
55°C.

A determinagédo de acidos urdnicos por Filisetti-Carpita (FILISETTI-COZZI e
CARPITA, 1991) € um método espectrométrico baseado na reacdo dos acidos
urbnicos com o reagente m-hidroxi-difenil, cujo produto é detectavel a 525 nm e

pode ser quantificado utilizando-se uma curva padrdo de acido D-galacturdnico.
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Como a quantidade de outros acidos urdnicos na amostra € desprezivel, pode-se
considerar que todo acido urénico detectado corresponde ao acido D-galacturénico.
Este método envolve uma etapa de hidrolise quimica e, portanto, determina a
quantidade total de acido urénico (ligado ou livre) na amostra. Para o procedimento,
0,4 mL de cada amostra foi pipetado em 5 tubos. Em todos os tubos foi pipetado 40
ML de acido sulfamico 4 M, pH 1,6 e, em seguida, agitados em vortex. Foi adicionado
em todos os tubos 2,4 mL de uma solugao de tetraborato de sédio 75 mM (em acido
sulfurico). Os tubos foram revestidos com papel aluminio e foram incubados em
banho-maria a 100°C por 20 minutos, sendo, posteriormente, esfriados em banho de
gelo. Em seguida foi adicionado em 4 dos 5 tubos 80 pL de uma solugéo 0,15% de
m-hidroxi-difenil (em NaOH 0,5%). Um dos tubos de cada amostra ficou como
branco da amostra. Os tubos foram agitados gentiimente e a leitura foi feita em
espectrofotdbmetro a 525 nm, num intervalo entre 10 e 50 min apo6s a adigdo do m-
hidroxi-difenil. Para a quantificagao, foi construida uma curva padrao 0 a 125 mg/L
de acido D-galacturénico.

O método do UDH é um método espectrofotométrico para a dosagem dos
acidos galacturdénico e glucurdnico que foi implementado pela primeira vez por Moon
et al. (2009). E baseado na reacdo de oxidacdo especifica da enzima uronato
desidrogenase (UDH) de Agrobacterium tumefaciens com os acidos urénicos acido
D-galacturdnico e acido glucurdnico livres no meio reacional. A reagao envolve a
reducdo de um mol de NAD" para NADH para cada mol de substrato oxidado, que
pode ser acompanhada por espectrofotdbmetro. Para o procedimento foi utilizado 10
ML da enzima UDH (clonada em E. coli e purificada pela VTT) com 6 U de atividade
de redugdo (1 U = 1 pymol de NADH produzido por min), 10 yL de NAD" na
concentracao de 100 mM e 100 a 10 puL de amostra. O volume foi completado para 1
mL com tamp&o Tris-HCI 100 mM, pH 8. A reacédo correu por 20 minutos em
temperatura ambiente e a leitura foi feita em cubeta de quartzo em
espectrofotometro a 340 nm. Para a quantificagdo foi utilizada uma curva-padréao

variando de 0 a 30 mg/L de acido D-galacturénico.
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4.4 PRODUCAO DE PECTINASES E HIDROLISE SIMULTANEA

4.4.1 Producéo e hidrolise simultanea em FES

Para os experimentos de PH-SIM, foi avaliada a cinética de producido de
pectinases e a producdo de acido D-galacturbnico em FES pelos dois
microrganismos, o A. niger ATCC 1015 (selvagem) e o A. niger 1015 AgaaA
(recombinante). Para tanto, foi utilizado o meio sélido desenvolvido por Acufa-
Arguelles et al. (1993) que dispensa a solugcdo umedecedora descrita na secgao
4.3.1. Esse meio é composto por pectina solubilizada em solugdo de sais, com
bagaco de cana como suporte para o crescimento. Utilizou-se para cada ensaio 5 g
de bagaco de cana, 0,16 g de K;HPO,4, 0,31 g de (NH4)>SO4, 0,005 g de
MgS0O4.7H,0, 0,007 g de FeS0O4.7H,0, 0,07 g de uréia, 0,4 g de pectina, 0,51 g de
sacarose e 11 g de agua. A solugéo de pectina foi pasteurizada a 70°C por 1 hora.
Porcbes de 5 g de bagago de cana (massa seca) foram distribuidas em frascos de
Erlenmeyers de 250 mL, que foram arrolhados e autoclavados a 120°C por 15
minutos. Os substratos foram misturados a solugao de pectina, inoculados conforme
a secao 4.3.3, e incubados a 30°C. Cada fermentacdo foi feita em triplicata,
retirando-se amostras em intervalos de aproximadamente 12 horas. A extragcdo e a
avaliacdo da atividade de pectinases foram realizadas conforme descritas nas
secgOes 4.3.5 e 4.3.6, respectivamente. A produgao de acido D-galacturénico de cada
ensaio foi avaliada tanto pelo método de Filisetti-Carpita e quanto pelo método de
UDH, descritas na secéo 4.3.7.

Os experimentos de PH-SIM foram repetidos utilizando-se como substrato
uma mistura de bagaco de laranja lavado (BLL) ou bagago de laranja in natura
(BLNL) a 70% (m/m) e bagaco de cana (BC) a 30% (m/m), totalizando-se 5g de
substrato (massa seca) por ensaio. Cada condigdo foi feita em triplicata, com a
retirada de amostras em intervalos de aproximadamente 12 horas. As condigdes de
cultivo, extragao e avaliacdo da atividade de pectinases foram realizadas conforme

descritas na segao 4.3.
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4.4.2 Producéo e hidrdlise simultanea em fermentagdo submersa

Também foi avaliada a cinética de producdo de pectinases e acumulo de
acido D-galacturénico em meio liquido.

O meio liquido utilizado foi o meio minimo de Vogel (VOGEL, 1956), contendo
2% (v/v) de sais de Vogel (VOGEL, 1956) (m/v: K;HPO4 10%; MgSO4.7H,0 1%;
acido citrico 0,025%; CaCl.2H,0 0,5%; ZnS04.7H20 0,025%; CuS0O4.5H,0 0,001%;
Fe(NH4)2(S04)2.6H20  0,006%; MnSO4H,O  0,0002%; H3BOsz  0,0002%;
Na;Mo04.2H,0 0,0002%), suplementado com pectina 1,5% (m/v) como unica fonte
de carbono e esterilizado a 120 °C por 15 min. Foram distribuidas aliquotas de 100
mL do meio liquido em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, que foram inoculados com
10" esporos/mL e mantidos em incubadora a 30°C sob agitagdo de 200 rpm. Em
intervalos de aproximadamente 12 horas, trés frascos inteiros foram removidos para
analise. A avaliagao da atividade de pectinase foi feita conforme descrito na secao
4.3.6, com a excegao de que o resultado foi expresso em U/mL. A determinagao da
concentracao de acido D-galacturénico na amostra foi feita tanto pelo método de

Filisetti-Carpita quanto pelo método de UDH, descritas na secao 4.3.7.

4.5 PRODUCAO DE PECTINASES E HIDROLISE SEQUENCIAL
4.5.1 Selegado da melhor combinag&o microrganismo/substrato

Todas as cepas selvagens disponiveis, listadas na secdo 4.1, foram
cultivadas em FES nos seguintes substratos: farelo de trigo, bagago de laranja in
natura e bagago de laranja lavado, todos na propor¢cao de 70% (m/m) com 30%
(m/m) de bagago de cana. Os cultivos, feitos em triplicata para cada condi¢do, foram
avaliados quanto a atividade de pectinases produzidas em 24 horas. As demais
condigdes de cultivo, extracdo e avaliagdo da atividade de pectinases foram

realizadas conforme descritas na se¢ao 4.3.
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4.5.2 Refinamento das metodologias

Para avaliagdo das condicbes de extragao, foi feita uma fermentacdo no
estado solido pelo tempo de 48 horas, com o microrganismo A. niger CH4,
utilizando-se como substratos o farelo de trigo (70% m/m) e bagaco de cana (30%
m/m), nas condi¢gdes de fermentagdo descritas na segédo 4.3.4. Variou-se o tempo
(30 ou 60 minutos), a temperatura (4 ou 30°C) e o volume de extragcdo (50 ou 100
mL), levando-se em conta as condigdes mais utilizadas na literatura. A solugao
tampao acetato 200 mM pH 4,5 e a agitacdo de 200 rpm foram mantidas como
descritas na sec¢io 4.3.5.

Para a avaliacdo das condicdes de determinacao da atividade de pectinases,
de modo semelhante ao experimento anterior, foi feita uma fermentacéo no estado
sélido em 48 horas, com o microrganismo A. niger CH4, utilizando como substratos o
farelo de trigo (70%) e bagaco de cana (30%), nas condicbes de fermentagao
descritas na secao 4.3.4. A extracao foi feita normalmente, de acordo com a segéao
4.3.5. O tempo (10, 20 ou 40 minutos), a temperatura de incubacéo (37, 45 ou
50°C) e a concentragdo de pectina na solugdo de substrato (0,5 ou 1%) foram
variadas de acordo com as condicbes mais utilizadas na literatura. As demais

condigdes da analise foram mantidas de acordo com a sec¢éo 4.3.6.

4.5.3 Refinamento das condigdes de cultivo

Para os ensaios de refinamento das condi¢cbes de cultivo foram testadas a
influéncia da temperatura e os componentes da solugdo salina. O meio sodlido
utilizado foi o bagaco de laranja lavado (70%) e bagagco de cana (30%) e o
microrganismo foi o Aspergillus sp., isolado da casca do maracuja.

As temperaturas testadas foram 25, 30, 35 e 40°C fazendo-se uma cinética
de producdo de pectinases com tempos variando de 12 a 62 h com intervalos de
aproximadamente 12 h. Foram utilizadas as condi¢des padrdo de cultivo em FES,
descritas nas secoes 4.3.1 a 4.3.4.

Para o estudo do efeito dos componentes da solugdo salina (descrita na
secao 4.3.1), foram feitas solugdes modificadas, com um componente da solugéo

sendo excluido por vez, além de uma solugcédo controle, mantendo-se a composigao
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original, uma solugdo controle com a adicdo de 0,04% (v/v) da solugdo de

micronutrientes de Vogel (VOGEL, 1956), uma solugéo contendo apenas fonte de

nitrogénio e um tratamento contendo apenas agua (H,O), descritos na Tabela 4.

TABELA 4 - COMPOSICAO DAS SQLUQOES SALINAS UTILIZADAS PARA O
ENSAIO DE OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO

KzHPO, (% miv) (':.; 42'21/8‘,())4 Mg(?/?;/?vl-)lzo (%Krg;v) Fe(So/?:J\I;;zo outro
0,3 13 0,5 1 0,009
13 0,5 1 0,009
0,3 0,5 1 0,009
0,3 13 1 0,009
0,3 13 0,5 0,009
0,3 13 0,5 1
0.3 13 0,5 1 0,009 n:tr::r:toes

1,3
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DE PECTINASES E HIDROLISE SIMULTANEA DE UM
SUBSTRATO RICO EM PECTINA

5.1.1 Producgao de pectinases pelas cepas selvagem e recombinante em diferentes

meios solidos

A primeira questdo a ser respondida no que diz respeito a viabilidade da
estratégia de "producao e hidrélise simultdnea" (PH-SIM) é se a cepa recombinante
A. niger ATCC 1015 AgaaA manteria a sua eficiéncia em produzir pectinases em
relacdo a cepa selvagem A. niger ATCC 1015, o que seria essencial para a
viabilidade do processo. Para tanto, a cinética de produgdo de pectinases em FES
foi caracterizada, primeiramente utilizando-se o meio definido contendo pectina
purificada, sais e bagago de cana como suporte, desenvolvido por Acuia-Arguelles

et al. (1995) (secado 4.4.1). Os resultados estao apresentados na Figura 9.

Atividade (U/g)
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*As barras representam o erro padrdo das médias

Legenda: Selvagem (o) Recombinante (m)

FIGURA 9 - CINETICA DE PRODUCAO DE PECTINASES PELAS CEPAS
SELVAGEM E RECOMBINANTE EM MEIO SOLIDO DE ACUNA-
ARGUELLES

Ambas as cepas produziram um perfil de producédo de pectinases bastante

semelhante no meio solido de Acufia-Arguelles, com os picos de atividade ocorrendo



59

por volta das 36 horas de cultivo. A similaridade dos perfis de producédo indica que a
transformacdo do microrganismo n&o alterou significativamente a sua capacidade de
producao de pectinases em FES.

Apesar de ser util para avaliar a capacidade de produgao de pectinases de
um microrganismo em FES, o meio de Acufia-Arguelles ndo € aplicavel a escala
industrial por ser um meio definido e dispendioso. Decidiu-se, portanto, repetir o
experimento em outros meios solidos, desta vez, contendo bagago de laranja, que é
um residuo agroindustrial rico em pectina, barato e abundante no Brasil.

O bagaco de laranja foi utilizado de duas formas: in natura, ou seja, sem pré-
tratamentos, e lavado, para retirar os agucares soluveis e aumentar o conteudo de
pectina na massa seca. De modo semelhante ao que ocorreu no meio sélido de
Acufa-Arguelles, a cinética de produgao de pectinases das duas cepas foi bastante

semelhante para cada um dos meios contendo bagaco de laranja (Figura 10).

Atividade (U/g)
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*As barras representam o erro padrao das médias

Legenda: Cepa selvagem em bagago de laranja lavado (o), cepa selvagem em bagacgo de laranja nao
lavado (A), cepa recombinante em bagaco de laranja lavado (m), cepa recombinante em bagaco de
laranja ndo lavado (A)

FIGURA 10 - CINETICA DE PRODUCAO DE PECTINASES PELAS CEPAS
SELVAGEM E RECOMBINANTE EM MEIO SOLIDO CONTENDO
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS BAGACO DE LARANJA LAVADO
E BAGAGCO DE LARANJA NAO LAVADO

Com a lavagem do bagago de laranja obteve-se um efeito negativo na
atividade de pectinases obtida pelas cepas. Isso ocorreu provavelmente porque os

agucares soluveis (glucose, frutose e sacarose) que foram retirados sao fontes de
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carbono facilmente assimilaveis e, portanto, propiciam um crescimento rapido da
biomassa, € que nao causam repressao catabolica em FES (SOLIS-PEREYRA et
al., 1993; ACUNA-ARGULLES et al., SOLIS-PEREYRA et al., 1996).

5.1.2 Andlise da produgédo de acido D-galacturénico no solido fermentado

O objetivo desta etapa do trabalho foi estabelecer se o processo de PH-SIM
em fermentacdo solida levaria ao acumulo de acido D-galacturénico. Em vista disso,
primeiramente foi analisado o crescimento das cepas selvagem e recombinante em
meio Acuia-Arguelles e em meio contendo bagaco de laranja nado lavado. As
metodologias utilizadas para a detecgao deste agucar no extrato da fermentagao
soélida foram o HPLC, e o método de Filisetti-Carpita (secéo 4.3.7).

A Figura 11 corresponde a uma fermentagcdo solida em meio Acufa-
Arguelles, onde a dosagem de acidos urdnicos foi feita pelo método de Filisetti-
Carpita. O método de Filisetti-Carpita detecta ndo somente o acido D-galacturénico
livre, mas também a pectina remanescente na amostra, ja que a pectina nao
hidrolisada enzimaticamente é hidrolisada na etapa de hidrélise quimica intrinseca
ao método.

Quando a primeira amostra foi removida em 15 h, a cepa selvagem ja havia
hidrolisado uma grande propor¢ao da pectina e consumido uma grande proporgao
do acido D-galacturénico liberado, enquanto que para a cepa recombinante o acido
D-galacturonico total (livre + liberado da pectina) ainda estava alto (Figura 11). Por
outro lado, de 24 h em diante, o acido D-galacturdnico total passou a ser baixo para
ambas as espécies. Isto demonstra que a cepa recombinante € capaz de consumir
nao somente a pectina, mas também o acido galacturénico liberado durante a
hidrélise da pectina.

Este experimento foi repetido em meio solido contendo bagaco de laranja,
cujo extrato foi analisado por HPLC, que detecta o acido galacturénico livre, com os
resultados mostrados na Figura 12. Mais uma vez, observou-se que os perfis de
acido D-galacturénico foram semelhantes para ambas as cepas, confirmando que a
cepa recombinante consume o acido D-galacturénico, em vez de acumula-lo no

meio solido.
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FIGURA 11 - PRODUCAO E CONSUMO DO ACIDO D-GALACTURONICO PELAS
CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE, A PARTIR DA PECTINA
PURIFICADA NO MEIO SOLIDO ACUNA-ARGUELLES, UTILIZANDO
O METODO DE DOSAGEM DE ACIDOS URONICOS DE FILISETTI-

CARPITA
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Legenda: Selvagem (o) Recombinante (m)

FIGURA 12 - PRODUCAO E CONSUMO DO ACIDO D-GALACTURONICO PELAS
CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE, A PARTIR DO BAGACO
DE LARANJA, UTILIZANDO O METODO DE DOSAGEM DE
ACIDOS URONICOS POR HPLC
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Outras duas repeticbes foram feitas e em nenhuma delas foi possivel
observar o acumulo do produto. Este resultado leva a conclusdo inequivoca de que
a cepa recombinante, apesar da delecdo do gene gaaA, ainda € capaz de
catabolizar o acido D-galacturénico para seu crescimento, ndo sendo, portanto, util

para o processo de PH-SIM em fermentagao solida como foi inicialmente proposto.

5.1.3 Analise da produgao de acido D-galacturénico em meio liquido

Considerando que a expressao génica em FES e FS é consideravelmente
diferente (BIESEBEKE et al., 2005; FAVELA-TORRES, VOLKE-SEPULVEDA e
VINIEGRA GONZALES, 2006; ODA et al., 2006; BARRIOS-GONZALEZ et al., 2008)
foram avaliados os comportamentos das cepas selvagem e recombinante também
em meio liquido. Da mesma forma como foi feito em FES, primeiramente foi testada
a producéao de pectinases. O meio liquido utilizado consistiu de pectina solubilizada
como fonte de carbono e sais de Vogel.

A Figura 13 apresenta a produgdo de pectinases em meio liquido pelas
cepas selvagem e recombinante. Ao contrario do que foi visto em meio sdlido, em
que a producido de pectinases pelas duas cepas foi muito semelhante, em meio
liquido observou-se uma significativa diferenga nos perfis de atividade pectinolitica
entre as linhagens, com a cepa selvagem produzindo mais atividade.
Comparativamente a fermentacao soélida, onde atividade pectinolitica ja foi detectada
na primeira amostra a 12 h, na FS nenhuma das duas cepas produziu uma atividade
significativa antes de 36 horas.

Em seguida, foi verificada a cinética de produg¢ao do acido D-galacturénico
pelas linhagens selvagem e recombinante em meio liquido. As Figuras 14 e 15
mostram os resultados de duas fermentac¢des diferentes e demonstram que a cepa
recombinante ndo é capaz de catabolizar o acido D-galacturdnico eficientemente,
pelo menos até as primeiras 62 horas. Por outro lado, neste intervalo a cepa
selvagem ja consumiu o acido D-galacturénico totalmente. Assim, conclui-se que a
cepa recombinante € adequada para o acumulo de acido D-galacturbnico em meio

liquido.
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FIGURA 13 - PRODUGAO DE PECTINASES EM MEIO LIQUIDO PELAS CEPAS
SELVAGEM E RECOMBINANTE
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FIGURA 14 - PRODUCAO E CONSUMO DE ACIDO D-GALACTURONICOS EM
MEIO LiQUIDO PELAS CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE
UTILIZANDO O METODO DE DOSAGEM DE ACIDOS URONICOS
DE FIZZETI-CARPITA
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FIGURA 15 - PRODUCAO E CONSUMO DE ACIDO D-GALACTURONICOS EM
MEIO LiQUIDO PELAS CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE
UTILIZANDO O METODO DO UDH

A incapacidade da cepa recombinante em catabolizar o acido D-
galacturénico explica a menor produgdo de pectinases por esta cepa em meio
liquido, quando comparada a cepa selvagem. Com a exce¢do de uma quantidade
desprezivel de acido citrico, a fonte de carbono neste meio € a pectina citrica, que,
por sua vez, possui aproximadamente 75% (m/m) de acido D-galacturénico em sua
composi¢cado. A menor disponibilidade de fontes de carbono para o seu crescimento
explica porque a cepa recombinante produziu menos pectinases.

Como conclusédo principal desta secao verificou-se que nao €& possivel
aplicar a cepa A. niger ATCC 1015 AgaaA em um processo de PH-SIM para o
acumulo de acido D-galacturénico em FES. Apesar do gene gaaA ter sido deletado
eficientemente na cepa recombinante, conforme foi constatado pela analise dos
produtos de transcricdo (MOJZITA et al., 2010) e confirmado pelos experimentos de
fermentacdo em meio liquido do presente trabalho, ainda ha duvidas se a enzima
acido D-galacturénico redutase (GAAA), codificada pelo gene gaaA, € a Unica
responsavel pela reducao do acido D-galacturénico em FES.

Uma hipotese levantada para este consumo inesperado do acido D-
galacturdnico pela cepa recombinante em FES foi a possibilidade de outro gene, o

gar1, estar sendo expresso neste sistema (Peter Richard - comunicagdo pessoal).
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Esse gene foi identificado e estudado primeiramente em Trichoderma reseei e
codifica para uma isoenzima da galacturonato redutase. O gar? também foi
detectado no genoma de A. niger, mas ndo € expresso em meio liquido neste
microrganismo, ao contrario do que ocorre em T. reseei (MARTENS-UZUNOVA,
2008). Por outro lado, a expressao do gene gar? em FES explicaria o consumo do
acido D-galacturénico pelo A. niger ATCC 1015 AgaaA neste sistema.

Tanto Martens-Uzunova (2008), que fez um estudo abrangente sobre os
genes expressos em Aspergillus niger, quanto Mojzita et al. (2010), que estudaram o
metabolismo de acido D-galacturénico na cepa recombinante aqui estudada,
desenvolveram seus trabalhos em fermentagao liquida. Para dar base a aplicacao
de cepas recombinantes em FES para a producdo de acido D-galacturénico, séo
necessarios estudos basicos abrangendo a expressédo de genes do catabolismo do
acido galacturénico também em FES. Um primeiro passo seria verificar se o gene
gar1 esta sendo expresso diferencialmente em FS e FES e estudar se é possivel
acumular acido galacturénico em FES utilizando uma cepa recombinante com a

delecdo dos dois genes gaaA e gar1.

5.2 PRODUCAO DE PECTINASES POR FES PARA HIDROLISE SEQUENCIAL DE
UM SUBSTRATO RICO EM PECTINA

A producéao de pectinases por FES para a utilizagdo sequencial em hidrdlise
(PH-SEQ) foi desenvolvida paralelamente a hidrolise simultanea (PH-SIM). O
objetivo principal desta etapa foi a obtencao de elevados valores de atividade de
pectinases visando a aplicacdo do processo de PH-SEQ em uma biorrefinaria de
hidrélise de residuos pécticos. A etapa de hidrdlise propriamente dita, utilizando as

pectinases obtidas por FES, esta sendo desenvolvida por outros pesquisadores do

grupo.

5.2.1 Estudo da produtividade de A. niger CH4 em diferentes substratos

Os primeiros estudos de produgcdo de pectinases no Laboratério de

Tecnologia Fermentativa e Enzimatica foram feitos por Baron (2010) com a cepa A.
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niger CH4 em meio solido constituido por uma mistura de bagago de cana e bagaco
de laranja. A otimizagdo das condicbes de cultivo, quanto a umidade inicial,
concentracdo da fonte nitrogénio e proporcdo de bagaco de cana utilizado,
possibilitou a obtencao de atividades de cerca de 10-16 U/g e produtividade maxima
de 0,42 U.g".h™'. Este resultado ficou aquém do obtido por Acufia-Arguelles et al.
(1995), que atingiu 72 U/g de atividade maxima e 1,5 U.g".h™" de produtividade com
esta mesma linhagem em meio sélido Acufa-Arguelles. O presente trabalho deu
continuidade ao estudo de Baron (2010) ao avaliar a cepa A. niger CH4 também em
outros substratos.

A Figura 16 mostra a cinética de producao de pectinases por A. niger CH4
em diferentes meios solidos: o0 meio de Acufa-Arguelles, os meio solidos contendo
bagaco de laranja lavado (BLL) e bagaco de laranja ndo lavado (BLNL), bem como o
meio solido contendo farelo de trigo (FT) (segédo 4.5.1). O farelo de trigo foi testado
por ter apresentado bons resultados para a produgdo de pectinases por outros
autores (SINGH et al., 1999; PHUTELA et al., 2005; TASKIN et al., 2008).
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*As barras representam o erro padrao das médias.
Legenda: Meios sdlidos Acuha-arguelles (m), farelo de trigo (¢), bagago de laranja néo lavado(A),
bagaco de laranja lavado (o)

FIGURA 16 - CINETICA DE PRODUC,AO DE PECTINASES POR A. niger CH4 EM
DIFERENTES MEIOS SOLIDOS
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O meio Acufa-Arguelles foi 0 que obteve os maiores valores de atividade, de
até 15 U/g, em 40 horas (Figura 18). Este resultado ja era esperado, pois 0 meio
Acufia-Arguelles € um meio de referéncia para a produgao de pectinases pela cepa
A. niger CH4. Possui concentragdes adequadas de pectina purificada, sacarose,
fonte de nitrogénio e outros sais em sua composigédo. Dentre os meios baseados em
residuos agroindustriais, o farelo de trigo proporcionou uma maior produgdo de
pectinases, de aproximadamente 12 U/g, em 40 horas.

Quanto a produtividade, os maiores valores foram obtidos em 24 horas para
todos os meios, atingindo 0,58 U.g™".h™ para o meio Acufia-Arguelles, 0,46 U.g™".h™
para o meio com farelo de trigo, 0,33 U.g".h"" para o meio com bagaco de laranja
lavado, 0,15 U.g".h™" para o meio com bagaco de laranja ndo lavado. Estes
resultados ndo foram muito além do que foi obtido por Baron (2010), portanto, viu-se
a necessidade de se testar outros microrganismos com o intuito de se obter

atividades maiores.

5.2.2 Selegao de microrganismo e substrato

Com a aquisigao de mais trés cepas, A. niger ATCC 1015, A. niger AD96 e
A. niger AW96, e o isolamento de uma cepa da casca do maracuja, descritas na
secao 4.1, foi feita uma nova selegdo para se decidir qual seria a melhor
combinagdo de microrganismo/substrato, dentre os agora disponiveis. Como o
microrganismo investigado até entdo, o A. niger CH4, produziu melhor produtividade
em todos os substratos testados em 24 horas de cultivo, decidiu-se por fixar este
tempo nos ensaios.

O melhor produtor de pectinases em FES nas condi¢cées dadas foi o fungo
isolado do maracuja em substrato contendo bagac¢o de laranja lavado (Tabela 5).
Por ter apresentado os melhores resultados de produgao de pectinases conseguidos
até agora, foi o escolhido para dar seqiéncia as etapas de otimizagao, juntamente

com o meio contendo bagago de laranja lavado.
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TABELA 5 - ATIVIDADE DE PECTINASES DE DIVERSOS MICRORGANISMOS EM
ALGUNS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Bagacgo de laranja Bagacgo de laranja
MO/Meio Farelo de trigo
lavado ndo-lavado
A. niger ATCC 1015 5,8+0,7 6,1+0,4 1,9+0,4
A. niger CH4 10,7+0,2 8,2+0,8 3,310,2
A. niger AD96 6,6+0,4 4,9+0,4 1,2+0,1
A. niger AW96 5,5+0,4 5,540,2 0,940,1
Novo isolado 6,410,3 17,6£0,1 3,3+0,1

Uma analise microscépica (x 400) utilizando a técnica de microcultivo,
descrita na se¢ao 4.1, permitiu a identificacado deste fungo em nivel de género. A
Figura 17 mostra a placa de microcultivo e as estruturas microscopicas de hifas e
esporos do fungo isolado. Verifica-se que o fungo apresenta o conidiéforo tipico de
fungos do género Aspergillus, que € simples, sem ramificagdo e que termina numa
vesicula em forma de cabeca. Os conidios (esporos assexuados) estdao agrupados
linearmente sobre a vesicula (KLICH e PITT, 1988). O crescimento rapido (< 7 dias)
em placa de BDA (Figura 8) e aspecto poeirento da colénia sdo também
caracteristicas de fungos do género Aspergillus. A coloragdo verde dos esporos é
indicativa das seguintes espécies: A. flavus, A. fumigatus e A. nidulans (KLICH e
PITT, 1988).

= | : _,.-,14 % ] L L ] L% - .-' -~ b
FIGURA 17 - PLACA DE MICROCULTIVO (a esquerda) E MICROSCOPIA OPTICA
DO MICELIO DE Aspergillus sp (a direita)
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5.2.3 Refinamento das metodologias de determinagéo da atividade e de extragéo

A atividade maxima obtida até esta etapa (17,6 U/g) foi cerca de 100 vezes
menor que as maiores atividades reportadas na literatura, como mostra a Tabela 6.
Enfatiza-se que, dos microrganismos listados na tabela, apenas o Aspergillus
cabonarius CFTRI 1047 € um microrganismo geneticamente melhorado.

As principais diferengcas entre os artigos apresentados na Tabela 6 sao
relacionadas as metodologias de extragcdo e determinacédo da atividade, enquanto
que as condi¢cdes de cultivo e substratos foram semelhantes. Considerando isso,
foram feitos experimentos variando-se as condi¢gdes de extracdo e de determinacao
da atividade de pectinase para avaliar o grau de influéncia que estas etapas tém na
atividade final medida.

No presente trabalho a extracdo foi feita durante 60 min a 4°C, utilizando
100 mL de tampéao para 5 g de sdlido seco, seguindo a metodologia desenvolvida
por Baron (2010). Na literatura, volumes de 50 a 100 mL por 5 g de substrato seco e
tempos de contato de 30 ou 60 minutos sdo comuns, mas a temperatura de 4°C nao
€ muito utilizada por outros grupos de pesquisa. Esta temperatura foi utilizada com a
intencdo de preservar a atividade da enzima. Por outro lado, uma temperatura de
30°C, favorece uma maior difusdo das enzimas e outros materiais soluveis do sélido
fermentado para o tampao de extragao.

A Tabela 7 mostra o efeito das condicbes de extragdo nas atividades de
pectinase obtidas de um mesmo sélido fermentado produzido por A. niger CH4 em
48 h a 30°C, utilizando como substrato uma mistura de bagaco de trigo (70%) e
bagaco de cana (30%) nas condi¢gbes padrao de crescimento (secao 4.3). Foi feito
um teste t (Student) para avaliar quais dos fatores, temperatura, volume ou tempo de
extragao, influenciaram as médias. Apenas o efeito da temperatura foi significante,
com a meédia das atividades obtidas para extragcdo a 30°C (12,3 U/g) sendo
significativamente maior do que a média das atividades obtidas para extracdo a 4°C
(10,5 U/g). Com base neste resultado, foi decidido mudar o protocolo de extragao
para 30°C. O tempo de extracdo também foi diminuido de 60 para 30 min, sem
prejuizo para a atividade obtida, poupando tempo na etapa de extragdo. O volume
de 100 mL de tampéo foi mantido por diluir convenientemente a enzima para as

analises posteriores.
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PRODUCAO DE PECTINASES EM FES POR FUNGOS

FILAMENTOSOS EM DIVERSOS SUBSTRATOS E CONDIGOES

DE CULTIVO
. . Atividade Produtividade
Microrganismo Substrato 4. Referéncia
maxima (U/g) (U.g.h?)
Cultura mista de
) ) Bagaco de maca
Aspergillus niger ZHONG-TAO et
) e p6 de semente 1817 37,8
M2 e Aspergillus al. 2009
) de algodao (1:1)
niger M3 (2:1)
Aspergillus
] PHUTELA et al.
fumigatus MTCC Farelo de trigo 1270 17,6
2005
4163
Aspergillus
perg SINGH et al.
cabonarius Farelo de trigo 480 6,23 1999
CFTRI 1047
Aspergillus niger ) TASKIN et al.
Farelo de trigo 390 8,1
Ege-K-730 2008
) ) Casca de laranja
Asperqgillus niger MAMMA et al.
livre de sdlidos 136 -
BTL o 2008
soluveis
Bagaco de cana,
Thermomucor
o farelo de trigo e MARTIN et al.
indicae- 108 2,25
) bagaco de 2010
seudaticae N31
laranja (1:2:2)
Penicillium Farelo de trigo e
o 71 0,21 SILVA et al. 2005
viridicatum RFC3  polpa citrica (1:1)
Bagaco de cana
A. niger CH4 e bagacgo de 16 0,53 BARON (2010)
laranja (1:3)
Bagaco de cana
Aspergillus sp. e bagaco de 17 0,71 Este trabalho

laranja (1:3)
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O ensaio de atividade foi feito durante 40 min utilizando uma temperatura de
37 °C e uma concentragdo de pectina final no ensaio de 0,25% (m/v), novamente
seguindo a metodologia desenvolvida por Baron (2010). Na literatura, € também
comum a utilizacdo de temperaturas de 45 e 50°C, tempos de reag¢ao de 10 e 20 min
€ uma concentracdo de pectina no ensaio de até 1%. O pH de extracdo, de 4,5, foi
mantido porque as enzimas pectinoliticas tém mais atividade neste pH (ORTEGA et
al., 2004; BELAFI-BAKO et al., 2007; WILKINS et. al., 2007; RODRIGUES-
NOGALES et al., 2008). A Tabela 8 apresenta os valores de atividade de pectinases
obtidos em varias combinag¢des destas condicdes. Fica evidente que as condi¢cdes
de ensaio utilizadas até este ponto no presente trabalho levam ao valor de atividade
mais baixo, de 8 U/g (segunda linha da Tabela 8). As condigdes que proporcionaram

a maior atividade, de 47 U/g, foram 50 °C, 10 minutos e 0,5% (m/v) de pectina.

TABELA 7 - ATIVIDADE DE PECTINASES VARIANDO-SE O METODO DE
EXTRACAO

T(°C) t (min) V* (mL) Atividade (U/g)

4 30 100 10,5+0,3
4 60 100 11,0+£1,3
4 30 50 10,5+0,2
4 60 50 9,9+0,6
30 30 100 12,240,3
30 60 100 12,910,2
30 30 50 12,0+0,3
30 60 50 12,0+0,4

*Volume para 5 g de substrato seco inicial

Num ensaio de atividade enzimatica, é desejavel ter uma concentragdo de
substrato que seja suficientemente alta para assegurar que a enzima esteja saturada
durante todo o tempo do ensaio. A concentracao de 0,25% utilizada neste estudo,
provavelmente, nao foi suficiente para saturar a enzima. No entanto, nao € simples
aumentar a concentracdo de pectina para assegurar a saturacédo, porque ha um
limite pratico para a concentragdo de pectina que pode ser usada. Com o0 aumento

da concentragdo de pectina, ha o aumento na viscosidade, o que dificulta a
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pipetagem. Além disso, o fendbmeno de inibicdo pelo produto foi detectado em
reacdes com pectinases, o que limita a concentracbes de substrato e o tempo de
ensaio (BELAFI-BAKO et al., 2007).

TABELA 8 - ATIVIDADE DE PECTINASES VARIANDO-SE AS CONDICOES DO

ENSAIO
T (°C) t (min) Pec:;ina* Atividade (U/g)
o
37 20 0,25 13,0+0,6
37 40 0,25 8,510,2
37 20 0,5 21,7+0,5
37 40 0,5 14,1+0,1
45 10 0,25 17,31£0,5
45 20 0,25 9,60,4
45 10 0,5 34,2429
45 20 0,5 21,240,2
50 10 0,25 17,6+1,1
50 20 0,25 11,1+0,8
50 10 0,5 47,2+0,5
50 20 0,5 26,8+0,4

* Concentracgéo final na etapa de hidrélise do ensaio

Outro fator que influencia significativamente o resultado do ensaio de
atividade é a temperatura. Um aumento na temperatura do ensaio aumenta a
velocidade tanto da reacdo quanto do processo de desnaturagdao. A temperatura
otima para o ensaio depende do tempo do ensaio e € aquela que da a maior
atividade média ao longo deste tempo, balanceando estes dois efeitos (WISEMAN,
1985). Neste caso, 50°C proporcionou a maior atividade. Observou-se que a
condigdo de tempo relativamente longa e de temperatura de incubagéo
relativamente baixa utilizados neste estudo, para a concentracdo de substrato
utilizada, subestimou os resultados de atividade. Com este resultado, foi decido fixar
as condigdes de 50 °C, 10 minutos e 1% de pectina na metodologia de determinagao

da atividade para as etapas de otimizacao subsequentes.
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5.2.4 Refinamento das condi¢des de cultivo: temperatura e composi¢cao da solucao

salina

Tanto o microrganismo (Aspergillus sp.) quanto o meio sélido (bagago de
laranja lavado) foram modificados em relagdo aos utilizados anteriormente por Baron
(2010), sendo necessario, portanto, um novo estudo das condi¢gdes de crescimento
para maximizar a produtividade de pectinases. Foram feitas cinéticas de producao
de pectinases nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C. As temperaturas de 30 e 35°C
foram as mais favoraveis (Figura 18). A produtividade (4 U.g".h"), que é
determinada dividindo-se a atividade obtida pelo tempo de fermentacéo, foi maior

em 19 h de cultivo a 35°C, sendo, portanto, a condigdo escolhida para as etapas

futuras.
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FIGURA 18 - PRODUGCAO DE PECTINASES POR Asperyillus sp. EM DIFERENTES
TEMPERATURAS

A solugdo salina tem como proposito a complementagdo do substrato,
adequando-se as exigéncias nutricionais de um microrganismo para produzir o
produto de interesse com maior produtividade. Ao mudar a composi¢cédo do substrato
sélido e do microrganismo utilizado, as exigéncias nutricionais do microrganismo
mudam, e as vezes, € necessario o ajuste da solugao salina.

Em vista disso, foi feita uma exploragédo preliminar para verificar se existia

algum componente em excesso na solugdo salina. Para tanto, um componente da
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solugdo salina foi excluido de cada vez. A solugdo controle, mantendo-se a
composic¢ao original, também foi testada. Além disso, outras trés modificagdes foram
testadas: a adi¢cao de 0,04% (v/v) da solugado de micronutrientes de Vogel (VOGEL,
1956) a solugdo controle, uma solugdo contendo apenas fonte de nitrogénio
((NH4)2S0O4) e um tratamento contendo apenas agua (H20O). A Tabela 9 mostra os

resultados obtidos.

TABELA 9 - EFEITO DAS DIFERENTES SOLUCOES SALINAS NA ATIVIDADE DE
PECTINASES DE Aspergillus sp., EM 18 H DE CULTIVO, A 35°C

Composigao da solugao salina

KoHPOs  (NH4):SOs  MgSO4.7H20 KCl FeS04.7H,0 outro Atividade
(% miv) (% miv) (% miv) (% miv) (% miv) (U/g)
0,3 1,3 0,5 1 0,009 - 79,3+2,6
1,3 0,5 1 0,009 - 61,4+6,9
0,3 - 0,5 1 0,009 - 9,5+1,2
0,3 1,3 - 1 0,009 - 79,9+7,7
0,3 1,3 0,5 - 0,009 - 2,3+1,6
0,3 1,3 0,5 1 - - 76,9127
0,3 13 05 1 0,009 oo 45,9410,5
1,3 - - - - 8,3%£1,6
63,8+9,4

Dos componentes da solugdo salina, a retirada da fonte de nitrogénio
(NH4)2S0O4, do sal KCI, e a retirada de todos os componentes de uma sO vez
impactaram significativamente na atividade, com reducdo de 90, 97 e 90%
respectivamente. A adicdo de micronutrientes reduziu a atividade em 20%, e a
remogao das fontes de ferro e de magnésio nao impactou significativamente na

atividade, indicando que os substratos ja possuem concentracdes adequadas
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desses nutrientes. Considerando isso, a composi¢ao da solucéo salina sera mantida
inalterada em etapas futuras.

A atividade maxima obtida com o Aspergillus sp. em bagago de laranja
lavado ndo foi muito alta (97 U/g, a 30°C, 47 h), mas a produtividade de 4 U.g™".h”’
(77 Ul/g, alcangada a 35°C, em 19 h) € a quinta mais alta ja publicada. Apesar de
esses valores poderem ser melhorados, ja sao satisfatérios para dar continuidade

aos estudos da abordagem de PH-SEQ.
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6 CONCLUSOES
6.1 PRODUCAO E HIDROLISE SIMULTANEA

O objetivo principal desta etapa, de producdo de pectinases e hidrdlise
simultédnea de um substrato rico em pectina em FES, n&o foi atingido. Ao contrario
do que era esperado, a delegdo do gene gaaA néao foi suficiente para impedir o
catabolismo do acido D-galacturdnico pela cepa recombinante em FES.

Esta estratégia talvez tenha o potencial para ser aplicada em biorrefinarias,
mas primeiramente € necessario produzir uma cepa recombinante com alta
capacidade de producao de pectinases e sem a capacidade de consumir o acido D-
galacturdnico liberado. Esta tarefa ndo sera facil, visto que se sabe muito pouco a
respeito da expressao e regulacdo de genes em FES e estudos basicos ainda sao
necessarios nesta area. Além disso, a utilizagdo de cepas recombinantes em larga
escala ndo € tao simples. Devido a legislacdo de bio-seguranga, esta estratégia
exigiria processos e equipamentos mais sofisticados, o que contraria a principal

vantagem da FES, que é o baixo custo.

6.2 PRODUCAO DE PECTINASES PARA HIDROLISE SEQUENCIAL

Quanto a producédo de pectinases para a hidrolise sequencial, verificou-se
que a cepa de Aspergillus sp., ainda nao identificada e isolada neste trabalho,
apresentou maior produtividade que as demais linhagens testadas. O bagaco de
laranja lavado com suplementacédo de bagaco de cana foi o substrato em que esta
cepa apresentou a maior atividade em 24 horas.

Apesar dos resultados obtidos até a secéo 5.2.2, de cerca de 17 U/g, serem
bastante baixos, verificou-se que as analises de dosagem de atividade estavam
subestimando os resultados em mais de 5 vezes. ApoOs o ajuste das condigdes de
extracdo e de determinagao da atividade, foi feita uma analise das condi¢des de
cultivo quanto ao tempo, a temperatura de fermentacdo e os componentes da
solugao salina. A 35°C e em 19 horas de cultivo conseguiu-se uma atividade de 77

U/g o que corresponde a uma produtividade de 4 U.g™".h™", que é uma das maiores ja
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publicadas. O ajuste da solugdo salina, contudo, ndo foi capaz de aumentar as
atividades do extrato.

Uma otimizagdo mais ampla das condi¢des de cultivo, principalmente quanto
a suplementacao de fonte de nitrogénio e com o auxilio de técnicas de planejamento
fatorial, além da producdo de linhagens mutantes por tratamento UV teriam o
potencial de aumentar ainda mais a atividade. Por outro lado, os resultados de
producao de pectinases obtidos até agora ja sado satisfatorios para dar continuidade
aos estudos e, devido ao grande potencial desta cepa, pretende-se identifica-la em
nivel de espécie.

Como etapas futuras para o projeto de cooperagdo Brasil-Finlandia
pretende-se estudar a ampliagdo da escala do processo de produgao de pectinases.
Para tanto, sera feito um estudo da cinética de fermentagdo em um biorreator de
colunas equipados com sensores de CO, e O,. Com a aquisi¢cao desses parametros,
sera possivel produzir estimativas do calor gerado e estado metabdlico utilizando-se
para tanto modelos matematicos apropriados. Essas estimativas, por sua vez, serao
uteis para a determinagao da vazao e temperatura do ar de entrada do biorreator de
escala piloto, além do regime de agitacdo necessario.

O biorreator de escala piloto que sera utilizado nesta etapa € do tipo leito fixo
com rotacado ocasional e tem capacidade para 200 L. O cultivo em maior escala
podera determinar se o a ampliagdo do processo é viavel, ao medir-se a

produtividade maxima alcangada nestas condigoes.
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