
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 
 

ALESSANDRA BIZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PRODUÇÃO DE PECTINASES POR FERMENTAÇÃO NO ESTADO SÓLIDO 

PARA A OBTENÇÃO DE ÁCIDO D-GALACTURÔNICO EM BIORREFINARIAS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CURITIBA 2012



 

ALESSANDRA BIZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PRODUÇÃO DE PECTINASES POR FERMENTAÇÃO NO ESTADO SÓLIDO 

PARA A OBTENÇÃO DE ÁCIDO D-GALACTURÔNICO EM BIORREFINARIAS 

 
Dissertação apresentada ao Curso de 
Pós-Graduação em Ciências - Bioquímica da 
Universidade Federal do Paraná, como 
requisito parcial à obtenção do título de 
Mestre. 
 
Orientador: Prof. Dr. David Alexander 
Mitchell 
Co-orientadora: Prof. Nadia Krieger 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CURITIBA 2012 



 

 
 
 

 

 



 

AGRADECIMENTOS 
 
 
 

À Deus. 

Aos meus pais, Tânia e Jorge, por todo o apoio. 

Ao meu namorado André pela paciência e compreensão. 

Aos meus orientadores David Mitchell e Nadia Krieger, pela orientação, pelo 

aprendizado, pela oportunidade e amizade.  

Aos pesquisadores Peter Richard, Dominik Mojzita e Joosu Kuivanen da 

VTT, que participaram ativamente deste projeto. 

Aos alunos de IC Edgar Mallmann e Francine Motter, que me ajudaram nos 

experimentos. 

Ao Prof. Jaime Paba e à Profa. Alessandra Baron, que compuseram a banca 

examinadora. 

Ao Prof. Luiz Pereira Ramos e à doutoranda Ana Paula Pitarelo, que 

colaboraram com auxílio técnico e científico nos experimentos realizados no HPLC. 

Ao Prof. Viniegra Gonzalez e ao Prof. Jesus Cordova por ceder algumas das 

cepas estudadas. 

Aos professores da Bioquímica pelo conhecimento transmitido e dúvidas 

sanadas. 

Aos colegas da pós graduação pela amizade e companheirismo. 

Aos colegas do LTEB e do LTEF: Maura, Wellington, Danielle, Giovana, 

Andrei, Fernanda, Jonas, Robson, Vivi, Aline, Chris, Dini, Kátia, Vanda e 

Rodriguinho, pelas dicas técnicas e pelos momentos de descontração. 

À UFPR. 

À CAPES e ao CNPq, pelo apoio financeiro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

RESUMO 
 
Biorrefinaria é um novo conceito que abrange as instalações industriais que utilizam 
a biomassa como matéria-prima para a produção de intermediários químicos, 
combustíveis e energia, analogamente às refinarias de petróleo. As biorrefinarias 
possuem três características principais: a preocupação com a utilização máxima da 
biomassa, a flexibilidade da planta para a utilização de diferentes fontes de matéria-
prima, e o não comprometimento da área arável destinada à produção de alimentos. 
As biorrefinarias surgiram, portanto, para atender a crescente demanda por energia 
e materiais de origem renovável e obtidos em processos sustentáveis, ou seja, que 
minimizam seu impacto no meio ambiente. A biomassa de resíduos agroindustriais 
ricos em pectina, como a polpa cítrica, a polpa de beterraba e a cabeça de girassol, 
são bastante abundantes em alguns países e podem ser exploradas para a 
produção do ácido D-galacturônico. Este composto possui alto valor agregado e 
pode ser vendido diretamente às indústrias de alimentos e cosméticos, ou pode 
servir como intermediário químico para a produção de outros compostos como a 
vitamina C e bioplásticos. Este trabalho avaliou duas estratégias de produção de 
ácido D-galacturônico: (1) a produção de pectinases e hidrólise simultânea de um 
substrato rico em pectina e (2) a produção de pectinases para a aplicação 
seqüencial em hidrólise do substrato. A fermentação no estado sólido (FES) foi o 
processo escolhido para ambas as estratégias devido ao menor custo operacional e 
à maior produtividade de pectinases quando comparada à fermentação submersa. A 
primeira estratégia se baseou na utilização de uma cepa recombinante, o Aspergillus 
niger ATCC 1015 ∆gaaA, cedida pelo centro de pesquisa da VTT, Finlândia, onde foi 
deletado o gene da galacturonato redutase (gaaA). Esta enzima é a primeira da via 
do catabolismo do ácido D-galacturônico, e a ausência da sua expressão impediria o 
consumo deste açúcar pelo microrganismo. No entanto, verificou-se que a cepa não 
foi capaz de acumular o ácido D-galacturônico no sólido 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 não identificado, isolado durante 
este trabalho. Os meios sólidos utilizados consistiram numa mistura de 30% (m/m) 
de bagaço de cana e 70% de outros substratos, bagaço de laranja, bagaço de 
laranja lavado ou farelo de trigo. A combinação de microrganismo e meio que 
resultou em maior atividade de pectinases foi o Aspergillus sp. em bagaço de laranja 
lavado, com 77 U/g em 19 horas de cultivo. Isto corresponde a uma produtividade de 
4 U.g-1.h-1, que já é adequada para dar continuidade aos estudos de aumento de 
escala. 
 
Palavras-chave: Biorrefinarias. Ácido D-galacturônico. Pectinases. Fermentação no 
Estado Sólido.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

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 
∆gaaA, 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-1 h-1, 
which provides a good basis for future scale-up studies. 
 
Keywords: Biorefinery. Galacturonic acid. Pectinase. Solid-state Fermentation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Este trabalho de mestrado é parte integrante de um projeto de 

cooperação, que envolve o Laboratório de Tecnologia Fermentativa e Enzimática 

do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR e o centro de 

pesquisa VTT da Finlândia (Technical Research Centre of Finland), e que foi 

aprovado pelo CNPq Edital n.º 68/2008 (Convênio Bilateral de Cooperação 

Internacional com a Academia da Finlândia). O objetivo principal desta parceria é 

desenvolver uma tecnologia adequada à conversão de resíduos ricos em pectina, 

como a polpa cítrica, a ácido D-galacturônico e outros intermediários de síntese 

química, para a implantação em uma biorrefinaria. 

Biorrefinaria é um conceito relativamente recente e qualifica as indústrias 

que utilizam como matéria-prima a biomassa para a produção de diversos 

produtos, tais como combustíveis, energia, calor e intermediários químicos, 

sendo, deste modo, análoga às refinarias de petróleo (OHARA, 2003). Além 

disso, as biorrefinarias buscam o aproveitamento total da biomassa, com os 

resíduos do processo principal sendo utilizados para a produção de outros 

produtos, como o biogás. Portanto, está de acordo com a demanda atual por 

processos sustentáveis, baseados em insumos de fontes renováveis, que 

minimizem a produção de resíduos e os lançamentos de gases que causam o 

efeito estufa (KAMM e KAMM, 2004).  

O ácido D-galacturônico é o principal monossacarídeo constituinte da 

pectina, que, por sua vez, é bastante abundante em alguns rejeitos da 

agroindústria, como a polpa cítrica. A produção deste composto em uma 

biorrefinaria foi considerada porque possui um alto valor agregado e um grande 

potencial para a utilização na indústria química e de alimentos. Pode ser obtido 

através da hidrólise enzimática da pectina presente nesses resíduos com a 

utilização de pectinases.  

Atualmente as pectinases são produzidas através do sistema de 

fermentação submersa (FS) pela maioria das indústrias (ALKORTA, GABISU e 

SERRA, 1997). No entanto, a fermentação no estado sólido (FES) é bastante 

atrativa, pois resulta em maior produtividade de pectinases (SOLÍS-PEREYRA et 

al., 1993). Além disso, emprega equipamentos menos sofisticados no processo e 
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é capaz de utilizar como substratos resíduos agroindustriais, o que diminui os 

custos de produção (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000). 

Este trabalho pretende contribuir para o projeto de cooperação UFPR-

VTT ao avaliar duas estratégias para a produção de ácido D-galacturônico em 

fermentação em estado sólido: (1) a hidrólise da pectina em uma etapa, com o 

crescimento e produção de pectinases por um microrganismo cultivado 

diretamente sobre o substrato a ser hidrolisado e (2) a produção de um complexo 

rico em pectinases para posterior aplicação em um processo de hidrólise do 

resíduo.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 BIORREFINARIAS 

 

O petróleo é um produto valioso, porém finito, sujeito a problemas de 

oferta restrita, demanda crescente e elevada volatilidade de preços. Além disso, 

as perspectivas de esgotamento das reservas, os riscos geopolíticos decorrentes 

da dependência do petróleo de países politicamente instáveis e os compromissos 

mais sólidos com a questão ambiental fizeram renascer a atenção em meios 

alternativos à petroquímica para suprir a crescente demanda por energia e 

materiais (BASTOS, 2007). É neste cenário que surgiu o conceito de biorrefinaria. 

O Laboratório Nacional de Energia Renovável dos Estados Unidos, NREL 

(http://www.nrel.gov/biomass/biorefinery.html) define biorrefinarias como 

instalações industriais que visam à conversão de biomassa de diferentes fontes 

em diversos produtos, tais como combustíveis, energia e commodities industriais, 

além de intermediários químicos. São análogas às refinarias de petróleo, mas 

sustentáveis e ambientalmente corretas em sua concepção (OHARA, 2003). 

As biorrefinarias podem utilizar biomassa de diferentes fontes, entre elas 

materiais ligno-celulósicos, como cavacos de madeira e serragem, resíduos ricos 

em amido, como bagaço de mandioca e farelos de trigo, soja e milho (KAMM e 

KAMM, 2007; KING, INDERWILDI e WILLIAMS, 2010), além de lixo doméstico 

(OHARA, 2003). Os resíduos ricos em pectina, como casca do café, polpa de 

beterraba, cabeça de girassol e polpa cítrica, também são fontes potenciais de 

biomassa que podem ser aproveitadas em biorrefinarias (LÓPES, LI e 

THOMPSON, 2010; LOHRASBI, 2010). 

As biorrefinarias têm 3 características principais: (1) a preocupação com a 

utilização máxima da biomassa, sendo os resíduos do processo principal 

utilizados para outros produtos, (2) a flexibilidade no que diz respeito às fontes de 

biomassa que podem ser utilizadas, o que as torna menos sujeitas às flutuações 

na oferta e (3) a utilização de matérias-primas provenientes de resíduos agro-

industriais ou que não comprometam a área arável destinada à produção de 

alimentos (KAMM e KAMM, 2007). 

As usinas de açúcar e álcool baseados na cana-de-açúcar ou no milho, e 

as indústrias de papel e celulose são precursoras deste conceito, já que também 
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utilizam a biomassa como matéria-prima para gerar produtos de origem 

renovável. A principal diferença neste caso é que as biorrefinarias possuem uma 

planta mais flexível que possibilita a utilização de matérias primas diversificadas e 

a produção de uma gama mais variada de produtos (SANDUN et al., 2006).  

O Brasil é um país com um enorme potencial para a instalação de 

biorrefinarias, com o desdobramento da cadeia produtiva e tecnológica do etanol, 

e por possuir uma grande vocação agroindustrial, com uma das maiores áreas de 

terras cultiváveis do mundo, 46,5 milhões de hectares, e com uma das maiores 

produções agrícolas mundiais, 148,8 milhões de toneladas (IBGE/CEPAGRO 

2010).  

Embora ainda existam barreiras de natureza técnica e econômica para o 

desenvolvimento em nível comercial das tecnologias necessárias para a 

implantação das biorrefinarias, vários governos, entre eles, europeus, 

americanos, chineses e brasileiros, estão dando incentivos financeiros para as 

pesquisas nesta área (SANDUN et al., 2006). No Brasil, o BNDES já demonstrou 

o interesse em investir neste novo setor (BASTOS, 2007) liberando recursos para 

empresas privadas, como a Dow Química e Oxiteno, instalarem suas plantas-

piloto (Revista Inovação Unicamp, 2007). 

 

 

2.2 PECTINA COMO MATÉRIA-PRIMA EM BIORREFINARIAS 

 

Resíduos ricos em pectina são de grande interesse em uma biorrefinaria, 

pois são uma potencial fonte de matéria-prima para diversos bioprocessos e são 

produzidos em quantidades significativas pela agroindústria. Além disso, a sua 

hidrólise não requer processos físico-químicos tão severos quanto aqueles 

utilizados na hidrólise de resíduos ligno-celulósicos. Podem fornecer produtos de 

alto valor agregado, como a própria pectina purificada e os açúcares resultantes 

da hidrólise total desses substratos, principalmente o ácido D-galacturônico 

(RICHARD e HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010). 

A pectina é composta por um conjunto complexo de polissacarídeos 

negativamente carregados, ácidos e amplamente polidispersos. Está presente na 

maioria das paredes celulares primárias e na lamela média de plantas, sendo 

particularmente abundante nas partes não lenhosas das plantas terrestres. Exibe 
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uma significante heterogeneidade com respeito à estrutura química e à massa 

molecular, que depende da espécie da planta, do tipo e localização do tecido, do 

estágio metabólico e do meio ambiente em que a planta está inserida (PÉREZ, 

RODRÍGUEZ-CARVAJAL e DOCO, 2003).  

Quimicamente, os compostos pécticos compreendem uma família de 

polissacarídeos constituída por homogalacturonanas e ramnogalacturonanas, 

como apresentado na Figura 1. Homogalacturonanas (HG) constituem a região 

lisa ou smooth region das cadeias de pectinas e são homopolímeros de unidades 

de ácido D-galacturônico unidas por ligações glicosídicas do tipo α-(1→4) nas 

quais muitos dos grupos carboxílicos podem estar metil-esterificados. A proporção 

de grupos carboxílicos metil-esterificados nas pectinas é expressa como grau de 

esterificação (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 região ramificada ou hairy region das 

pectinas e são divididas em dois tipos: ramnogalacturonana I (RG-I) e 

ramnogalacturonana II (RG-II). RG-I consiste de uma cadeia principal de unidades 

alternadas de ácido D-galacturônico unidas por ligações glicosídicas do tipo α-

(1→4) e ramnose ligadas α-(1→2), à qual se ligam cadeias laterais que contém 

resíduos de monossacarídeos neutros tais como arabinanas e arabinogalactanas. 

Outros monossacarídeos que podem estar presentes nas cadeias laterais são a 

D-xilose, a D-glucose, a D-manose, a L-fucose e o ácido D-glucurônico. RG-II é o 

menor e mais complexo polissacarídeo péctico das paredes celulares vegetais. 

Contém uma alta proporção de unidades de ramnose na cadeia principal. A 

presença de açúcares, tais como apiose, é também característica da RG-II 

(PÉREZ, RODRÍGUEZ-CARVAJAL e DOCO, 2003, RIDLEY et al., 2001; 

PRASSANA et al., 2007). 
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Legenda: RG-I: ramnogalacturonana tipo I; RG-II:Ramnogalacturana tipo II; GalA: ácido D-
galacturônico; Rha: ramnose; Dha: ácido 3-desoxi-D-lixo-2-heptulosárico; GlcA: ácido glucurônico; 
Fuc: fucose; AcMeFuc: acetilmetilfucose; AcAce: ácido acérico; Gal: galactose; Ara: arabinose; 
KDO: ácido-2-ceto-3-deoxi-D-octulosônico; Api: apiose; MeXyl:metil-xilose; Xyl: xilose. M: metil, A: 
acetil. 
 

FIGURA 1 - MODELO DE ESTRUTURA PARA A MOLÉCULA DA PECTINA 
 FONTE: PÉREZ, RODRÍGUEZ-CARVAJAL e DOCO (2003) 

 
 

2.3 A POLPA CÍTRICA COMO FONTE DE PECTINA 

 

O Brasil é o maior produtor de suco de laranja concentrado congelado do 

mundo. A polpa da laranja, ou polpa cítrica (generalização para os resíduos de 

frutas cítricas) é o resíduo desse processamento e consiste basicamente de suco 

não extraído, casca, pedaços provenientes da ruptura das vesículas de suco e 

paredes de segmento (CITRUSBR, 2010). Na safra 2009/2010 foram produzidas 

só no estado de São Paulo 1,2 milhões de toneladas (massa seca) de polpa 

cítrica (CITRUSBR, 2010) o que a torna, portanto, um resíduo agroindustrial rico 

em pectina abundante e de baixo custo, com enorme potencial para a utilização 

como matéria-prima em biorrefinarias instaladas no Brasil. Os EUA (Flórida), a 
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Espanha e a Grécia também são grandes produtores de suco de laranja, e 

conseqüentemente, de polpa cítrica (LÓPES, LI e THOMPSON, 2010). 

Além da polpa cítrica, se destacam como fontes de pectina em 

biorrefinarias a polpa de beterraba e a cabeça de girassol. A polpa de beterraba 

possui em sua composição 15-30% de pectina (m/m, base seca, MATA et al., 

2009) e, devido à extração do açúcar de beterraba, é um resíduo bastante 

abundante na Europa, onde são produzidas 14 milhões de toneladas por ano 

(WANG et al., 2009). As cabeças de girassol, provenientes da retirada das 

sementes, também são um resíduo rico em pectina, contando com 15-25% deste 

polissacarídeo em sua composição (PATIL e DAYANAND, 2006). A Índia é o 

maior produtor mundial de cabeças de girassol, que somam 400 ton/ano (PATIL e 

DAYANAND, 2006).  

A polpa cítrica freqüentemente é seca e peletizada, servindo como 

complemento à ração animal. No entanto, possui baixo valor nutricional e, devido 

ao alto custo de secagem, acaba não trazendo retorno econômico. Apesar de 

também poder ser utilizado como combustível de caldeiras, algumas indústrias 

não têm dado a destinação correta a esse resíduo, simplesmente descartando-o 

no campo, o que gera um sério problema ambiental (RICHARD e HILDITCH, 

2009; MOJZITA et al., 2010). 

Por outro lado, a polpa cítrica possui uma quantidade significativa de 

pectina, que representa 12-28% do seu peso seco (KASHYAP, 2001). Portanto, a 

polpa cítrica possui potencial para ser valorizada através da comercialização 

direta da pectina extraída, que tem um mercado já estabelecido na indústria 

alimentícia mundial de 45000 toneladas anuais (CP KELCO, 2009). Por outro 

lado, a produção de intermediários químicos em biorrefinarias a partir da pectina, 

que teria uma demanda ainda mais ampla e ainda inexplorada, também é atrativa. 

Outros componentes da polpa cítrica são os monossacarídeos solúveis 

remanescentes da extração do suco e os outros componentes de parede celular, 

principalmente a hemicelulose e a celulose. Os açúcares solúveis (glucose, 

frutose e sacarose) são facilmente removidos em extração aquosa a temperatura 

ambiente e correspondem a 40-56% do total de sólidos da polpa cítrica 

(GROHMAN, CAMERON e BUSLIG, 1995; KASHYAP, 2001; MAMMA, 

KOURTOGLOU e CHRISTAKOPOULOS, 2008). A Tabela 1 apresenta um 

exemplo de composição da polpa cítrica de laranja. 
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TABELA 1 - COMPOSIÇÃO DA POLPA CÍTRICA DE LARANJA 
 

Componente % (p/p base seca) 

Extrato etéreo 3,9 ± 0,1 

Glucose 14,6 ± 0,4 

Frutose 15,5 ± 0,5 

Sacarose 10,9 ± 0,3 

Pectina 14,4 ± 0,3 

Proteína 7,9 ± 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 polissacarídeos da polpa cítrica podem ser hidrolisados a arabinose, 

galactose e ácido D-galacturônico, principalmente, com tratamento ácido ou 

enzimático. Desta forma, o hidrolisado de polpa cítrica, que é rico em açúcares, 

pode ser utilizado como fonte de carbono em diversos bioprocessos, como para a 

produção de etanol (GROHMANN, BALDWIN e BUSLIG, 1994; WILKINS et al., 

2007; ZHOU, WIDMER e GROHMANN 2008, LOHRASBI, 2010), SCP (single cell 

protein), e enzimas (LÓPEZ, LI  e THOMPSON, 2010).   

O ácido D-galacturônico (Figura 2, A) corresponde a até 20% do total de 

sólidos do hidrolisado de polpa cítrica (massa seca, GROHMANN, BALDWIN e 

BUSLIG, 1994) e a até 74% (m/m) da pectina de polpa cítrica (SIGMA, 2011). 

Pode ser recuperado e comercializado diretamente para a utilização na indústria 

alimentícia, como agente acidificante, e na indústria química como agente 

tensoativo. Este açúcar também pode ser transformado química ou 

enzimaticamente em substâncias de maior valor agregado como o ácido múcico 

(Figura 2, B) (ácido meso-galactárico) e o ácido L-galactônico (Figura 2, C) 

(RICHARD e HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010). 
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FIGURA 2 - ÁCIDO α-D-GALACTURÔNICO (A) ÁCIDO MÚCICO (B) E ÁCIDO L-

GALACTÔNICO (C) 
 

O ácido múcico tem aplicações como fermento químico ou como 

substituinte do ácido tartárico em refrigerantes. Pode ser obtido enzimaticamente 

a partir do ácido D-galacturônico utilizando-se a enzima uronato desidrogenase 

(MOON, 2009; MOJZITA, 2010). É também um material de partida para síntese 

química: pode ser convertido no ácido 2,5 furandicarboxílico (FDCA), que é um 

dos doze compostos químicos 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 irá provavelmente 

substituir o ácido tereftálico como monômero para a produção de poliésteres 

(especificamente o PET). A sua síntese enzimática é intermediada pela 

furfural/hidroximetilfurfural oxirredutase de Cupriavidus basilensis HMF14 

(KOOMAN, 2010). A síntese química do ácido múcico não é atrativa, pois envolve 

a oxidação da D-galactose com ácido nítrico, produzindo efluentes tóxicos 

(RICHARD e HILDITCH, 2009).  

O ácido L-galactônico, por sua vez, não é muito utilizado atualmente 

devido ao seu alto custo de produção. No entanto, sua utilização como insumo 

industrial pode ser considerada caso seu custo de produção seja diminuído 

graças às biorrefinarias baseadas em pectina (MOJZITA et al., 2010). Este ácido 

tem propriedades similares às do ácido D-glucônico, 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 

formulação de concreto (retardador). O ácido L-galactônico também pode ser 

usado como material de partida para síntese química, como por exemplo, na 

síntese de ácido ascórbico (RICHARD e HILDITCH, 2009).  
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2.4 HIDRÓLISE DA POLPA CÍTRICA E OUTROS RESÍDUOS PÉCTICOS PARA 

A OBTENÇÃO DE ÁCIDO D-GALACTURÔNICO  

 

A polpa cítrica e outros resíduos pécticos podem ser degradados com a 

liberação de seus açúcares constituintes através da hidrólise catalisada por ácido 

diluído ou através da hidrólise enzimática (GROHMANN, CAMERON e BUSLIG, 

1995). Outra alternativa que vem sendo estudada recentemente é a produção de 

pectinases por via fermentativa e hidrólise simultânea do substrato (MAMMA, 

KOURTOGLOU e CHRISTAKOPOULOS, 2008). Esses assuntos serão discutidos 

em mais detalhes a seguir. 

 

 

2.4.1 Hidrólise ácida 

 

As condições satisfatórias para a hidrólise ácida de um substrato 

polissacarídico podem ser encontradas por intermédio de curvas apropriadas, nas 

quais são fatores variáveis a concentração de ácido da solução, a temperatura e a 

duração da hidrólise. É no pico máximo que devem ser fixadas as condições 

ótimas de hidrólise, pois além desse ponto há o risco de destruição das unidades 

de açúcar (SAEMAN, MOORE e MITCHELL, 1954), ou seja, o aumento excessivo 

da concentração de ácido, do tempo ou da temperatura, para elevar a velocidade 

de hidrólise da cadeia poligalacturônica, acaba por destruir os monômeros de 

açúcar já liberados com a formação de lactonas de maneira irreversível (BLAKE e 

RICHARDS, 1968). 

A hemicelulose e as cadeias laterais de açúcares neutros da pectina na 

polpa cítrica podem ser hidrolisados através do tratamento com ácido diluído 

(H2SO4 0,06-0,5% a 100-140°C, GROHMANN, CAMERON e BUSLIG, 1995), 

gerando um percentual de monossacarídeos no total de sólidos de 76-82%, que é 

um resultado bastante interessante quando se busca a utilização desses açúcares 

como fonte de carbono em um bioprocesso.  

No entanto, para a recuperação direta do ácido D-galacturônico a hidrólise 

ácida não é viável. A cadeia poligalacturônica (Figura 3) é extremamente 

resistente a este tratamento devido a efeitos indutivos e conformacionais 

causados pelos grupamentos carboxílicos próximos (BEMILLER, 1986), o que 
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reduz o rendimento de ácido D-galacturônico a níveis mínimos ao final do 

processo (TALEBNIA et al., 2008). 

 

 

FIGURA 3 - ESTRUTURA QUÍMICA DO ÁCIDO POLIGALACTURÔNICO  
                    FONTE: ALKORTA, GARBISU e SERRA (1997) 

 

 

2.4.2 Hidrólise enzimática 

 

A hidrólise enzimática, por outro lado, é um processo eficaz de liberar as 

unidades de ácido D-galacturônico, intactas, da biomassa rica em pectina. A sua 

aplicação é, no entanto, dificultada pelo alto custo das enzimas e pela baixa 

velocidade da reação de despolimerização. Além disso, devido ao fenômeno de 

inibição (competitiva) pelo produto, o ácido D-galacturônico (BÉLAFI-BAKÓ et al., 

2007), não é possível utilizar diretamente grandes razões substrato/enzima. 

As condições de hidrólise enzimática são significativamente mais brandas 

que as da hidrólise com ácido diluído. As temperaturas operacionais não variam 

muito nos diversos processos pesquisados, ficando entre 44 a 50°C, e o pH da 

solução de hidrólise é fixado geralmente entre 4 e 5 (WILKINS et al., 2007; SOLÍS 

et al., 2009; WIDMER, ZHOU e GROHMANN, 2010). Devido aos fenômenos de 

inibição pelo produto (BÉLAFI-BAKÓ et al., 2007), as concentrações de pectina 

em geral não passam de 1% (m/v).  

Para evitar o fenômeno de inibição pelo produto, aumentar a 

produtividade e, ainda, reutilizar as pectinases do processo de hidrólise, alguns 

autores propuseram o emprego de biorreatores de membranas (BÉLAFI-BAKÓ et 

al., 2006; BÉLAFI-BAKÓ et al., 2007; RODRÍGUEZ-NOGALES et al., 2007). A 

membrana reteria moléculas grandes como o substrato e a enzima, enquanto 

seriam recuperadas as moléculas menores de ácido D-galacturônico, o produto, e 

outros açúcares neutros, prevenindo a inibição. No entanto, a necessidade de 

manter baixa a concentração de substratos para não obstruir as membranas 
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aumenta o volume dos biorreatores. Além disso, a fragilidade e o alto custo das 

membranas dificultariam a viabilização desta técnica na sua aplicação em 

biorrefinarias.  

Para a degradação enzimática satisfatória da biomassa rica em pectina é 

necessária a ação conjunta de diversas enzimas, entre elas as celulases, as 

hemicelulases e as pectinases (GROHMANN e BALDWIN, 1992). As celulases e 

hemicelulases têm um papel fundamental na quebra das ligações cruzadas das 

estruturas polissacarídicas da parede celular e na degradação dos 

polissacarídeos neutros, como a celulose e hemicelulose, o que expõe mais 

facilmente a pectina para a atuação das pectinases.  

Diversos estudos de hidrólise enzimática da polpa cítrica utilizam o 

seguinte conjunto de preparações de enzimas comerciais: Celuclast 15L 

(celulases e hemicelulases), Novozym 188 (β-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 enzimático bruto de fungos do gênero Aspergillus para estudos de 

hidrólise de pectina (RODRÍGUEZ-NOGALES et al., 2007, RODRÍGUEZ-

NOGALES, ORTEGA e PEREZ-MATEOS, 2008) e de casca de laranja (SOLÍS 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 (RODRÍGUEZ-NOGALES et al., 2007). Uma vantagem da 

utilização do extrato bruto em vez de enzimas purificadas é a degradação de 

diversos componentes do resíduo, que liberariam a pectina mais facilmente para a 

hidrólise, além de ser mais uma forma de diminuição do custo das enzimas, já 

que dispensa etapas de purificação. 

 

 

2.4.3 Produção de pectinases e hidrólise simultânea 

 

Recentemente surgiu uma nova estratégia de hidrólise enzimática que 

envolve a produção de pectinases e a hidrólise simultânea de substratos ricos em 

pectina. Consiste na inoculação de um microrganismo produtor de pectinases em 

um substrato rico em pectina, onde a produção de pectinases e a hidrólise do 
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substrato ocorrem ao mesmo tempo (MAMMA, KOURTOGLOU e 

CHRISTAKOPOULOS, 2008). Há a necessidade, porém, de interromper a 

fermentação num ponto de alto rendimento, onde o substrato já foi bastante 

hidrolisado pelas pectinases, mas o microrganismo ainda consumiu pouco do 

ácido D-galacturônico liberado. Esta estratégia, de produção de pectinases e 

hidrólise simultânea, ainda não foi muito abordada na literatura, que conta com 

apenas este artigo supracitado. 

 

 

2.5 RECUPERAÇÃO DO ÁCIDO D-GALACTURÔNICO DO HIDROLISADO  

 

O ácido D-galacturônico é um açúcar cuja base é carregada 

negativamente, característica que pode ser explorada para a sua recuperação 

com alto rendimento e pureza. A cromatografia de troca-iônica já é bastante 

utilizada em métodos analíticos para a quantificação de ácido D-galacturônico 

(GARNA et al., 2006; NIKOLÍC e MOJOVIC, 2007; WILKINS et al. 2007), no 

entanto, a literatura carece de estudos aplicáveis à processos industriais. 

A técnica de eletrodiálise (Figura 4), por outro lado, foi proposta como 

uma maneira de viabilizar o processo de recuperação do produto. Com esta 

técnica é possível concentrar o ácido D-galacturônico até 24 g/L e purificá-lo até 

94% (MOLNÁR et al., 2009). Consiste na aplicação de um campo elétrico e 

atração do ácido D-galacturônico para um compartimento carregado 

positivamente da membrana de eletrodiálise, separando-se dos açúcares neutros, 

que saem na corrente diluída. Neste compartimento, o ácido combina-se com o 

sódio adicionado, formando o sal galacturonato, que é liberado e recuperado na 

corrente concentrada. Como o equipamento utiliza membranas, para protegê-las 

é necessário um processamento prévio do hidrolisado, com centrifugação ou 

ultrafiltração, a fim de remover materiais grosseiros e polissacarídeos não 

suficientemente hidrolisados (MOLNÁR et al., 2009). 
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FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE UMA MEMBRANA DE         
ELETRODIÁLISE 

 FONTE: MÓLNAR et al. (2009) 
 
 

Uma evolução da tecnologia de eletrodiálise é a eletrodiálise bipolar de 

membranas. É semelhante à técnica anteriormente descrita, entretanto, em vez 

de obter o galacturonato, obtém-se diretamente o ácido D-galacturônico no 

concentrado ácido, que alcança uma concentração de até 50 g/L (MOLNÁR, 

NEMESTÓTHY e BÉLAFI-BAKÓ, 2010). Na saída do concentrado ácido também 

são recuperados prótons. Para separar os prótons e recuperar o ácido D-

galacturônico seco é feito um processo de cristalização com metanol e posterior 

filtração e secagem a vácuo. 

 

 

2.6 PECTINASES 

 

Pectinases são um grupo heterogêneo de enzimas que catalisam a 

despolimerização da pectina. Estão amplamente distribuídas na natureza, sendo 

produzidas por fungos, plantas, bactérias, leveduras, insetos, nemátodas e 

protozoários (ROMBOUTS e PILNIK, 1980). Especificamente, são os fungos 

filamentosos saprofíticos 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 DÖRNENBURG, 2000).  

As pectinases estão divididas em três grandes grupos, das 

protopectinases, das esterases e das despolimerases.  
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As despolimerases são as principais pectinases produzidas por 

microrganismos e catalisam a quebra das ligações glicosídicas α(1→4) na cadeia 

de ácido poligalacturônico, que é a cadeia principal das substâncias 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 

poligalacturônica através de β-eliminação, ou do tipo poligalacturonases (EC 

3.2.1.15), que clivam a cadeia poligalacturônica através de hidrólise. Algumas 

poligalactoronato-liases e poligalacturonases são capazes de atuar diretamente 

sobre a cadeia poligalacturônica 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 ação estão descritos na 

Figura 5.  

Dentre as despolimerases, as poligalacturonases são as mais utilizadas 

para a degradação da pectina nos processos que visam à obtenção do ácido D-

galacturônico, já que o mecanismo de ação envolvido, a hidrólise, mantém os 

monômeros de ácido D-galacturônico intactos. As poligalacturonases podem ser 

subdivididas por sua atuação "endo" ou "exo" na cadeia poligalacturônica 

(ALKORTA, GARBISU e SERRA, 1997). É desejável que na preparação 

enzimática utilizada haja certa quantidade de endo-poligalacturonases, pois estas 

clivam a cadeia péctica em posições aleatórias, aumentando a quantidade de 

terminais redutores disponíveis para ataque pelas exo-poligalacturonases, com 

isto, aumenta-se a velocidade de liberação dos monômeros de ácido D-

galacturônico.  

Alguns microrganismos possuem muitos genes codificadores de 

poligalacturonases. Em Aspergillus niger, por exemplo, há uma família completa 

de genes que produzem várias isoenzimas com consideráveis diferenças em 

relação à especificidade por substrato, padrão de clivagem e pH ótimo de 

atividade (LANG e DÖRNENBURG, 2000). 

A presença de enzimas do tipo poligalacturonato-liase, por outro lado, não 

é desejável num processo de recuperação do ácido D-galacturônico, já que a 

clivagem é feita por β-eliminação (ALKORTA, GARBISU e SERRA, 1997). Esta 

reação resulta num composto que possui uma dupla ligação, e não ácido D-

galacturônico, o que diminui o rendimento global da hidrólise.  
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Legenda: PMGL: poli-metil-galacturonato-liase; PMG: poli-metil-galacturonase; PGL: poli-
galacturonato-liase; PG: poligalacturonase; PMGE: poli-metil-galacturonato-esterase. 
 
FIGURA 5 - MECANISMO DE AÇÃO DAS ENZIMAS PECTINOLÍTICAS 
          FONTE: ALKORTA, GARBISU e SERRA (1997) 
 
 

As pectina-esterases (EC 3.1.1.11) também são importantes para a 

degradação da pectina, pois catalisam a remoção de grupamentos metil-ésteres 

ou etil-ésteres, muito abundantes na pectina cítrica, que tem grau de esterificação 

variando entre 65 e 73% (KOPECNY e HODROVÁ, 1995; SILLEY, 1985). Sua 

atuação resulta numa molécula de polipectato, mais suscetível à ação de 

poligalacturonases.  

As protopectinases, por sua vez, são definidas pela capacidade de 

degradação da protopectina insolúvel, resultando numa pectina solúvel altamente 

polimerizada. Seu mecanismo de ação, no entanto, ainda não foi completamente 

elucidado (ALKORTA, GARBISU e SERRA, 1997).  
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2.7 PRODUÇÃO DE PECTINASES  

 

A aplicação das pectinases já é bastante difundida. São principalmente 

utilizadas em indústrias de sucos e óleos vegetais, pois aumentam o rendimento 

na extração e clarificação desses produtos. Além disso, podem substituir 

tratamentos químicos tóxicos no processamento de fibras têxteis, na indústria de 

papel e celulose e na degomagem de fibras vegetais. Também são utilizadas para 

acelerar a fermentação de café e chá, e para melhorar a qualidade e valor 

nutricional da ração animal e as qualidades organolépticas de vinhos (KASHYAP 

et al. 2001; JAYANI, SAXENA e GUPTA, 2005). 

A maioria das preparações comerciais de enzimas pectinolíticas utilizadas 

nesses processos é obtida através de fontes fúngicas, principalmente do gênero 

Aspergillus, por fermentação submersa, e utilizando meios definidos. No entanto, 

é muito difícil de obter informações confiáveis sobre o processo, já que a maioria 

deles não estão protegidos por patentes, mas sim por segredo industrial 

(ALKORTA et al., 1997). Por outro lado, a produção de pectinases em escala de 

bancada, em diferentes sistemas e condições de cultivo, e utilizando diferentes 

microrganismos e meios tem sido extensamente estudada nos últimos 20 anos 

(FAVELA-TORRES, VOLKE-SEPÚLVEDA e VINIEGRA-GONZALEZ, 2006), 

sendo discutida a seguir. 

 

 

2.7.1 Sistemas de fermentação 

 

Enzimas extracelulares como as pectinases podem ser produzidas tanto 

por fermentação submersa (FS) quanto por fermentação no estado sólido (FES). 

A FS é caracterizada pelo crescimento microbiano em meio líquido com nutrientes 

dissolvidos ou em suspensão, sob agitação. Geralmente são utilizados meios 

definidos, o que facilita a purificação de produtos com alto valor agregado, no 

entanto, resíduos agroindustriais líquidos e efluentes podem ser utilizados em 

alguns casos. Já a FES é definida pelo crescimento de microrganismo em um 

substrato úmido, mas na ausência de água livre e com uma fase gasosa contínua 

entre as partículas. Em um processo de FES, o substrato não só fornece os 

nutrientes para o crescimento microbiano em cultura, mas também serve como 
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um ponto de ancoragem para as células (RAIMBAULT, 1998). Fungos 

filamentosos são os mais comumente utilizados em processos de FES, mas 

bactérias e leveduras também são capazes de crescer neste sistema. 

As principais vantagens da FES em relação à FS são a maior 

produtividade volumétrica e a significativa redução do volume de efluentes, devido 

ao meio mais concentrado. Além disso, a baixa disponibilidade de água ajuda a 

inibir contaminantes como bactérias e leveduras. A FES freqüentemente utiliza 

substratos abundantes e de baixo custo, tais como os resíduos agroindustriais, o 

que diminui o custo do processo (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000). No 

caso da produção de enzimas por FES, às vezes é possível adicionar o substrato 

seco diretamente ao meio reacional, ou seja, a enzima fica imobilizada no 

substrato sólido, o que simplifica e também diminui os custos do processo 

(FERNANDES, 2007).  

Com relação ao sistema de produção 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; DÍAZ-GODÍNEZ et al., 

2001). Do mesmo modo, foi demonstrado que, em sistemas de FES, a adição de 

açúcares, como a glucose e a sacarose, ao nível de até 10% (m/v), não reprime a 

expressão de pectinases em FES, pelo contrário, aumenta sua expressão em até 

3 vezes (SOLIS-PEREYRA et al., 1993; SOLIS-PEREYRA et al., 1996). Isto é 

oposto do que acontece em FS, onde concentrações de açúcares maiores que 

1% causam repressão catabólica. 

Quando as propriedades das enzimas pectinolíticas produzidas por FES e 

por FS são comparadas, verifica-se que além da vantagem da maior 

produtividade da FES, esta técnica também resulta na expressão de isoenzimas 

mais estáveis e com maiores atividades em extremos de pH e temperatura 

(ACUÑA-ARGUELLES et al., 1994; DÍAZ-GODÍNEZ et. al, 2001). 

Apesar das vantagens previamente citadas, de modo geral a FES possui 

alguns desafios, entre os quais a remoção adequada de calor, sem a qual pode 

haver problemas de superaquecimento, com conseqüências como a interrupção 

no crescimento do microrganismo e desnaturação das enzimas produzidas 

(MITCHELL, VON MEIEN e KRIEGER, 2003). Além disso, existe uma grande 

dificuldade na medição de variáveis do processo e, conseqüentemente, em seu 
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controle, principalmente à medida que a escala de produção é aumentada. 

Embora já existam alguns estudos a cerca da cinética de crescimento e 

fenômenos de transporte na FES (MITCHELL et al., 2002; MITCHELL, VON 

MEIEN e KRIEGER, 2003; MITCHELL et al., 2004), esta tecnologia ainda está em 

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

 

 

2.7.2 Microrganismos  

 

Muitos microrganismos, especialmente bactérias e fungos filamentosos, 

são capazes de produzir pectinases. Os microrganismos mais utilizados para a 

produção de pectinases são fungos filamentosos mesófilos dos gêneros 

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 

acídicas, ou seja, que são mais estáveis em pH ácidos. Bactérias do gênero 

Bacillus são utilizadas para a produção de pectinases que atuam em pH alcalino, 

mais utilizadas na indústria química. 

Aspergillus niger é um ascomiceto bastante difundido nos biomas 

terrestres, principalmente nos solos. Por ser um saprófito de solo, é capaz de 

produzir uma grande variedade de enzimas hidrolíticas e oxidativas envolvidas na 

degradação da parede celular de plantas, inclusive pectinases de diversos tipos 

(JAYANI, SAXENA e GUPTA, 2005). Para as pectinases de aplicações clássicas 

na indústria alimentícia, fungos desta espécie são os mais utilizados, pois eles 

são classificados como GRAS (generally regarded as safe), o que indica que os 

seus metabólitos podem ser consumidos de maneira segura (ALKORTA, 1998). 

A seleção de cepas que são boas produtoras de pectinases é geralmente 

feita buscando-se microrganismos do solo ou de biomassa vegetal apodrecida. 

São verificadas a capacidade de crescimento em meio mínimo (com pectina como 

única fonte de carbono) e a produtividade de pectinases no sistema de 

fermentação 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 HUIRÓN, 1987) e freqüentemente é utilizada como referência na 

comparação de produtividades em estudos de produção de pectinases. 

Recentemente tem-se voltado à atenção para as cepas termófilas ou 

termotolerantes, que produzem pectinases termoestáveis (MARTINS et al., 2002). 

O uso de microrganismos capazes de crescer em altas temperaturas poderia 

facilitar a implantação da FES, já que um grande problema a cerca deste 

processo é a dissipação do calor gerado pelo crescimento microbiano. Além 

disso, sabe-se que as enzimas produzidas por microrganismos termófilos são 

mais resistentes a proteases e à desnaturação, e ainda, as altas temperaturas 

empregadas reduzem ainda mais o risco de contaminação que já é 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) são exemplos 

de fungos termófilos produtores de pectinases cujas temperaturas ótimas de 

crescimento estão entre 45°C e 50°C. 

 

 

 

 
FIGURA 6 - Aspergillus niger CH4 EM TÉCNICA 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 mutação por radiação UV e fusão 

de protoplastos. A cepa Aspergillus niger C28B25 foi obtida por aplicação de 

radiação 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 fusão de protoplastos interespecífica 

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 são 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 recombinação de cada vez (FAVELA-

TORRES, VOLKE-SEPÚLVEDA, VINIEGRA-GONZALEZ, 2006). Além disso, a 

expressão gênica em FES é regulada de maneira complexa, com diferentes 

circuitos regulatórios para cada grupo diferente de genes, que atuam de acordo 

as condições ambientais a nível transcricional ou pós-transcricional (BARRIOS-

GONZALES, 2012).  

 

 

2.7.3 Substratos 

 

A seleção de um substrato para a FES depende de vários fatores, 

principalmente o custo e disponibilidade, o que torna a utilização de resíduos 

agroindustriais bastante atrativa. O meio sólido deve fornecer todos os nutrientes 

necessários a um bom crescimento celular, por isso, muitas vezes deve-se 

enriquecer os substratos escolhidos com soluções nutritivas ou tornar seus 

componentes mais biodisponíveis através de pré-tratamentos químicos ou físicos. 

Além disso, pode ser pertinente remover compostos que possam agir como 

inibidores (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000). 

A granulometria do substrato também é um fator determinante da 

produtividade em um processo de FES. Geralmente, as partículas menores 

proporcionam uma maior área superficial para o crescimento microbiano, no 

entanto, se forem pequenas demais pode ocorrer a compactação do substrato, 
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dificultando a aeração do meio. Em contraste, as partículas maiores proporcionam 

uma melhor eficiência da aeração, devido ao aumento do espaço inter-partículas 

que diminui a perda de carga quando o ar é soprado pelo leito, mas fornecem 

uma razão área superficial/volume menor, o que limita o crescimento microbiano. 

Neste caso, a difusão de enzimas e produtos de hidrólise tem que acontecer 

através de distâncias maiores (RAIMBAULT, 1998). 

Muitos substratos têm sido testados especificamente para a produção de 

pectinases em FES por fungos filamentosos, principalmente resíduos 

agroindustriais tais como bagaço de cana (MARTIN et al., 2010; SOLIS-

PEREYRA et al., 1993), polpa cítrica (SILVA et al., 2005), bagaço de maçã 

(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), cabeça de girassol (PATIL e DAYANAND, 2006) e 

casca de manga (KUMAR, VARAKUMAR e REDDY, 2010).  

Dentre os resíduos agroindustriais utilizados para a produção de enzimas 

em geral, o farelo de trigo se destaca como um ótimo substrato para a FES já que 

é rico em vitaminas e minerais além de ser fonte de amido (~19%), proteína bruta 

(~18%) e polissacarídeos de parede celular (~58%) (CARRE e BRILLOUET, 

1986). Esses polissacarídeos, majoritariamente arabinoxilanas, celulose e β-

glucanas, podem ser utilizados como fonte de carbono, pois, em geral, fungos 

filamentosos utilizados para a produção de pectinases são capazes de produzir 

algumas das enzimas hidrolíticas necessárias. Além disso, o farelo de trigo não 

apresenta compostos inibidores, possui uma grande área superficial por volume e, 

em geral, não favorece a compactação do meio (RALET, THIBAULT e DELLA-

VALE, 1990).  

A solução nutritiva é outro componente importante de um processo de 

FES. Além de ajustar a umidade, busca complementar a composição do substrato 

com nitrogênio de fonte inorgânica, minerais e, às vezes, vitaminas, a fim de 

torná-lo mais favorável ao crescimento do microrganismo e à produção das 

enzimas de interesse.  

A Tabela 2 exibe a abundância dos trabalhos de produção de pectinases 

por FES e lista os principais microrganismos, substratos, composição da solução 

salina e condições de cultivo utilizadas. 
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TABELA 2 - PRODUÇÃO DE PECTINASES POR FUNGOS FILAMENTOSOS EM SISTEMA DE FES 

 

 

Microrganismo Substrato 
Condições de 

cultivo 

Suplementação da 

solução de 

umidificação 

(% p/v) 

Atividade máxima 

(U/g) 

Produtividade 

(U/g/h) 

 

Referência 

 

Cultura mista de 

Aspergillus niger M2 

e Aspergillus niger 

M3 (2:1) 

Bagaço de maçã e pó 

de semente de 

algodão (1:1) 

pH: 4,0 

Umidade: 55% 

T: 30°C 

t: 48 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 2%, 

K2HPO4 0,1% 
1817 37,8 

ZHONG-TAO et al. 

(2009) 

Aspergillus fumigatus 

MTCC 4163 
Farelo de trigo 

pH: 5 

Umidade: 60% 

T: 50°C 

t: 72 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

Extrato de levedura 

5%, sacarose 5%, 

(NH4)2SO4 5% 

1270 17,6 
PHUTELA et al. 

(2005) 

Aspergillus 

cabonarUs CFTRI 

1047 

Farelo de trigo 

pH: nc1 

Umidade: 60% 

T: 30°C 

t: 77 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

não utilizou 480 6,23 SINGH et al. (1999) 

                                                 

nc: não controlado 
t: tempo 
T: temperatura 
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Microrganismo Substrato 
Condições de 

cultivo 

Suplementação da 

solução de 

umidificação 

(% p/v) 

Atividade máxima 

(U/g) 

Produtividade 

(U/g/h) 

 

Referência 

 

Aspergillus niger 

Ege-K-730 
Farelo de trigo 

pH: nc 

Umidade: 60% 

T: 30°C 

t: 48 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

não utilizou 390 8,1 TASKIN et al. (2008) 

Aspergillus niger BTL 
Casca de laranja livre 

de sólidos solúveis 

pH: 5 

Umidade: 90% 

T: 30°C 

- 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4, 1%, 

K2HPO4 0.3%, 

CaCl2.2H20 

0.05% MgSO4.7H20 

0.05% 

135,7 - MAMMA et al. (2008) 

Thermomucor 

indicae-seudaticae 

N31 

Bagaço de cana, 

farelo de trigo e 

bagaço de laranja 

(1:2:2) 

pH: nc 

Umidade: 70% 

T: 45°C 

t: 48 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 1%, 

MgSO4.7H20 1% 
108 2,25 MARTIN et al. (2010) 

Thermomucor 

indicae-seudaticae 

N31 

Farelo de trigo e 

bagaço de laranja 

(1:1) 

pH: nc 

Umidade: 70% 

T: 45°C 

t: 48 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 1%, 

MgSO4.7H20 1% 
105 2,19 MARTIN et al. (2010) 

Thermomucor 

indicae-seudaticae 

N31 

Farelo de trigo e 

bagaço de cana (1:1) 

pH: nc 

Umidade: 70% 

T: 45°C 

t: 48 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 1%, 

MgSO4.7H20 1% 
100 2,08 MARTIN et al. (2010) 
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Microrganismo Substrato 
Condições de 

cultivo 

Suplementação da 

solução de 

umidificação 

(% p/v) 

Atividade máxima 

(U/g) 

Produtividade 

(U/g/h) 

 

Referência 

 

PenicillUm 

viridicatum RFC3 

Farelo de trigo e 

polpa cítrica (1:1) 

pH: nc 

Umidade: 80% 

T: 28°C 

t: 336 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 0,1%, 

MgSO4.7H20 0,1% 
71,2 0,21 SILVA et al. (2005) 

Aspergillus niger 

DMF 45 
Cabeça de girassol 

pH: 5 

Umidade: 65% 

T: 34°C 

t: 96 horas 

Sistema: Garrafas de 

vidro 

Sacarose 6%, 

(NH4)2SO4 0,3% 
45,9 0,49 

PATIL e DAYANAND 

(2006) 

FusarUm moliniforme Casca de manga 

pH: nc 

Umidade: 58% 

T: 30°C 

t: 120 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

Peptona 1%, 

(NH4)2NO3 0,6%, 

MgSO4 0,05%, 

ZnSO4 0,06%, 

K2HPO4 0,4% 

43,2 0,36 KUMAR et al. (2010) 

Thermoascus 

aurantiacus 179-5 
Farelo de trigo 

pH: nc 

Umidade: 67% 

T: 50°C 

t: 96 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 0,1%, 

MgSO4.7H20 0,1%, 

NH4H2PO4 0,1% 

43 0,45 
MARTINS et al. 

(2002) 

Thermoascus 

aurantiacus 179-5 

Bagaço de cana 

(30%) e polpa cítrica 

(70%) 

pH: nc 

Umidade: 67% 

T: 50°C 

t: 96 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 0,1%, 

MgSO4.7H20 0,1%, 

NH4H2PO4 0,1% 

40 0,42 
MARTINS et al. 

(2002) 
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Microrganismo Substrato 
Condições de 

cultivo 

Suplementação da 

solução de 

umidificação 

(% p/v) 

Atividade máxima 

(U/g) 

Produtividade 

(U/g/h) 

 

Referência 

 

Thermoascus 

aurantiacus 179-5 

Bagaço de cana 

(30%) e farelo de 

trigo (70%) 

pH: nc 

Umidade: 67% 

T: 50°C 

t: 96 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

(NH4)2SO4 0,1%, 

MgSO4.7H20 0,1%, 

NH4H2PO4 0,1% 

37 0,38 
MARTINS et al. 

(2002) 

Aspergillus niger 

A2.26 
Farelo de trigo 

pH: 6,5 

Umidade: 61% 

2 etapas - 

t1: 30 h T: 30°C 

t2: 42 h T: 27°C 

Dextrose 13,87%, 

(NH4)2SO4 9,27% 
36,3 0,50 DEBING et al. (2006) 

Aspergillus niger CH4 Bagaço de cana 

pH: 4,5 

Umidade: 70% 

T: 35°C 

t: 72 horas 

Sistema: Biorreator 

de colunas com 

aeração 

Pectina 5,5%, 

(NH4)2SO4 4,5%, 

K2HPO4 2,3%, FeSO4 

0,1%, MgSO4.7H20 

0,7%, uréia 1,1%, 

glucose 10% 

35,0 0,49 
SOLIS-PEREYRA et 

al. (1996) 

Aspergillus sojae 

ATCC 20235 
Milho esmaga-do 

pH: nc 

Umidade: 50% 

T: 30°C 

t: 132 horas 

Sistema: Erlenmeyer 

não utilizou 29,1 0,22 USTOK et al. (2007) 
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Microrganismo Substrato 
Condições de 

cultivo 

Suplementação da 

solução de 

umidificação 

(% p/v) 

Atividade máxima 

(U/g) 

Produtividade 

(U/g/h) 

 

Referência 

 

Aspergillus niger CH4 Bagaço de cana 

pH: 4,5 

Umidade: 70% 

T: 35°C 

t:48 horas 

Sistema: Biorreator 

de colunas com 

aeração 

Pectina 5,5%, 

(NH4)2SO4 4,5%, 

K2HPO4 2,3%, FeSO4 

0,1%, MgSO4.7H20 

0,7%, uréia 1,1%, 

glucose 7% 

38,0 0,79 
SOLIS-PEREYRA et 

al. (1993) 

Aspergillus awamori Bagaço de uva 

pH: nc 

Umidade: 60% 

T: 30°C 

t: 24 horas 

Sistema: Placas de 

Petri 

não utilizou 25 1,04 
BOTELLA et al. 

(2005) 

Aspergillus awamori Grãos de trigo moídos 

pH: nc 

Umidade: 60% 

T: 30°C 

t: 48 horas 

Sistema: Placas de 

Petri 

não utilizou 9,6 0,2 
BLANDINO et al. 

(2002) 
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2.7.4 Obtenção do extrato enzimático 

 

A recuperação das pectinases produzidas por fungos filamentosos em FES é 

bastante simples, já que são enzimas extracelulares em sua maioria. Desta forma, 

uma simples extração aquosa com posterior separação mecânica da biomassa do 

substrato e micélio já é o suficiente para a obtenção do extrato bruto, que é utilizado 

nos ensaios de hidrólise.  

As metodologias usadas para a extração das pectinases em FES variam 

bastante. O solvente utilizado é, geralmente, água destilada ou tampão acetato em 

pH de 4 a 5, e a temperatura de extração varia de 4 a 45°C. O volume de solução 

utilizada, em mililitros, é de 5 a 20 vezes a massa de substrato seco, em gramas, e o 

tempo de exposição varia de 10 minutos a 1 hora, com ou sem agitação. Após a 

extração, a suspensão aquosa de sólidos é filtrada em tecido ou papel, ou é 

centrifugada (SINGH, RAMAKRISHNA e RAO, 1999; CASTILHO, MEDRONHO e 

ALVES, 2000). A extração aquosa é capaz de recuperar cerca de 85% da atividade 

enzimática do sólido fermentado. Para extrair atividades maiores, é necessário usar 

técnicas de multi-estágio e extração contracorrente (CASTILHO, ALVES e 

MEDRONHO, 1999). 

A adição do sólido fermentado diretamente no meio reacional, como foi 

proposto por Fernandes (2007), pode ser considerada. Com a utilização do sólido 

fermentado, em vez do extrato, aumenta-se a atividade pectinolítica por grama. Isto 

ocorre porque, além das enzimas extracelulares imobilizadas no micélio, também 

são aproveitadas as pectinases que estão ancoradas ao micélio, e que são perdidas 

quando se utiliza somente o extrato (AGUILAR e HUIRÓN, 1993; HERBERT et. al., 

2004). 

 

 

2.7.5 Determinação da atividade pectinolítica 

 

A atividade de pectinase reflete a capacidade de um extrato, que contém os 

diversos tipos de enzimas pectinolíticas, em degradar a pectina a ácido D-

galacturônico. A avaliação da atividade de pectinase é essencial para se estabelecer 

a quantidade de pectinases nos extratos produzidos em diferentes condições de 

fermentação.  
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De modo geral, esta atividade é determinada com base na diferença de 

concentração de açúcares redutores antes e depois da incubação do extrato 

enzimático em uma solução de pectina ou ácido-poligalacturônico, o que é um 

método simples e rápido. As atividades obtidas são expressas em unidade de 

atividade (U), que corresponde a um µmol de ácido D-galacturônico liberado por 

minuto. É comum relatar a atividade por mL do extrato ou por grama de substrato 

sólido seco em estudos de produção feitos em FES. Quando o substrato utilizado é 

o ácido poligalacturônico a atividade determinada é especificamente de exo-

poligalacturonases. 

Parâmetros importantes, como o tipo e a concentração do substrato 

utilizado, a temperatura e o pH do ensaio, e o tempo de incubação, são 

determinantes para o valor de atividade obtido. No entanto, é muito freqüente a 

utilização de diferentes condições para o ensaio por diferentes grupos de pesquisa, 

como mostra a Tabela 3, e isto dificulta uma comparação entre os resultados 

obtidos. Além disso, vários autores nem chegam a dar uma descrição completa das 

condições do ensaio.  
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TABELA 3 - CONDIÇÕES USADAS PARA A DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE            
           PECTINASE  

 

Microrganismo Substrato 

Concentração 
final do 
substrato 
(m/v) 

T 
(°C) 

t 
(min) 

pH 

Dosagem 
de 

açúcares 
redutores 

Referência 

Aspergillus niger Pectina 0,5% 45 15 4,5 DNS 
DÍAZ-

GODÍNEZ et 
al. (2001) 

Aspergillus 
awamori 

Pectina 0,33% 45 10 5,0 DNS 
BLANDINO et 

al. (2002) 

Thermoascus 
aurantiacus 

Pectina 0,8% 55 10 5,0 DNS 
MARTINS et 

al. (2002) 

Aspergillus niger 
Ác. 

poligal. 
0,2% 30 - 5,0 

Somogyi-
Nelson 

GREGORIO 
et al. (2002) 

Penicillium 
viridicatum 

Pectina 0,8% 50 10 5,5 DNS 
SILVA et al. 

(2005) 

Aspergillus niger Pectina 0,45% 45 30 4,5 DNS 
PATIL e 

DAYANAND 
(2006) 

Aspergillus sojae 
Ác. 

poligal. 
0,2% 26 - 6,6 - 

USTOK, TARI 
e GOGUS 

(2007) 

Aspergillus niger 
Ác. 

poligal. 
- 40 - 3,5 DNS 

MAMMA et al. 
(2008) 

Aspergillus sp. 
Ác. 

poligal. 
0,17% - 10 5,3 

Somogyi-
Nelson 

Taskin et al. 
(2008) 

Thermomucor 
indicae_seudaticae 

Pectina 1% 60 10 5,5 DNS 
Martin et al. 

(2010) 

Fusarium 
moniliforme 

Pectina 0,5% 40 30 4,5 DNS 
KUMAR et al. 

(2010) 

Penicillium 
griseoroseum 

Ác. 
poligal. 

0,75% 40 20 4,8 DNS 
TEIXEIRA et 

al. (2011) 

 Legenda: Ác. poligal.=ácido poligalacturônico, t=tempo, T=temperatura. 
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3 JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E ESTRATÉGIA DE AÇÃO 

 

3.1 JUSTIFICATIVA 

 

Como mencionado na introdução, este trabalho propõe a avaliação de duas 

estratégias para a produção de ácido D-galacturônico a partir de pectina em FES:  

(1) a produção de pectinases e hidrólise simultânea do substrato, que será 

denominado de PH-SIM e (2) a produção de pectinases para a aplicação seqüencial 

em um processo de hidrólise de um resíduo rico em pectinas, que será denominado 

de PH-SEQ.  

Existe uma literatura ampla referente à produção de pectinases utilizando 

diversos microrganismos, substratos, condições de cultivo e sistemas de 

fermentação, como já foi citado na Tabela 2, além de algumas estratégias para a 

extração das enzimas, citadas na seção 2.7.4. No entanto, a maioria das 

publicações refere-se à produção de pectinases em escala de bancada para 

posterior aplicação em hidrólise (PH-SEQ), a estratégia de produção de pectinases e 

hidrólise simultânea do substrato (PH-SIM), portanto, não foi muito abordada e 

possui um enorme potencial de aplicação em um processo de uma biorrefinaria. 

No processo convencional de PH-SIM, o ácido galaturônico é produzido por 

pectinases de linhagens selvagens de fungos filamentosos e retirado no pico 

máximo de concentração, antes do microrganismo consumi-lo totalmente (MAMMA, 

KOUTOGLOU e CHRISTALOPOULOS, 2008). Este trabalho propõe a avaliação da 

PH-SIM num processo inédito que emprega um microrganismo recombinante, o 

Aspergillus niger ATCC 1015 ∆gaaA. Este mutante não seria mais capaz de utilizar o 

ácido galacturônico como fonte de carbono para seu desenvolvimento, portanto, o 

ácido D-galacturônico acumularia no meio fermentado. Isto dispensaria a 

necessidade de balancear produção e consumo deste açúcar e permitiria a obtenção 

de maiores concentrações de produto. 

O processo de produção de pectinases para posterior hidrólise (PH-SEQ), a 

segunda abordagem, também foi estudado como uma alternativa para o processo da 

biorrefinaria. A seleção de uma linhagem com alta produção de pectinases em FES 

e otimização das condições de cultivo em escala de bancada é um ponto de partida 

necessário a estudos posteriores de cinética de fermentação e escalonamento do 

processo, os quais são escassos na literatura. 
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O sistema de FES foi escolhido para ambas as abordagens devido ao seu 

baixo custo de operação, já que é capaz de utilizar como substratos resíduos 

agroindustriais, possui maior produtividade volumétrica e ainda utiliza equipamentos 

menos sofisticados do que a fermentação submersa (PANDEY, SOCCOL e 

MITCHELL, 2000). Além disso, a produção de pectinases por FES não sofre 

repressão catabólica (SOLÍS-PEREYRA et al., 1993), e produz enzimas com 

algumas propriedades interessantes, como maior estabilidade à temperatura e pH 

(ACUÑA-ARGUELLES et al., 1994).  

 

 

3.2 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho é avaliar estratégias para a produção de 

pectinases em fermentação em estado sólido, visando à aplicação em um processo 

para a obtenção de ácido D-galacturônico em biorrefinarias. 

Os objetivos específicos são: 

1. Analisar as abordagens de fermentação e hidrólise simultânea (PH-

SIM) e fermentação e posterior hidrólise (PH-SEQ). 

2. Selecionar uma linhagem fúngica e um substrato para a produção de 

pectinases por FES para a abordagem de PH-SEQ.  

3. Otimizar as condições de cultivo do microrganismo para a produção 

de pectinases: composição da solução umedecedora, temperatura e 

tempo de fermentação em escala de bancada. 

 

 

3.3 ESTRATÉGIA DE AÇÃO 

 

3.3.1 Primeira abordagem: produção de pectinases e hidrólise simultânea  

 

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 próprio substrato, hidrolisando-o a ácido galacturônico. Normalmente, 

os fungos filamentosos que produzem pectinases também têm a capacidade de 
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consumir o ácido D-galacturônico liberado, através do ciclo do glioxilato e do 

metabolismo do glicerol, como apresentado na Figura 7. Para que este processo 

tenha aplicação prática, deve-se interromper a fermentação num ponto onde a 

produção do ácido D-galacturônico pelas pectinases atinge um alto rendimento, ou 

seja, antes que o consumo deste açúcar pelo fungo seja significativo (MAMMA, 

KOUTOGLOU, CHRISTALOPOULOS, 2008).  

 

  

FIGURA 7 - CATABOLISMO DO ÁCIDO D-GALACTURÔNICO EM Aspergillus niger 
          FONTE: MARTENS-USUNOVA (2008) 

 

Uma alternativa a esse processo seria a utilização de uma cepa 

recombinante que apresentasse uma boa produção de pectinases, mas que tivesse 

perdido a capacidade de consumir o ácido D-galacturônico produzido. O produto da 

hidrólise ficaria, portanto, acumulado no meio de fermentação. Esta abordagem foi 

proposta pelos pesquisadores da VTT, que são colaboradores deste trabalho. Para 

tanto, eles modificaram a cepa Aspergillus niger ATCC 1015, fazendo uma deleção 
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no gene da enzima ácido galacturônico redutase (gaaA), que é a primeira enzima da 

via do catabolismo deste açúcar, criando a cepa A. niger ATCC 1015 ∆gaaA. Sem 

esta enzima, o ácido D-galacturônico não pode ser convertido ao L-galacturonato, 

que é o próximo intermediário da via. 

Para garantir que a transformação da cepa A. niger ATCC 1015 ∆gaaA foi 

feita com sucesso, os pesquisadores fizeram a análise dos produtos de transcrição 

por PCR quantitativa, onde foi verificado a ausência da transcrição do gene 

deletado, em um cultivo realizado em meio líquido (MOJZITA et. al, 2010). Como 

este estudo foi feito em parceria, coube ao Laboratório de Tecnologia Fermentativa e 

Enzimática da UFPR desenvolver a parte aplicada do projeto de cooperação, 

testando a acumulação do ácido D-galacturônico em FES. 

A cepa selvagem A. niger ATCC 1015 já foi objeto de inúmeras publicações 

e foi utilizada na primeira patente de um processo para a produção de ácido cítrico 

no início do século 20. Teve seu genoma completamente seqüenciado em 2006 pelo 

Programa de Genoma Microbiano (MGP) do Departamento de Energia dos Estados 

Unidos (DOE) e é foco de inúmeros estudos de biologia molecular aplicado ao 

desenvolvimento de processos fermentativos (BAKER, 2006). Por estas razões foi a 

cepa escolhida pelos pesquisadores da VTT para ser a linhagem parental da cepa 

recombinante A. niger ATCC 1015 ∆gaaA. 

 

 

3.3.2 Segunda abordagem: produção de pectinases e hidrólise seqüencial 

 

A estratégia PH-SEQ, que envolve a produção de pectinases em condições 

otimizadas para um alto rendimento, com a extração das enzimas para posterior 

aplicação em hidrólise é a abordagem mais comum encontrada na literatura para a 

produção de ácido D-galacturônico. Tem a vantagem de fazer a fermentação e a 

hidrólise em suas condições ideais, que não são as mesmas para os dois processos.  

O processo fermentativo deve ser adequado à produção de uma grande 

quantidade da enzima de interesse. No caso específico das pectinases produzidas 

por FES, muitos substratos são apropriados à produção de um alto rendimento de 

pectinases, inclusive resíduos agroindustriais de baixo custo.  

Nesta etapa foram avaliados alguns desses resíduos, como o bagaço de 

laranja lavado e não lavado, e o farelo de trigo, pois são reconhecidamente bons 
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substratos para a produção de pectinases. Diversos microrganismos e substratos 

foram então avaliados para se identificar qual seria a melhor combinação para uma 

alta produção 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 

gênero Aspergillus que foi isolado durante este trabalho, mas que ainda não foi 

identificado. Todas as linhagens são selvagens e estão mostradas na Figura 8. 

 

 

 

 

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

 

A linhagem A. niger CH4 foi isolada da casca do café (AGUILAR e HUIRÓN, 

1987). A linhagem A. niger AW96 também foi isolada da casca do café e foi 

selecionada por sua capacidade de se desenvolver em um nível mais baixo de 

atividade de água (aw=0,960) (ANTIER et al., 1993). A linhagem A. niger AD96 é 

mutante produzido por radiação UV de isolados da casca do café resistentes a baixa 

atividade de água e foi selecionada por sua capacidade de crescer em meio 

contendo 2-deoxi-glucose (ANTIER et al., 1993). Este composto é um repressor 

A. niger AW96 

A. niger CH4 

A. niger AD96 

A. niger ATCC1015 

Aspergillus sp. 
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catabólico em fungos, não metabolizável, e sua utilização geralmente seleciona 

fungos desrreprimidos e hiperprodutores de enzimas extracelulares (COSTA e 

UDEN, 1980). 

Após a seleção da melhor combinação microrganismo/substrato, foi feita um 

refinamento do processo de produção de pectinase para aumentar a produtividade 

do processo. Nesta etapa foram modificadas a temperatura, a composição da 

solução salina, e também se escolheu o tempo de fermentação apropriado. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MICRORGANISMOS 

 

As linhagens Aspergillus niger ATCC 1015 e A. niger ATCC 1015 ∆gaaA 

foram gentilmente cedidas pela VTT, Finlândia. 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-

González, da Universidad Autonoma Metropolitana de Iztapalapa, México. Outra 

linhagem, do gênero Aspergillus, que será referida como Aspergillus sp., é selvagem 

e foi isolada durante este estudo a partir da casca do maracujá, como descrito a 

seguir. 

Cascas de maracujá apodrecidas, adquiridas em uma verdureira em Curitiba-

PR, foram lavadas com uma solução 0,01% de Tween 20. Uma alíquota de 0,3 mL 

desta solução foi distribuída em placas de Petri contendo meio sólido seletivo com a 

pectina cítrica como única 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 obtenção de uma morfologia uniforme.  

A identificação a nível de gênero foi feita observando-se as estruturas 

microscópicas por técnica de microcultivo (KLICH e PITT, 1988). Para tanto, uma 

placa de Petri contendo uma lâmina, uma lamínula e um chumaço de algodão foi 

esterilizada em autoclave por 15 min a 120°C. Após a geleificação, o meio foi 

inoculado com o fungo isolado. A lamínula foi colocada sobre a lâmina e 

pressionada contra a gota de BDA. O chumaço de algodão foi molhado para evitar o 

ressecamento do meio. A placa foi então fechada e o microcultivo foi incubado em 

estufa a 30°C por 48 horas. Após a incubação, a lâmina foi observada em 

microscópio óptico utilizando-se um aumento de 400X.  

 

 

4.2 MANUTENÇÃO 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 solução estéril de glicerol 15% (v/v) para a 

manutenção a -20°C. 

 

 

4.3 FERMENTAÇÃO NO ESTADO SÓLIDO - PROCEDIMENTOS GERAIS 

 

Os seguintes procedimentos gerais foram utilizados nos experimentos tanto 

da produção de pectinases e hidrólise simultânea (PH-SIM), quanto da produção de 

pectinases e hidrólise seqüencial (PH-SEQ), exceto quando informado o contrário. 

 

 

4.3.1 Solução de umidificação 

 

A solução de umidificação foi usada para o ajuste da umidade dos substratos 

de FES e para a coleta dos esporos. Contém (m/v): K2HPO4 0,3%, (NH4)2SO4 1,3%, 

MgSO4.7H20 0,5%, KCl 1%, FeSO4.7H20 0,009%, e foi esterilizada a 120°C por 15 

minutos. Esta solução foi previamente testada para a produção de pectinases por A. 

niger CH4 em meio sólido contendo bagaço de laranja e bagaço de cana no 

Laboratório de Tecnologia Enzimática e Biocatálise (BARON, 2010).   

 

 

4.3.2 Preparo do inóculo 

 

Para o preparo da solução 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. Após a esporulação, foi feita a coleta desses esporos em 40 mL de solução 

salina com a raspagem do micélio com um bastão de vidro. A suspensão de esporos 

foi filtrada para remover resíduos de meio e micélio através de um funil recoberto 

com tecido de musselina. A solução de esporos resultante foi contada em Câmara 

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

 

Foram utilizados os seguintes resíduos agroindustriais nos ensaios de FES: 

bagaço de laranja seco não lavado (BLNL), bagaço de laranja lavado (BLL), bagaço 

de cana (BC) e farelo de trigo (FT). 

O bagaço de laranja, proveniente da extração 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 bagaço de cana foi fornecido pela Indústria 

Melhoramentos, Jussara-PR.  

O bagaço de cana foi peneirado para obtenção de partículas entre 1,7 e 1 

mm. O bagaço de laranja foi seco em estufa de circulação de ar a 70°C por 48 h e 

triturado em moinho de facas utilizando peneira de 6 mm. Para a obtenção do 

bagaço de laranja lavado, o bagaço de laranja seco e triturado foi submetido à 

lavagem com água de torneira e filtrado por 3 vezes. O bagaço lavado foi seco e re-

triturado nas mesmas condições do bagaço não lavado. 

A umidade inicial dos substratos foi determinada em balança 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 tampão de algodão, e esterilizados em autoclave (120°C por 15 

minutos). A solução de esporos foi adicionada ao substrato estéril no volume 

necessário para atingir a concentração adequada de esporos (107 esporos/g de 

substrato seco) e, a seguir, foi feita a adição da solução salina, de modo que a 

umidade final do substrato fosse de 70% (m/m, base úmida). O substrato inoculado 

e umidificado foi misturado com um bastão de vidro e os cultivos foram incubados 

em estufa a 30°C. 
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4.3.5 Extração 

 

Foi obtido um extrato bruto dos sólidos fermentados adicionando-se, a cada 

frasco de Erlenmeyer com 5 g de substrato seco, 100 mL de água destilada, nos 

ensaios de PH-SIM, ou 100 mL de tampão acetato 200 mM, pH 4,5, nos ensaios de 

PH-SEQ. A extração foi feita a 200 rpm, a 4°C, por 1 h. 

 

 

4.3.6 Determinação da atividade de pectinases 

 

Para os ensaios enzimáticos, 0,5 mL de extrato bruto foram incubados com 

0,5 mL de solução de 0,5% de pectina cítrica (Sigma, 75% de metilação), por 40 

minutos a 37°C. Um ensaio onde foi adicionada a solução de substrato apenas após 

a incubação foi utilizado como controle do experimento em cada condição. Todos os 

ensaios foram feitos em duplicata. A liberação de açúcares redutores foi analisada 

por uma modificação no método de DNS (Miller, 1959, EMBRAPA 2009) utilizando 

uma curva-padrão de ácido D-galacturônico variando de 0 a 2 g/L. A atividade 

pectinolítica total foi expressa em µmol de ácido D-galacturônico liberado por minuto 

(U), por grama de substrato sólido seco. 

 

 

4.3.7 Determinação da concentração de ácido D-galacturônico no extrato 

 

A determinação da concentração de ácido D-galacturônico nos ensaios de 

PH-SIM foi feita por HPLC, pelo método de Filisetti-Carpita ou por UDH. 

A determinação por HPLC foi feita utilizando a coluna de troca iônica Bio-Rad 

Fast Acid 87H e detector de índice de refração Waters 410, cedido pelo Laboratório 

de Química de Fitobiomassa, do Departamento de Química, da UFPR. A fase móvel 

utilizada foi H2SO4 2,5 mM, com vazão de 0,5 mL por minuto, na temperatura de 

55°C. 

A determinação de ácidos urônicos por Filisetti-Carpita (FILISETTI-COZZI e 

CARPITA, 1991) é um método espectrométrico baseado na reação dos ácidos 

urônicos com o reagente m-hidroxi-difenil, cujo produto é detectável a 525 nm e 

pode ser quantificado utilizando-se uma curva padrão de ácido D-galacturônico. 
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Como a quantidade de outros ácidos urônicos na amostra é desprezível, pode-se 

considerar que todo ácido urônico detectado corresponde ao ácido D-galacturônico. 

Este método envolve uma etapa de hidrólise química e, portanto, determina a 

quantidade total de ácido urônico (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 

µL de ácido sulfâmico 4 M, pH 1,6 e, em seguida, agitados em vortex. Foi adicionado 

em todos os tubos 2,4 mL de uma solução de tetraborato de sódio 75 mM (em ácido 

sulfúrico). Os tubos foram revestidos com papel alumínio 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 µL de uma solução 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 gentilmente e a leitura foi feita em 

espectrofotômetro a 525 nm, num intervalo entre 10 e 50 min após a adição do m-

hidroxi-difenil. Para a quantificação, foi construída uma curva padrão 0 a 125 mg/L 

de ácido D-galacturônico. 

 O método do UDH é um método espectrofotométrico para a dosagem dos 

ácidos galacturônico e glucurônico que foi implementado pela primeira vez por Moon 

et al. (2009). É baseado na reação de oxidação específica da enzima uronato 

desidrogenase (UDH) de Agrobacterium tumefaciens com os ácidos urônicos ácido 

D-galacturônico e ácido glucurônico livres no meio reacional. A reação envolve a 

redução de um mol de NAD+ para NADH para cada mol de substrato oxidado, que 

pode ser acompanhada por espectrofotômetro. Para o procedimento foi utilizado 10 

µL da enzima UDH (clonada em E. coli e purificada pela VTT) com 6 U de atividade 

de redução (1 U = 1 µmol de NADH produzido por min), 10 µL de NAD+ na 

concentração de 100 mM e 100 a 10 µL de amostra. O volume foi completado para 1 

mL com tampão Tris-HCl 100 mM, pH 8. A reação correu por 20 minutos em 

temperatura ambiente e a leitura foi feita em cubeta de quartzo em 

espectrofotômetro a 340 nm. Para a quantificação foi utilizada uma curva-padrão 

variando de 0 a 30 mg/L de ácido D-galacturônico. 
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4.4 PRODUÇÃO DE PECTINASES E HIDRÓLISE SIMULTÂNEA  

 

4.4.1 Produção e hidrólise simultânea em FES 

 

Para os experimentos de PH-SIM, foi avaliada a cinética de produção de 

pectinases e a produção de ácido D-galacturônico em FES pelos dois 

microrganismos, o A. niger ATCC 1015 (selvagem) e o A. niger 1015 ∆gaaA 

(recombinante). Para tanto, foi utilizado o meio sólido desenvolvido por Acuña-

Arguelles et al. (1993) que dispensa a solução umedecedora descrita na seção 

4.3.1. Esse meio é composto por pectina solubilizada em solução de sais, com 

bagaço de cana como suporte para o crescimento. Utilizou-se para cada ensaio 5 g 

de bagaço de cana, 0,16 g de K2HPO4, 0,31 g de (NH4)2SO4, 0,005 g de 

MgSO4.7H20, 0,007 g de FeSO4.7H20, 0,07 g de uréia, 0,4 g de pectina, 0,51 g de 

sacarose e 11 g de água. A solução de pectina foi pasteurizada a 70°C por 1 hora. 

Porções de 5 g de bagaço de cana (massa seca) foram distribuídas em frascos de 

Erlenmeyers de 250 mL, que foram arrolhados e autoclavados a 120°C por 15 

minutos. Os substratos foram misturados à solução de pectina, inoculados conforme 

a seção 4.3.3, e incubados a 30°C. Cada fermentação foi feita em triplicata, 

retirando-se amostras em intervalos de aproximadamente 12 horas. A extração e a 

avaliação da atividade de pectinases foram realizadas conforme descritas nas 

seções 4.3.5 e 4.3.6, respectivamente. A produção de ácido D-galacturônico de cada 

ensaio foi avaliada tanto pelo método de Filisetti-Carpita e quanto pelo método de 

UDH, descritas na seção 4.3.7. 

Os experimentos de PH-SIM foram repetidos utilizando-se como substrato 

uma mistura de bagaço de laranja lavado (BLL) ou bagaço de laranja in natura 

(BLNL) a 70% (m/m) e bagaço de cana (BC) a 30% (m/m), totalizando-se 5g de 

substrato (massa seca) por ensaio. Cada condição foi feita em triplicata, com a 

retirada de amostras em intervalos de aproximadamente 12 horas. As condições de 

cultivo, extração e avaliação da atividade de pectinases foram realizadas conforme 

descritas na seção 4.3.  

 

 

 

 



 55 

4.4.2 Produção e hidrólise simultânea em fermentação submersa 

 

Também foi avaliada a cinética de produção de pectinases e acúmulo de 

ácido D-galacturônico em meio líquido. 

O meio líquido utilizado foi o meio mínimo de Vogel (VOGEL, 1956), contendo 

2% (v/v) de sais de Vogel (VOGEL, 1956) (m/v: K2HPO4 10%; MgSO4.7H2O 1%; 

ácido cítrico 0,025%; CaCl.2H2O 0,5%; ZnSO4.7H2O 0,025%; CuSO4.5H2O 0,001%; 

Fe(NH4)2(SO4)2.6H20 0,005%; MnSO4.H2O 0,0002%; H3BO3 0,0002%; 

Na2MoO4.2H2O 0,0002%), suplementado com pectina 1,5% (m/v) como única fonte 

de carbono e esterilizado a 120 °C por 15 min. Foram distribuídas alíquotas de 100 

mL do meio líquido em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, que foram inoculados com 

107 esporos/mL e mantidos em incubadora a 30°C sob agitação de 200 rpm. Em 

intervalos de aproximadamente 12 horas, três frascos inteiros foram removidos para 

análise. A avaliação da atividade de pectinase foi feita conforme descrito na seção 

4.3.6, com a exceção de que o resultado foi expresso em U/mL. A determinação da 

concentração de ácido D-galacturônico na amostra foi feita tanto pelo método de 

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

 

 

4.5 PRODUÇÃO DE PECTINASES E HIDRÓLISE SEQÜENCIAL  

 

4.5.1 Seleção da melhor combinação microrganismo/substrato 

 

Todas as cepas selvagens disponíveis, listadas na seção 4.1, foram 

cultivadas em FES nos seguintes substratos: farelo de trigo, bagaço de laranja in 

natura e bagaço de laranja lavado, todos na proporção de 70% (m/m) com 30% 

(m/m) de bagaço de cana. Os cultivos, feitos em triplicata para cada condição, foram 

avaliados quanto à atividade de pectinases produzidas em 24 horas. As demais 

condições de cultivo, extração e avaliação da atividade de pectinases foram 

realizadas conforme descritas na seção 4.3. 

 

 

 

 



 56 

4.5.2 Refinamento das metodologias 

 

Para avaliação das condições de extração, foi feita uma fermentação no 

estado sólido pelo tempo de 48 horas, com o microrganismo A. niger CH4, 

utilizando-se como substratos o farelo de trigo (70% m/m) e bagaço de cana (30% 

m/m), nas condições de fermentação descritas na seção 4.3.4. Variou-se o tempo 

(30 ou 60 minutos), a temperatura (4 ou 30°C) e o volume de extração (50 ou 100 

mL), levando-se em conta as condições mais utilizadas na literatura. A solução 

tampão acetato 200 mM pH 4,5 e a agitação de 200 rpm foram mantidas como 

descritas na seção 4.3.5.  

Para a avaliação das condições de determinação da atividade de pectinases, 

de modo semelhante ao experimento anterior, foi feita uma fermentação no estado 

sólido em 48 horas, com o microrganismo A. niger CH4, utilizando como substratos o 

farelo de trigo (70%) e bagaço de cana (30%), nas condições de fermentação 

descritas na seção 4.3.4. A extração foi feita normalmente, de acordo com a seção 

4.3.5.  O tempo (10, 20 ou 40 minutos), a temperatura de incubação (37, 45 ou 

50°C) e a concentração de pectina na solução de substrato (0,5 ou 1%) foram 

variadas de acordo com as condições mais utilizadas na literatura. As demais 

condições da análise foram mantidas de acordo com a seção 4.3.6. 

 

 

4.5.3 Refinamento das condições de cultivo 

 

Para os ensaios de refinamento das condições de cultivo foram testadas a 

influência da temperatura e os componentes da solução salina. O meio sólido 

utilizado foi o bagaço de laranja lavado (70%) e bagaço de cana (30%) e o 

microrganismo foi o Aspergillus sp., isolado da casca do maracujá.  

As temperaturas testadas foram 25, 30, 35 e 40°C fazendo-se uma cinética 

de produção de pectinases com tempos variando de 12 a 62 h com intervalos de 

aproximadamente 12 h. Foram utilizadas as condições padrão de cultivo em FES, 

descritas nas seções 4.3.1 a 4.3.4.  

Para o estudo do efeito dos componentes da solução salina (descrita na 

seção 4.3.1), foram feitas soluções modificadas, com um componente da solução 

sendo excluído por vez, além de uma solução controle, mantendo-se a composição 
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original, uma solução controle com a adição de 0,04% (v/v) da solução de 

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

nitrogênio e um tratamento contendo apenas água (H2O), descritos na Tabela 4.  

 

TABELA 4 - COMPOSIÇÃO DAS SOLUÇÕES SALINAS UTILIZADAS PARA O 
          ENSAIO DE OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

K2HPO4 (% m/v) 
(NH4)2SO4 

(% m/v) 
MgSO4.7H2O 

(% m/v) 
KCl 

(% m/v) 
FeSO4.7H2O 
(% m/v) 

outro 

0,3 1,3 0,5 1 0,009 - 

- 1,3 0,5 1 0,009 - 

0,3 - 0,5 1 0,009 - 

0,3 1,3 - 1 0,009 - 

0,3 1,3 0,5 - 0,009 - 

0,3 1,3 0,5 1 - - 

0,3 1,3 0,5 1 0,009 
+ micro- 

nutrientes 

- 1,3 - - - - 

- - - - - - 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 PRODUÇÃO DE PECTINASES E HIDRÓLISE SIMULTÂNEA DE UM 

SUBSTRATO RICO EM PECTINA  

 

5.1.1 Produção de pectinases pelas cepas selvagem e recombinante em diferentes 

meios sólidos 

 

A primeira questão a ser respondida no que diz respeito à viabilidade da 

estratégia de "produção e hidrólise simultânea" (PH-SIM) é se a cepa recombinante 

A. niger ATCC 1015 ∆gaaA manteria a sua eficiência em produzir pectinases em 

relação à cepa selvagem A. niger ATCC 1015, o que seria essencial para a 

viabilidade do processo. Para tanto, a cinética de produção de pectinases em FES 

foi caracterizada, primeiramente utilizando-se o meio definido contendo pectina 

purificada, sais e bagaço de cana como suporte, desenvolvido por Acuña-Arguelles 

et al. (1995) (seção 4.4.1). Os resultados estão apresentados na Figura 9. 
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*As barras representam o erro padrão das médias 

Legenda: Selvagem (□) Recombinante (■) 

FIGURA 9 - CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE PECTINASES PELAS CEPAS 
SELVAGEM E RECOMBINANTE EM MEIO SÓLIDO DE ACUÑA-
ARGUELLES  

 

Ambas as cepas produziram um perfil de produção de pectinases bastante 

semelhante no meio sólido de Acuña-Arguelles, com os picos de atividade ocorrendo 
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por volta das 36 horas de cultivo. A similaridade dos perfis de produção indica que a 

transformação do microrganismo não alterou significativamente a sua capacidade de 

produção de pectinases em FES.  

Apesar de ser útil para avaliar a capacidade de produção de pectinases de 

um microrganismo em FES, o meio de Acuña-Arguelles não é aplicável à escala 

industrial por ser um meio definido e dispendioso. Decidiu-se, portanto, repetir o 

experimento em outros meios sólidos, desta vez, contendo bagaço de laranja, que é 

um resíduo agroindustrial rico em pectina, barato e abundante no Brasil. 

O bagaço de laranja foi utilizado de duas formas: in natura, ou seja, sem pré-

tratamentos, e lavado, para retirar os açúcares solúveis e aumentar o conteúdo de 

pectina na massa seca. De modo semelhante ao que ocorreu no meio sólido de 

Acuña-Arguelles, a cinética de produção de pectinases das duas cepas foi bastante 

semelhante para cada um dos meios contendo bagaço de laranja (Figura 10).  
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*As barras representam o erro padrão das médias 

Legenda: Cepa selvagem em bagaço de laranja lavado (□), cepa selvagem em bagaço de laranja não 
lavado (∆), cepa recombinante em bagaço de laranja lavado (■), cepa recombinante em bagaço de 
laranja não lavado (▲) 
 
FIGURA 10 - CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE PECTINASES PELAS CEPAS 

SELVAGEM E RECOMBINANTE EM MEIO SÓLIDO CONTENDO 
RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS BAGAÇO DE LARANJA LAVADO 
E BAGAÇO DE LARANJA NÃO LAVADO  

 

Com a lavagem do bagaço de laranja obteve-se um efeito negativo na 

atividade de pectinases obtida pelas cepas. Isso ocorreu provavelmente porque os 

açúcares solúveis (glucose, frutose e sacarose) que foram retirados são fontes de 
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carbono facilmente assimiláveis e, portanto, propiciam um crescimento rápido da 

biomassa, e que não causam repressão catabólica em FES (SOLIS-PEREYRA et 

al., 1993; ACUÑA-ARGULLES et al., SOLIS-PEREYRA et al., 1996).  

 

 

5.1.2 Análise da produção de ácido D-galacturônico no sólido fermentado 

 

O objetivo desta etapa do trabalho foi estabelecer se o processo de PH-SIM 

em fermentação sólida levaria ao acúmulo de ácido D-galacturônico. Em vista disso, 

primeiramente foi analisado o crescimento das cepas selvagem e recombinante em 

meio Acuña-Arguelles e em meio contendo bagaço de laranja não lavado. As 

metodologias utilizadas para a detecção deste açúcar no extrato da fermentação 

sólida foram o HPLC, e o método de Filisetti-Carpita (seção 4.3.7). 

A Figura 11 corresponde à uma fermentação sólida em meio Acuña-

Arguelles, onde a dosagem de ácidos urônicos foi feita pelo método de Filisetti-

Carpita. O método de Filisetti-Carpita detecta não somente o ácido D-galacturônico 

livre, mas também a pectina remanescente na amostra, já que a pectina não 

hidrolisada enzimaticamente é hidrolisada na etapa de hidrólise química intrínseca 

ao método.  

Quando a primeira amostra foi removida em 15 h, a cepa selvagem já havia 

hidrolisado uma grande proporção da pectina e consumido uma grande proporção 

do ácido D-galacturônico liberado, enquanto que para a cepa recombinante o ácido 

D-galacturônico total (livre + liberado da pectina) ainda estava alto (Figura 11). Por 

outro lado, de 24 h em diante, o ácido D-galacturônico total passou a ser baixo para 

ambas as espécies. Isto demonstra que a cepa recombinante é capaz de consumir 

não somente a pectina, mas também o ácido galacturônico liberado durante a 

hidrólise da pectina. 

Este experimento foi repetido em meio sólido contendo bagaço de laranja, 

cujo extrato foi analisado por HPLC, que detecta o ácido galacturônico livre, com os 

resultados mostrados na Figura 12. Mais uma vez, observou-se que os perfis de 

ácido D-galacturônico foram semelhantes para ambas as cepas, confirmando que a 

cepa recombinante consume o ácido D-galacturônico, em vez de acumulá-lo no 

meio sólido.  
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*As barras representam o erro padrão das médias 

Legenda: Selvagem (□) Recombinante (■) 

FIGURA 11 - PRODUÇÃO E CONSUMO DO ÁCIDO D-GALACTURÔNICO PELAS 
CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE, A PARTIR DA PECTINA 
PURIFICADA NO MEIO SÓLIDO ACUÑA-ARGUELLES, UTILIZANDO 
O MÉTODO DE DOSAGEM DE ÁCIDOS URÔNICOS DE FILISETTI-
CARPITA 

 

0

5

10

15

20

25

30

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (h)

C
o
n
c
e
n
tr
a
ç
ã
o
 d
e
 g
a
lA
 n
o
 s
ó
li
d
o
 

fe
rm

e
n
ta
d
o
 (
m
g
 g
a
lA
/g
) 

 

*As barras representam o erro padrão das médias 

Legenda: Selvagem (□) Recombinante (■) 

FIGURA 12 - PRODUÇÃO E CONSUMO DO ÁCIDO D-GALACTURÔNICO PELAS 
CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE, A PARTIR DO BAGAÇO 
DE LARANJA, UTILIZANDO O MÉTODO DE DOSAGEM DE 
ÁCIDOS URÔNICOS POR HPLC 
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Outras duas repetições foram feitas e em nenhuma delas foi possível 

observar o acúmulo do produto. Este resultado leva à conclusão inequívoca de que 

a cepa recombinante, apesar da deleção do gene gaaA, ainda é capaz de 

catabolizar o ácido D-galacturônico para seu crescimento, não sendo, portanto, útil 

para o processo de PH-SIM em fermentação sólida como foi inicialmente proposto. 

 

 

5.1.3 Análise da produção de ácido D-galacturônico em meio líquido 

 

Considerando que a expressão gênica em FES e FS é consideravelmente 

diferente (BIESEBEKE et al., 2005; FAVELA-TORRES, VOLKE-SEPÚLVEDA e 

VINIEGRA GONZALES, 2006; ODA et al., 2006; BARRIOS-GONZÁLEZ et al., 2008) 

foram avaliados os comportamentos das cepas selvagem e recombinante também 

em meio líquido. Da mesma forma como foi feito em FES, primeiramente foi testada 

a produção de pectinases. O meio líquido utilizado consistiu de pectina solubilizada 

como fonte de carbono e sais de Vogel.  

A Figura 13 apresenta a produção de pectinases em meio líquido pelas 

cepas selvagem e recombinante. Ao contrário do que foi visto em meio sólido, em 

que a produção de pectinases pelas duas cepas foi muito semelhante, em meio 

líquido observou-se uma significativa diferença nos perfis de atividade pectinolítica 

entre as linhagens, com a cepa selvagem produzindo mais atividade. 

Comparativamente à fermentação sólida, onde atividade pectinolítica já 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 produção do ácido D-galacturônico 

pelas linhagens selvagem e recombinante em meio líquido. As Figuras 14 e 15 

mostram os resultados de duas fermentações diferentes e demonstram que a cepa 

recombinante não é capaz de catabolizar o ácido D-galacturônico eficientemente, 

pelo menos até as primeiras 62 horas. Por outro lado, neste intervalo a cepa 

selvagem já consumiu o ácido D-galacturônico totalmente. Assim, conclui-se que a 

cepa recombinante é adequada para o acúmulo de ácido D-galacturônico em meio 

líquido. 
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*As barras representam o erro padrão das médias 

Legenda: Selvagem (□) Recombinante (■) 

FIGURA 13 - PRODUÇÃO DE PECTINASES EM MEIO LÍQUIDO PELAS CEPAS 
SELVAGEM E RECOMBINANTE  
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*As barras representam o erro padrão das médias 

Legenda: Selvagem (□) Recombinante (■) 

FIGURA 14 - PRODUÇÃO E CONSUMO DE ÁCIDO D-GALACTURÔNICOS EM 
MEIO LÍQUIDO PELAS CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE 
UTILIZANDO O MÉTODO DE DOSAGEM DE ÁCIDOS URÔNICOS 
DE FIZZETI-CARPITA 
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*As barras representam o erro padrão das médias 

Legenda: Selvagem (□) Recombinante (■) 

FIGURA 15 - PRODUÇÃO E CONSUMO DE ÁCIDO D-GALACTURÔNICOS EM 
MEIO LÍQUIDO PELAS CEPAS SELVAGEM E RECOMBINANTE 
UTILIZANDO O MÉTODO DO UDH 

 

A incapacidade da cepa recombinante em catabolizar o ácido D-

galacturônico explica a menor produção de pectinases por esta cepa em meio 

líquido, quando comparada à cepa selvagem. Com a exceção de uma quantidade 

desprezível de ácido cítrico, a fonte de carbono neste meio é a pectina cítrica, que, 

por sua vez, possui aproximadamente 75% (m/m) de ácido D-galacturônico em sua 

composição. A menor disponibilidade de fontes de carbono para o seu crescimento 

explica porque a cepa recombinante produziu menos pectinases.  

Como conclusão principal desta seção verificou-se que não é possível 

aplicar a cepa A. niger ATCC 1015 ∆gaaA em um processo de PH-SIM para o 

acúmulo de ácido D-galacturônico em FES. Apesar do gene gaaA ter sido deletado 

eficientemente na cepa recombinante, conforme foi constatado pela análise dos 

produtos de transcrição (MOJZITA et al., 2010) e confirmado pelos experimentos de 

fermentação em meio líquido do presente trabalho, ainda há dúvidas se a enzima 

ácido D-galacturônico redutase (GAAA), codificada pelo gene gaaA, é a única 

responsável pela redução do ácido D-galacturônico em FES.  

Uma hipótese levantada para este consumo inesperado do ácido D-

galacturônico pela cepa recombinante em FES foi a possibilidade de outro gene, o 

gar1, estar sendo expresso neste sistema (Peter Richard - comunicação pessoal). 
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Esse gene foi identificado e estudado primeiramente em Trichoderma reseei e 

codifica para uma isoenzima da galacturonato redutase. O gar1 também foi 

detectado no genoma de A. niger, mas não é expresso em meio líquido neste 

microrganismo, ao contrário do que ocorre em T. reseei (MARTENS-UZUNOVA, 

2008). Por outro lado, a expressão do gene gar1 em FES explicaria o consumo do 

ácido D-galacturônico pelo A. niger ATCC 1015 ∆gaaA 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 ácido D-galacturônico na cepa recombinante aqui estudada, 

desenvolveram seus trabalhos em fermentação líquida. Para dar base à aplicação 

de cepas recombinantes em FES para a produção de ácido D-galacturônico, são 

necessários estudos básicos abrangendo a expressão de genes do catabolismo do 

ácido galacturônico também em FES. Um primeiro passo seria verificar se o gene 

gar1 está sendo expresso diferencialmente em FS e FES e estudar se é possível 

acumular ácido galacturônico em FES utilizando uma cepa recombinante com a 

deleção dos dois genes gaaA e gar1.  

 

 

5.2 PRODUÇÃO DE PECTINASES POR FES PARA HIDRÓLISE SEQUENCIAL DE 

UM SUBSTRATO RICO EM PECTINA 

 

A produção de pectinases por FES para a utilização seqüencial em hidrólise 

(PH-SEQ) foi desenvolvida paralelamente à hidrólise simultânea (PH-SIM). O 

objetivo principal desta etapa foi a obtenção de elevados valores de atividade de 

pectinases visando a aplicação do processo de PH-SEQ em uma biorrefinaria de 

hidrólise de resíduos pécticos. A etapa de hidrólise propriamente dita, utilizando as 

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

grupo. 

 

 

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

 

Os primeiros estudos de produção de pectinases no Laboratório de 

Tecnologia Fermentativa e Enzimática foram feitos por Baron (2010) com a cepa A. 
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niger CH4 em meio sólido constituído por uma mistura de bagaço de cana e bagaço 

de laranja. A otimização das condições de cultivo, quanto à umidade inicial, 

concentração da fonte nitrogênio e proporção de bagaço de cana utilizado, 

possibilitou a obtenção de atividades de cerca de 10-16 U/g e produtividade máxima 

de 0,42 U.g-1.h-1. Este resultado ficou aquém do obtido por Acuña-Arguelles et al. 

(1995), que atingiu 72 U/g de atividade máxima e 1,5 U.g-1.h-1 de produtividade com 

esta mesma linhagem em meio sólido Acuña-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 produção de pectinases por A. niger CH4 

em diferentes meios sólidos: o meio de Acuña-Arguelles, os meio sólidos contendo 

bagaço de laranja lavado (BLL) e bagaço de laranja não lavado (BLNL), bem como o 

meio sólido contendo farelo de trigo (FT) (seção 4.5.1). O farelo de trigo foi testado 

por ter apresentado bons resultados para a produção 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 padrão das médias. 

Legenda: Meios sólidos Acuña-arguelles (■), farelo de trigo (◊), bagaço de laranja não lavado(▲), 
bagaço de laranja lavado (○) 
 
FIGURA 16 - CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE PECTINASES POR A. niger CH4 EM 

DIFERENTES MEIOS SÓLIDOS  
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O meio Acuña-Arguelles foi o que obteve os maiores valores de atividade, de 

até 15 U/g, em 40 horas (Figura 18). Este resultado já era esperado, pois o meio 

Acuña-Arguelles é um meio de referência para a produção de pectinases pela cepa 

A. niger CH4. Possui concentrações adequadas de pectina purificada, sacarose, 

fonte de nitrogênio e outros sais em sua composição. Dentre os meios baseados em 

resíduos agroindustriais, o farelo de trigo proporcionou uma maior produção de 

pectinases, de aproximadamente 12 U/g, em 40 horas. 

Quanto à produtividade, os maiores valores foram obtidos em 24 horas para 

todos os meios, atingindo 0,58 U.g-1.h-1 para o meio Acuña-Arguelles, 0,46 U.g-1.h-1 

para o meio com farelo de trigo, 0,33 U.g-1.h-1 para o meio com bagaço de laranja 

lavado, 0,15 U.g-1.h-1 para o meio com bagaço de laranja não lavado. Estes 

resultados não 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 Seleção de microrganismo e substrato  

 

Com a aquisição de mais três cepas, A. niger ATCC 1015, A. niger AD96 e 

A. niger AW96, e o isolamento de uma cepa da casca do maracujá, descritas na 

seção 4.1, foi feita uma nova seleção para se decidir qual seria a melhor 

combinação de microrganismo/substrato, dentre os agora disponíveis. Como o 

microrganismo investigado até então, 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 condições dadas foi o fungo 

isolado do maracujá em substrato contendo bagaço de laranja lavado (Tabela 5). 

Por ter apresentado os melhores resultados de produção de pectinases conseguidos 

até agora, foi o escolhido para dar seqüência às etapas de otimização, juntamente 

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

 

MO/Meio Farelo de trigo 
Bagaço de laranja 

lavado 

Bagaço de laranja 

não-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 3,3±0,2 

 A. niger AD96 6,6±0,4 4,9±0,4 1,2±0,1 

 A. niger AW96 5,5±0,4 5,5±0,2 0,9±0,1 

Novo isolado 6,4±0,3 17,6±0,1 3,3±0,1 

 

Uma análise microscópica (× 400) utilizando a técnica de microcultivo, 

descrita na seção 4.1, permitiu a identificação deste fungo em nível de gênero. A 

Figura 17 mostra a placa de microcultivo e as estruturas microscópicas de hifas e 

esporos do fungo isolado. Verifica-se que o fungo apresenta o conidióforo típico de 

fungos do gênero Aspergillus, que é simples, sem ramificação e que termina numa 

vesícula em forma de cabeça. Os conídios (esporos assexuados) estão agrupados 

linearmente sobre a vesícula (KLICH e PITT, 1988). O crescimento rápido (≤ 7 dias) 

em placa de BDA (Figura 8) e aspecto poeirento da colônia são também 

características de fungos do gênero Aspergillus. A coloração verde dos esporos é 

indicativa das seguintes espécies: A. flavus, A. fumigatus e A. nidulans (KLICH e 

PITT, 1988). 

 

    

FIGURA 17 - PLACA DE MICROCULTIVO (à esquerda) E MICROSCOPIA OPTICA 
DO MICÉLIO DE Aspergillus sp (à direita) 
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5.2.3 Refinamento das metodologias de determinação da atividade e de extração 

 

A atividade máxima 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 é um microrganismo geneticamente melhorado.  

As principais diferenças entre os artigos apresentados na Tabela 6 são 

relacionadas às metodologias de extração e determinação da atividade, enquanto 

que as condições de cultivo e substratos foram semelhantes. Considerando isso, 

foram feitos experimentos variando-se as condições de extração e de determinação 

da atividade de pectinase para avaliar o grau de influência que estas etapas têm na 

atividade final medida. 

No presente trabalho a extração foi feita durante 60 min a 4°C, utilizando 

100 mL de tampão para 5 g de sólido 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 são comuns, mas a temperatura de 4°C não 

é muito utilizada por outros grupos de pesquisa. Esta temperatura foi utilizada com a 

intenção de preservar a atividade da enzima. Por outro lado, uma temperatura de 

30°C, favorece uma maior difusão das enzimas e outros materiais solúveis do sólido 

fermentado para o tampão de extração.    

A Tabela 7 mostra o efeito das condições de extração nas atividades de 

pectinase obtidas de um mesmo sólido fermentado produzido por A. niger CH4 em 

48 h a 30°C, utilizando como substrato uma mistura de bagaço de trigo (70%) e 

bagaço de cana (30%) nas condições padrão de crescimento (seção 4.3). Foi feito 

um teste t (Student) para avaliar quais dos fatores, temperatura, volume ou tempo de 

extração, influenciaram as médias.  Apenas o efeito da temperatura foi significante, 

com a média das atividades obtidas para extração a 30°C (12,3 U/g) sendo 

significativamente maior do que a média das atividades obtidas para extração a 4°C 

(10,5 U/g). Com base neste resultado, foi decidido mudar o protocolo de extração 

para 30°C. O tempo de extração também foi diminuído de 60 para 30 min, sem 

prejuízo para a atividade obtida, poupando tempo na etapa de extração. O volume 

de 100 mL de tampão foi mantido por diluir convenientemente a enzima para as 

análises posteriores. 
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TABELA 6 - PRODUÇÃO DE PECTINASES EM FES POR FUNGOS 
FILAMENTOSOS EM DIVERSOS SUBSTRATOS E CONDIÇÕES 
DE CULTIVO  

 

Microrganismo Substrato 
Atividade 

máxima (U/g) 

Produtividade 

(U.g-1.h-1) 

 

Referência 

 

Cultura mista de 

Aspergillus niger 

M2 e Aspergillus 

niger M3 (2:1) 

Bagaço de maçã 

e pó de semente 

de algodão (1:1) 

1817 37,8 
ZHONG-TAO et 

al. 2009 

Aspergillus 

fumigatus MTCC 

4163 

Farelo de trigo 1270 17,6 
PHUTELA et al. 

2005 

Aspergillus 

cabonarius 

CFTRI 1047 

Farelo de trigo 480 6,23 
SINGH et al. 

1999 

Aspergillus niger 

Ege-K-730 
Farelo de trigo 390 8,1 

TASKIN et al. 

2008 

Aspergillus niger 

BTL 

Casca de laranja 

livre de sólidos 

solúveis 

136 - 
MAMMA et al. 

2008 

Thermomucor 

indicae-

seudaticae N31 

Bagaço de cana, 

farelo de trigo e 

bagaço de 

laranja (1:2:2) 

108 2,25 
MARTIN et al. 

2010 

Penicillium 

viridicatum RFC3 

Farelo de trigo e 

polpa cítrica (1:1) 
71 0,21 SILVA et al. 2005 

A. niger CH4 

Bagaço de cana 

e bagaço de 

laranja (1:3) 

16 0,53 BARON (2010) 

Aspergillus sp. 

Bagaço de cana 

e bagaço de 

laranja (1:3) 

17 0,71 Este trabalho 
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O ensaio de atividade foi feito durante 40 min utilizando uma temperatura de 

37 °C e uma concentração de pectina final no ensaio de 0,25% (m/v), novamente 

seguindo a metodologia desenvolvida por Baron (2010). Na literatura, é também 

comum a utilização de temperaturas de 45 e 50°C, tempos de reação de 10 e 20 min 

e uma concentração de pectina no ensaio de até 1%. O pH de extração, de 4,5, foi 

mantido porque as enzimas pectinolíticas têm mais atividade neste pH (ORTEGA et 

al., 2004; BÉLAFI-BAKÓ et al., 2007; WILKINS et. al., 2007; RODRIGUES-

NOGALES et al., 2008). A Tabela 8 apresenta os valores de atividade de pectinases 

obtidos em várias combinações destas condições. Fica evidente que as condições 

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 condições 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 MÉTODO DE 

EXTRAÇÃO  
 

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 12,2±0,3 

30 60 100 12,9±0,2 

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 enzimática, é desejável ter uma concentração de 

substrato que seja suficientemente alta para assegurar que a enzima esteja saturada 

durante todo o tempo do ensaio. A concentração de 0,25% utilizada neste estudo, 

provavelmente, não foi suficiente para saturar a enzima. No entanto, não é simples 

aumentar a concentração de pectina para assegurar a saturação, porque há um 

limite prático para a concentração de pectina que pode ser usada. Com o aumento 

da concentração de pectina, há o aumento na viscosidade, o que dificulta a 
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pipetagem. Além disso, o fenômeno de inibição pelo produto foi detectado em 

reações com pectinases, o que limita a concentrações de substrato e o tempo de 

ensaio (BÉLAFI-BAKÓ et al., 2007).  

 

TABELA 8 - ATIVIDADE DE PECTINASES VARIANDO-SE AS CONDIÇÕES DO 
ENSAIO 

 

T (°C) t (min) 
Pectina* 

% 
Atividade (U/g) 

37 20 0,25 13,0±0,6 

37 40 0,25 8,5±0,2 

37 20 0,5 21,7±0,5 

37 40 0,5 14,1±0,1 

45 10 0,25 17,3±0,5 

45 20 0,25 9,6±0,4 

45 10 0,5 34,2±2,9 

45 20 0,5 21,2±0,2 

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 

 

* Concentração final na etapa de hidrólise 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 reação quanto do processo de desnaturação. A temperatura 

ótima para o ensaio depende do tempo do ensaio e é aquela que dá 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 

condição de tempo relativamente longa e de temperatura de incubação 

relativamente baixa utilizados neste estudo, para a concentração de substrato 

utilizada, subestimou os resultados de atividade. Com este resultado, foi decido fixar 

as condições de 50 °C, 10 minutos e 1% de pectina na metodologia de determinação 

da atividade para as etapas de otimização subseqüentes. 
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5.2.4 Refinamento das condições de cultivo: temperatura e composição da solução 

salina 

 

Tanto o microrganismo (Aspergillus sp.) quanto o meio sólido (bagaço de 

laranja lavado) foram modificados em relação aos utilizados anteriormente por Baron 

(2010), sendo necessário, portanto, um novo estudo das condições de crescimento 

para maximizar a produtividade de pectinases. Foram feitas cinéticas de produção 

de pectinases nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C. As temperaturas de 30 e 35°C 

foram as mais favoráveis (Figura 18). A produtividade (4 U.g-1.h-1), que é 

determinada dividindo-se a atividade obtida pelo tempo de fermentação, foi maior 

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

futuras.  
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Legenda: (■) 25°C, (◊) 30°C, (▲) 35°C e (○) 40°C 
 
FIGURA 18 - PRODUÇÃO DE PECTINASES POR Aspergillus sp. EM DIFERENTES 

TEMPERATURAS  
 

A solução salina tem como propósito a complementação do substrato, 

adequando-se às exigências nutricionais de um microrganismo para produzir o 

produto de interesse com maior produtividade. Ao mudar a composição do substrato 

sólido e do microrganismo utilizado, as exigências nutricionais do microrganismo 

mudam, e às vezes, é necessário o ajuste da solução salina.  

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

algum componente em excesso na solução salina. Para tanto, um componente da 
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solução salina foi excluído de cada vez. A solução controle, mantendo-se a 

composição original, também foi testada. Além disso, outras três modificações foram 

testadas: a adição de 0,04% (v/v) da solução de micronutrientes de Vogel (VOGEL, 

1956) à solução controle, uma solução contendo apenas fonte de nitrogênio 

((NH4)2SO4) e um tratamento contendo apenas água (H2O). A Tabela 9 mostra os 

resultados obtidos. 

 

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

 

Composição da solução salina 

K2HPO4 
(% m/v) 

(NH4)2SO4 

(% m/v) 
MgSO4.7H2O 

(% m/v) 
KCl 

(% m/v) 
FeSO4.7H2O 

(% m/v) 
outro 

Atividade 
(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 - - 76,9±2,7 

0,3 1,3 0,5 1 0,009 
+ micro- 

nutrientes 45,9±10,5 

- 1,3 - - - - 8,3±1,6 

- - - - - - 63,8±9,4 

 

Dos componentes da solução salina, a retirada da fonte de nitrogênio 

(NH4)2SO4, do sal KCl, e a retirada de todos os componentes de uma só vez 

impactaram significativamente na atividade, com redução de 90, 97 e 90% 

respectivamente. A adição de micronutrientes reduziu a atividade em 20%, e a 

remoção das fontes de ferro e de magnésio não impactou significativamente na 

atividade, indicando que os substratos já possuem concentrações adequadas 
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desses nutrientes. Considerando isso, a composição da solução salina será mantida 

inalterada em etapas futuras. 

A atividade máxima obtida com o Aspergillus sp. em bagaço de laranja 

lavado não foi muito alta (97 U/g, a 30°C, 47 h), mas a produtividade de 4 U.g-1.h-1 

(77 U/g, alcançada a 35°C, em 19 h) é a quinta mais alta já publicada. Apesar de 

esses valores poderem ser melhorados, já são satisfatórios para dar continuidade 

aos estudos da abordagem de PH-SEQ. 
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6 CONCLUSÕES 

 

6.1 PRODUÇÃO E HIDRÓLISE SIMULTÂNEA 
 
 

O objetivo principal desta etapa, de produção de pectinases e hidrólise 

simultânea de um substrato rico em pectina em FES, não foi atingido. Ao contrário 

do que era esperado, a deleção do gene gaaA não foi suficiente para impedir o 

catabolismo do ácido D-galacturônico pela cepa recombinante em FES. 

Esta estratégia talvez tenha o potencial para ser aplicada em biorrefinarias, 

mas primeiramente é necessário produzir uma cepa recombinante com alta 

capacidade de produção de pectinases e sem a capacidade de consumir o ácido D-

galacturônico liberado. Esta tarefa não será fácil, visto que se sabe muito pouco a 

respeito da expressão e regulação de genes em FES e estudos básicos ainda são 

necessários nesta área. Além disso, a utilização de cepas recombinantes em larga 

escala não é tão simples. Devido à legislação de bio-segurança, esta estratégia 

exigiria processos e equipamentos mais sofisticados, o que contraria a principal 

vantagem da FES, que é o baixo custo.  

 

 

6.2 PRODUÇÃO DE PECTINASES PARA HIDRÓLISE SEQÜENCIAL 
 
 

Quanto à produção de pectinases para a hidrólise seqüencial, verificou-se 

que a cepa de Aspergillus sp., ainda não identificada e isolada neste trabalho, 

apresentou maior produtividade que as demais linhagens testadas. O bagaço de 

laranja lavado com suplementação de bagaço de cana foi o substrato em que esta 

cepa apresentou a maior atividade em 24 horas.  

Apesar dos resultados obtidos até a seção 5.2.2, de cerca de 17 U/g, serem 

bastante baixos, verificou-se que as análises de dosagem de atividade estavam 

subestimando os resultados em mais de 5 vezes.  Após o ajuste das condições de 

extração e de determinação da atividade, foi feita uma análise das condições de 

cultivo quanto ao tempo, a temperatura de fermentação e os componentes da 

solução 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-1.h-1, que é uma das maiores já 
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publicadas. O ajuste da solução salina, contudo, não foi capaz de aumentar as 

atividades do extrato.  

Uma otimização mais ampla das condições de cultivo, principalmente quanto 

à suplementação de fonte de nitrogênio e com o auxílio de técnicas de planejamento 

fatorial, além da produção de linhagens mutantes por tratamento UV teriam o 

potencial de aumentar ainda mais a atividade. Por outro lado, os resultados de 

produção de pectinases obtidos até agora já são satisfatórios para dar continuidade 

aos estudos e, devido ao grande potencial desta cepa, pretende-se identificá-la em 

nível de espécie.  

Como etapas futuras para o projeto de cooperação Brasil-Finlândia 

pretende-se estudar a ampliação da escala do processo de produção de pectinases. 

Para tanto, será feito um estudo da cinética de fermentação em um biorreator de 

colunas equipados com sensores de CO2 e O2. Com a aquisição desses parâmetros, 

será possível produzir estimativas do calor gerado e estado metabólico utilizando-se 

para tanto modelos matemáticos apropriados. Essas estimativas, por sua vez, serão 

úteis para a determinação da vazão e temperatura do ar de entrada do biorreator de 

escala piloto, além do regime de agitação necessário.  

O biorreator de escala piloto que será utilizado nesta etapa é do tipo leito fixo 

com rotação ocasional e tem capacidade para 200 L. O cultivo em maior escala 

poderá determinar se o a ampliação do processo é viável, ao medir-se a 

produtividade máxima alcançada nestas condições. 
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