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Resumo

SALES, Julio Cesar Soares. Producdo de enzimas por Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 em fermentacdo no estado sélido visando o uso em
biodespolimerizagdo. Orientadores: Bernardo Dias Ribeiro e Aline Machado de
Castro. Dissertacdo (Mestrado Académico em Engenharia de Processos

Quimicos e Bioquimicos). Rio de Janeiro, 2018.

A levedura Yarrowia lipolytica apresenta grande potencial biotecnologico por
excretar muitos bioprodutos de interesse comercial, dentre eles, pode-se
destacar as lipases, que atuam como biocatalisadores. No presente trabalho foi
analisada a producdo de lipases e outras esterases por Y. lipolytica em
fermentacdo no estado soélido com a utilizacdo de farelo de soja e 5 outras
matérias-primas (casca de maca, casca de melancia, cortica, tereftalato de bis(2-
hidroxietileno) (BHET) e poli(tereftalato de etileno) (PET CPR) para avaliagao da
inducdo de outras enzimas em duas diferentes propor¢cdes 5% (m/m) e 20%
(m/m). A partir da etapa de selecdo de matérias-primas, as fermentacdes na
presenca de 5% (m/m) de cortica e 5% (m/m) de casca de melancia
apresentaram as maiores produtividades 7,04 U/g*h e 7,01 U/g*h. No entanto a
maior atividade especifica em relacdo a quantidade de proteinas foi obtida a
partir da fermentacéo controle (44470,81 U/g). As enzimas produzidas na etapa
de selecdo de matérias-primas foram avaliadas quanto ao seu potencial em
reacoes de despolimerizacdo do PET. Na etapa de despolimerizacdo foram
avaliados trés substratos (BHET, PET CPR e PET Amorfo) e os melhores
extratos em relacdo aos trés substratos (BHET, PET CPR e PET Amorfo) foram
0s produzidos na presenca de cortica (5% e 20%), melancia 5% e o controle.
Para avaliar a producao de lipases e esterases ao longo do tempo fermentativo
foram realizadas trés cinéticas, uma na auséncia de indutor e duas na presenca
de cortica 20% (m/m) e PET CPR 20% (m/m). A partir disso certificou-se uma
maior producdo de esterases por Y. lipolytica na presenca de indutores (PET
20% e Cortica 20%) em 14 horas, com atividades especificas de 1125,2 U/g e
1067,35 U/g, respectivamente. O presente trabalho indicou um potencial na
producdo de enzimas de interesse em reacOes de despolimerizagcao por Y.

lipolytica na presenca de indutores.



Abstract

SALES, Julio Cesar Soares. Enzymes production by Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 via solid-state fermentation and their wuse in
biodepolymerization. Supervisors: Bernardo Dias Ribeiro e Aline Machado de
Castro. Dissertation (Mestrado Académico em Engenharia de Processos

Quimicos e Bioquimicos). Rio de Janeiro, 2018.

Yarrowia lipolytica is a yeast that presents high biotechnological potential due to
its ability to produce many metabolites, among them lipases, which are important
biocatalysts. This work aims to evaluate lipases and esterases production by Y.
lipolytica via solid-state fermentation using soybean bran as substrate and five
other inducers (apple peels, watermelon peels, commercial cork, bis(2-
hydroxyethyl) terephthalate and poly(ethylene terephthalate) PET CPR) in two
different proportions 5% (w/w) and 20% (w/w). Fermentative processes
conducted in the presence of commercial cork 5% (w/w) showed the highest
productivity, 7,04 U/g*h, and watermelon peels 5% (w/w) presented the second
highest, 7,01 U/g*h, besides that, the highest specific activity, 44470,81 U/gprotein
was obtained in absence of any inducer, just soybean oil. Enzymes produced in
the first step were tested in depolymerization reactions, to test their potential
against three substrates (BHET, PET CPR and Amorphous PET) and the results
obtained showed that the best enzymatic extracts were commercial cork (5% and
20%), watermelon peels 5% and that one obtained without any inducer (control).
To evaluate enzymes production, kinetics studies were conducted during 72
hours in a presence of commercial cork 20% (w/w), PET CPR 20% (w/w) and in
the absence of any inducer. Results obtained showed that esterases production
by Yarrowia lipolytica were better using commercial cork and PET CPR in 14
hours, specific activities were 1125,2 U/g e 1067,35 U/g, respectively. The results
obtained in this work showed that Y. lipolytica can produce enzymes, which are

capable to act as a biocatalyst in PET hydrolysis.
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1 - Introducéo

O Brasil € um pais de dimensdes continentais e de enorme potencialidade
agroindustrial e agropecuaria, sendo que apenas nos nove primeiros meses de
2017 a agropecuaria apresentou crescimento de cerca de 14,9% em relagéo ao
mesmo periodo de 2016 (IBGE, 2017). Por ser um pais de matriz agroindustrial,
apresenta a geracao de muitos residuos provenientes dessa fonte e que podem
prontamente serem processados para a geracdo de produtos de maior valor
agregado. A utilizagdo de residuos e coprodutos agroindustriais a partir da
fermentacao no estado soélido (FES), para a obtencéo de diversos bioprodutos,
€ uma grande vantagem do ponto de vista ambiental, no sentido de minimizacao
dos residuos, quanto do econémico, com a obtencdo de lucros maiores. No
entanto, esses potenciais ainda sdo pouco explorados perante a tamanha
potencialidade dos mesmos.

Outros residuos, dessa vez sintéticos, vem crescendo a cada ano na
composi¢do dos residuos urbanos, sdo os termoplasticos, dentre eles o
polipropileno, o polietileno e o poli(tereftalato de etileno) (PET). (SPINACE;
PAOLI, 2005). Com o crescente aumento no consumo, devido as excelentes
propriedades fisicas dos termoplasticos, e o concomitante aumento na producao,
buscam-se processos de reciclagem para reaproveitamento dos residuos

gerados pds-consumo.

O indice de reciclagem de termoplasticos, como o PET, vem aumentando

ao longo dos anos no Brasil, como pode ser observado na figura 1.

60
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Figura 1: indice de reciclagem de PET no Brasil. Fonte: Adaptado de (ABIPET, 2012)



Os processos de reciclagem, além de possuirem o apelo ambiental, pois
0 gerenciamento dos residuos faz-se ainda mais necessario visto o0 aumento
crescente do consumo, apresentam também o apelo econdmico, pois parte dos
residuos, ou seja, matérias-primas que contribuem com um valor inicial menor
para o processo produtivo (SINHA; PATEL; PATEL, 2010).

Em 2011, no Brasil, cerca de 294 ktons de PET foram reciclados (ABIPET,
2012). Com a busca de novos processos para 0 processamento de materiais
poliméricos, emergem o0s biocatalisadores, enzimas capazes de catalisar o
processo de degradacédo dos polimeros sem a utilizacdo de condi¢des reacionais
mais severas adotadas em outros processos de reciclagem (WEI;
ZIMMERMANN, 2017). A producdo e caracterizagdo dos potenciais
biocatalisadores avanca no sentido de melhorar a conversdo dos materiais em

seus mondmeros e viabilizar a repolimerizagéo.

A partir disso, o0 presente estudo tenta viabilizar a producdo de enzimas
por Yarrowia lipolytica em FES e sua posterior utilizacdo como biocatalisador nas

reacoes de despolimerizacéo do PET.



2 — Objetivos

O objetivo principal da dissertacdo é a avaliacdo da producéo de enzimas
por Yarrowia lipolytica em fermentacao no estado soélido e avaliacdo da utilizacao

das enzimas produzidas em reacdes de despolimerizacédo do PET.

Os obijetivos especificos séo:

e Avaliagdo da produgéo de enzimas em fermentagcdo no estado

sélido na presenca de diversas matérias-primas indutoras;

e Avaliagéo do perfil de atividade enzimética nos extratos obtidos na
presenca de indutores;

e Utilizagdo das enzimas em reagOes de despolimerizacdo na

presenca de substratos diferentes;

e Avaliacdo da cinética de producdo de enzimas na presenca de

matérias-primas indutoras.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA:

3.1 -Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é uma levedura nao-convencional, estritamente
aeroObica, pertencente ao reino Fungi e a classe dos Ascomicetos e nao
patogénica. Geralmente, pode ser encontrada em ambientes ricos em lipideos
e/ou proteinas, como por exemplo, queijos, iogurtes e 6leo de oliva. Antes de ser
identificada como Yarrowia lipolytica, foi classificada, primeiramente, como
Candida lipolytica e, posteriormente, como Endomycopsis lipolytica e
Saccharomycopsis lipolytica (BARTH; GAILLARDIN, 1996; LIU; JI; HUANG,
2015).

A levedura Yarrowia lipolytica apresenta alto potencial biotecnoldgico,
também justificado pelo fato de excretar diversas enzimas de interesse
comercial, como as lipases e as proteases e também pela producéo de acidos
organicos e lipideos (BARTH; GAILLARDIN, 1997). Outra justificativa para o alto
potencial de Y. lipolytica € a sua capacidade de assimilar diversas fontes de
carbono, como glicose, glicerol e alguns substratos hidrofébicos, como

triglicerideos, acidos graxos e alcanos (LIU; JI; HUANG, 2015).

Fickers et al. (2005) reportam dois mecanismos recorrentes entre as
células de Y. lipolytica e substratos hidrofébicos. O primeiro se trata da acdo de
surfactantes que auxiliam em uma maior solubilizacdo dos componentes e o
segundo é a adesao dos compostos na superficie da célula. No entanto, para a
utilizac@o de triglicerideos como fonte de carbono, ha a necessidade de uma
hidrélise prévia, por acdo de enzimas que apresentam atividade lipolitica, que
leva a formacg&o de glicerol e acidos graxos que sdo entdo assimilados pela

célula.

Além da vasta gama de substratos passiveis de assimilagcdo como fonte
de carbono que possibilita além da obtencdo de varios bioprodutos de maior
valor agregado, Y. lipolytica, por se tratar de uma levedura oleaginosa, € capaz
de acumular oleo intracelular, caracteristica que vem sendo explorada cada vez
mais nos ultimos anos (HUANG et al., 2013). Lopes et al. (2018) reportam o

acumulo de 6leo intracelular e producéo de acido citrico e lipases por Y.lipolytica



a partir de gordura suina, um substrato hidrofébico e de baixo valor agregado da

industria.

A fonte de carbono e nitrogénio e/ou a condicdo de cultivo das células,
como por exemplo, pH e aeracdo pode afetar a morfologia celular, pois Y.
lipolytica apresenta dimorfismo, portanto pode se apresentar na forma
leveduriforme ou na forma hifada, de acordo com as condi¢des de cultivo. (Barth
& Galillardin 1997; Dominguez et al. 2000). As duas morfologias podem ser

observadas na Figura 1.

Figura 2: Morfogologia de Y. lipolytica (a) Y. lipolytica na forma leveduriforme. (b) Y.
lipolytica predominamente na forma hifada. (Barras de escala 50 um). Fonte: (BRAGA et al.,
2016).

3.2 - Lipases

Lipases sdao triacilglicerol acilhidrolases (E.C 3.1.1.3) pertencentes a
familia das serina hidrolases e responsaveis por catalisar a hidrdlise de
triacilglicerdis de cadeia longa em acidos graxos e glicerol. A reacdo ocorre na
interface agua-6leo devido a baixa solubilidade dos triacilgliceréis em agua
(GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; MESSIAS et al., 2011). O fato de apresentarem
ativacdo interfacial e também uma tampa de carater anfifilico, que se abre e
expbe o sitio catalitico, na presenca do substrato, diferencia as lipases das
demais esterases (DE CASTRO et al., 2004; VERGER, 1997). Nardini & Dijkstra
(1999) apontam a presenca da tampa como um dos fatores que justifica o
aumento da atividade das lipases na presenca de uma interface agua-oleo. A
hidrolise de triglicerideos catalisada por lipases pode ser observada na Figura 3.



O —COR, OH R,COOH
Lipase

O——COR, + 3H,0 OH + R,COOH

O——COR, OH R,COOH

Triglicerideo Glicerol Acidos Graxos

Figura 3: Hidrolise de triglicerideos catalisada por lipases. Fonte: (SINGH,;
MUKHOPADHYAY, 2012).

As lipases possuem em seu sitio catalitico a triade catalitica formada por
Serina-Acido Glutdmico/Acido Aspartico-Histidina (GUPTA; GUPTA; RATHI,
2004). O ataque nucleofilico se da pelo oxigénio da serina, um dos componentes
da triade catalitica, que ataca o carbono da carbonila da molécula de substrato
e leva a formacdo de um intermediario tetraédrico, que se estabiliza pela
formacéo de ligagbes de hidrogénio com os atomos de nitrogénio dos residuos
pertencentes a cavidade do oxianion. Em seguida, devido ao estabelecimento
do complexo acil-lipase com a liberagdo de um alcool, o substrato € hidrolisado
levando a formacao de acidos graxos e a consequente regenerag¢do da enzima
(JAEGER; REETZ, 1998).

A classificacdo das lipases pode variar de acordo com dois critérios,
primeiramente quanto a especificidade, onde podem ser substrato especificas,
regiosseletivas ou enantiosseletivas e também quanto a origem, podendo ser de
origem animal, vegetal, microbiana ou de insetos (SARMAH et al., 2017). As
lipases regiosseletivas sdo divididas em trés grupos, as lipases nao especificas,
gue sdo enzimas capazes de atuar em uma gama variada de substratos, as 1,3
especificas, que sao responsaveis por atuar nas posicoes Ci1 e Cs dos
triacilglicerdis e as acido graxo especificas que atuam em ésteres de acidos
graxos de cadeia longa com ligagao dupla no Co (RIBEIRO et al., 2011; SARMAH
et al., 2017).

Quanto a origem, as lipases que mais se destacam sdo as de origem
microbiana, quando comparadas as de origem vegetal e animal, devido a sua
especificidade e estabilidade (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; TREICHEL et al.,

2010). Dentre todos os microrganismos produtores de lipases, os que mais se



destacam para producdo de enzimas em escala industrial sdo: Candida sp.,
Aspergillus sp., Rhizomucor sp., Rhizopus sp., Humicola sp., Yarrowia lipolytica
e Pseudomonas sp., com destaque para a lipase de Candida rugosa que € uma
das enzimas comerciais mais utilizadas industrialmente (GUERRAND, 2017;
VAKHLU; KOUR, 2006).

O mercado mundial de enzimas encontra-se em forte expanséo, em 2016
foram movimentados entre 5 e 5,5 bilhdes de dolares em enzimas industriais e
€ esperado um crescimento anual entre 6-8% até o ano de 2020 (GUERRAND,
2017). No entanto apenas 3 empresas, a Novozymes A/S, Genencor
International Inc. e a DSM NV sao responséaveis por aproximadamente 76% do
mercado, sendo a primeira responsavel por 47% (COMYNS, 2011). As lipases
correspondem a menos de 10% do mercado mundial de enzimas, que € liderado
pelas carboidrases, as quais sdo responsaveis por quase 50% do mercado,
seguido pelas proteases que apresentam entre 25-30% (GUERRAND, 2017). A

Figura 4 apresenta o consumo de enzimas por diversos setores industriais:

OUILOS Alimentos e
Biocombustiveis 10% Bebidas

10% ‘ 35%

Produtos de
limpeza
25%

Racg&o Animal
20%

Figura 4: Aplicagdes das enzimas industriais nos diversos setores produtivos. Fonte:
Adaptado de (GUERRAND, 2017)

As lipases sdo capazes de catalisar diversas reacdes, como por exemplo,
hidrolise, amindlise e alcodlise; dado tamanha potencialidade, vem ganhando
cada vez mais espaco no mercado mundial de enzimas (VAKHLU; KOUR, 2006).
Tais enzimas ja apresentam aplicagdes diversas nos mais variados setores
industriais, como por exemplo, a industria alimenticia para producéo de aromas,

a industria de biodiesel, onde atua como biocatalisador na reacdo de



transesterificacdo e também na industria de detergentes (CHOUDHURY;

BHUNIA, 2015). A tabela 1 apresenta a utilizacao de lipases em diversos setores.

Tabela 1: Utilizacdo de lipases comerciais em diversos setores Industriais. Fonte:

Adaptado de (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004)

Indastria Aplicacao Nome Comercial Empresa
Producgédo de queijos : ™ ]
Laticinios modificados L|po_mod 187P-L187P Biocatalysts
o (Lipases de fungos)
enzimaticamente
Producdo de queijos Palatase® (Rhizomucor miehei) Novozymes
(aroma)
Lipase F-AP15 (Rhizopus Amano
oryzae)
Oleos e Lipase A “Amano” 6 Amano
Gorduras (Aspergillus niger)
Lipase M “Amano” 10 (Mucor
, . Amano
javanicus)
Interesterlflca(;a_o de Oleos Lipozyme® TL IM Novozymes
vegetais
F N Sintese de compostos Lipase ALC, Lipase ALG Meito
armacéutica -y
quirais (Achromobacter sp.) Sangyo
Sintese de_ C(_)mpostos Lipase PLC, Lipase PLG Meito
quirais Sangyo
. . Lipase AYS “Amano” (Candida
Sinteses quirais Amano

rugosa)

Lipolase®, Lipolase® Ultra,

Detergentes Lipo Prime™, Lipex® Novozymes
(Thermomyces lanuginosus)
- Sintese do miristato de Novozym® 435 (Candida
Cosméticos . : ) Novozymes
isopropila antarctica B)
Usos o Lipase LO36P-L0O36P (Rhizopus .
Variados Suplemento dietético oryzae) Biocatalysts

Suplemento dietético

Lipase F-DS (Rhizopus oryzae) Amano

3.2.1 — Lipases de Yarrowia lipolytica

As lipases estdo entre um dos principais produtos de interesse excretados
por Y. lipolytica (COELHO; AMARAL; BELO, 2010). No genoma de Y. lipolytica

foram encontrados 16 genes que codificam lipases (lipases de parede, intra e

extracelulares), outros 4 responsaveis por codificar outras esterases; Lip2p é a



principal lipase extracelular de Y. lipolytica, com uma massa molar de 38,5 kDa,
e é codificada pelo gene LIP2; a sua sintese estid diretamente ligada aos
constituintes do meio de cultivo e producdo, assim como as suas condi¢des

operacionais (Fickers et al. 2011).

Fickers et al. (2011) apontam glicose, glicerol e a suplementagédo com
fontes inorganicas de nitrogénio como repressoras na sintese de lipases em Y.
lipolytica. No entanto, outras fontes de carbono, como alguns substratos
hidrofébicos, mostram-se indutores na producéo de lipases, como o 6leo de oliva
e o0 acido oleico (PIGNEDE et al., 2000). Condi¢cdes ambientais como a aeragao
sao extremamente importantes para a producéo de lipases por Y. lipolytica, uma
vez que trata-se de uma levedura estritamente aerdbia (BRIGIDA et al., 2014).
Kar et al. (2010) apontam que até mesmo a flutuacdo nos niveis de aeragao
impacta na taxa de expressdo do gene LIP2, responséavel pela sintese da
principal lipase extracelular Lip2p.

A proteina Lip2p foi caracterizada como polipeptideo glicosilado de 301
aminoécidos e pertencente a familia das triacilglicerol hidrolase (E.C 3.1.1.3)
(PIGNEDE et al., 2000). A Figura 5 apresenta um esquema da lipase Lip2p de
Y. lipolytica.

Lid
T88-L105

Figura 5: Estrutura da lipase Lip2p de Yarrowia lipolytica. Fonte: (BORDES et al.,
2010).
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A especificidade da Lip2p de Y. lipolytica com relagdo ao substrato foi
analisada por Yu et al. (2007), que reportou uma maior atividade especifica em
relacdo a triglicerideos, quando comparada com ésteres hidrofilicos, como o
metil miristato, que apresentou apenas 13,4% em atividade relativa na

comparacao com o 6leo de oliva.

A atividade lipolitica das enzimas produzidas pode também ser afetada
por componentes do meio, os ions Ca?*e Mg?* sdo responsaveis por aumentar
a atividade das lipases e o Cu?* atua como um inibidor, assim como o Zn?* e o
Ni2* (FICKERS; MARTY; NICAUD, 2011). O papel dos ions célcio pode estar
relacionado ao fato de concentrar-se na interface agua-o6leo, atuando como um
ativador das enzimas e auxiliando em sua estabilidade, além de poder atuar na
remocao dos acidos graxos formados na hidrélise dos triacilglicerdis (FICKERS
et al., 2005; YU; QIN; TAN, 2007).

Lipases de Y. lipolytica caracterizam-se como potenciais biocatalisadores
por também apresentarem uma estabilidade e manutencdo de sua atividade
hidrolitica em solventes orgéanicos. Yu et al. (2007) reportam valores de
atividades residual acima de 80% em sistemas com até 10% de acetona, 10%
metanol, 10% etanol, 10% isopropanol e 20% de DMSO, no entanto a inativacao

total da enzima é comprovada em sistemas com 10% de acetonitrila.

Pereira-Meirelles et al. (1997) reportam a producdo de lipases por
Candida lipolytica sendo mais efetiva em meio contendo peptona, uma fonte
organica de nitrogénio, quando comparada a fontes inorganicas, e substratos
hidrofébicos como fonte de carbono, como acido oleico e triacilgliceréis. A
utilizacdo de metil oleato como fonte de carbono em biorreator de 20L é
reportada por Kar et al. (2008) atingindo uma atividade lipolitica de até 1700

U/mL a partir de 40 horas de fermentagao.

As lipases produzidas por diferentes cepas de Y. lipolytica apresentam
diferentes propriedades fisico-quimicas, como valores de pH e temperatura
otimos e também a massa molar. A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo de

algumas dessas enzimas.
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Tabela 2: Caracterizacao fisico-quimica das lipases produzidas por Yarrowia lipolytica.
Fonte: Adaptado (BRIGIDA et al., 2014).

Cepa pH 6timo Temperatura 6tima (°C) Massa molar (kDa)
M. lipolytica 6,2-6,5 28-33 -
Genetic
modified Y. 6,2 . 38-40
lipolytica
(YLLIP2)
Y. lipolytica
(CBS 6303) 7.0 37 38
Y. lipolytica
LgX64.81 7.0 37 ]
Y. lipolytica 681  6,0-7,0 37 -
Y. lipolytica AS
21216 - Lipy7 0 40 41
Y. lipolytica AS
2.1216 - LipY8 8.0 45 41
Y. lipolytica 9.0 55 i

IMUFRJ 50682

3.3 = Cutinases

Cutinases (E.C 3.1.1.74) sao esterases da familia das a/pf hidrolases
responsaveis por catalisar a hidrolise da cutina, um biopoliéster presente na
cuticula das plantas (CHEN et al., 2013). A cuticula é responsavel pela protecéao
das plantas contra a desidratacdo e patdgenos e apresenta como componente
principal a cutina, que é constituida majoritariamente por &acidos graxos
hidroxilados Cis e Cis unidos por ligacdes éster (DOMINGUEZ; HEREDIA-
GUERRERO; HEREDIA, 2011).

As cutinases sdo os menores membros da familia das a/f hidrolases,
pertencentes a classe das serina esterases (LONGHI; CAMBILLAU, 1999;
MACEDO; PIO, 2007). Cutinases microbianas, geralmente, sdo proteinas
monomericas, composta por 5 folhas e 4 a-hélices e com peso molecular
variando entre 25-30 kDa, dentre as cutinases microbianas existentes, as mais
estudadas sédo as produzidas pela espécie Fusarium solani (EGMOND; DE
VLIEG, 2000; MACEDO; PIO, 2007)
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A composicdo da cutina varia entre as diversas espécies de plantas
(MACEDO; P10, 2007). A cutina é envolta por ceras que fazem parte da cuticula,
tais ceras apresentam uma composicao variada, podendo ser compostas por
C20-Ca0 n-alcoois, n-aldeidos, acidos graxos de cadeia longa e n-alcanos,
geralmente, sollveis em solventes como cloroférmio e metanol (DOMINGUEZ;
HEREDIA-GUERRERO; HEREDIA, 2011; DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009).

Embora a composicdo da cutina apresente variacdes nas diferentes
espécies, algumas semelhancas foram encontradas entre dois grupos vegetais,
as plantas que apresentam crescimento acelerado geralmente apresentam uma
composicdo maior de 4cidos Cie, enquanto as que apresentam crescimento mais
lento e uma cuticula mais espessa, apresentam uma mistura de acidos Cie € C1s
(KOLATTUKUDY, 1981). A Figura 6 apresenta a estrutura hipotética da molécula

de cutina, onde os mon6meros sdo unidos por ligacdes éster.

O
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Figura 6: Estrutura hipotética da molécula de cutina. Fonte: (KIPNUSU et al., 2009).

As cutinases sdo biocatalisadores que apresentam varias aplicacdes,

podendo ndo s6 serem responsaveis por catalisar a hidrélise da cutina, como a
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de outros poliésteres sintéticos, de triacilgliceréis e também podem atuar em
reagOes de esterificagdo no geral (FRAGA; CARVALHO; MACEDO, 2012). Sua
triade catalitica € composta por Serina-Histidina-Aspartato e ndo apresentam o
tampao anfifilico, caracteristico das lipases verdadeiras, no entanto, apresentam
um sitio catalitico capaz de acomodar substratos de alto massa molar como os
poliésteres. Outro fator que as diferencia das lipases € o fato de néo
apresentarem ativagao interfacial. (CHEN et al., 2013).

Pelo fato de apresentarem um sitio catalitico capaz de acomodar
macromoléculas de alta massa molar, as cutinases vem sendo reportadas pela
capacidade de hidrolisar poliésteres sintéticos (ARAUJO et al., 2007; DE
CASTRO et al., 2017; KANELLI et al., 2015; MASAKI et al., 2005; O'NEILL et al.,
2007; RONKVIST et al., 2009). A aplicacéo das enzimas visa a degradacéo dos
poliésteres ou um tratamento das fibras, que podem levar a um aumento da
hidrofilicidade.

A inducdo da producdo de cutinases pode ser realizada através da adicdo
de fontes de cutina no meio de cultivo, presentes em alguns sub-produtos
agroindustriais, como por exemplo, cascas de frutas como maca, melancia e
tomate (CHAUDHARI; SINGHAL, 2015; FETT et al., 1999a, 2000a). Além da
utilizacao de fontes de cutina, outras fontes de carbono, como acidos graxos
(acido palmitico, acido esteérico e acido oleico) e alguns 6leos como, 6leo de
linhaca, 6leo de milho e 6leo de palma, sdo reportados por Macedo & Pio (2007)

como indutores.

DUTTA et al. (2009) reportam a presenca de glicose no meio como um
potencial repressor da producao de cutinases. A utilizagdo da casca de tomate,
seguida pela casca de macd, € apontada por FETT et al. (1999b) como a mais
efetiva, quando comparada a outras fontes de cutina e suberina para producéo
de cutinases pelo fungo Thermomonospora fusca ATCC 27730, o processo foi
conduzido com a adicdo de 0,4% (m/v) de indutor em 6 dias de fermentacéo. A
Tabela 3 apresenta as fontes de cutina utilizadas por diversos autores.para

producao de cutinases por diversos microrganismos.
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Tabela 3: Producéo de cutinases a partir de fontes de cutina.

Fonte de Cutina Microrganismo Referéncia

Casca de
melancia, casca Fusarium oxysporum (CHAUDHARI;
de macgé e MTCC 2480 SINGHAL, 2015)

tomate

Casca de maga,

pepino, toranja, Thermomonospora (FETT et al.,
pimenta verde e  fusca ATCC 27730 1999b)
tomate
Casca de magé e (FETT et al.,
Streptomyces spp.
tomate 1992)
Thermobifida fusca
Casca de macga (DU et al., 2007)
ATCC 27730
Thermoactinomyces
Tomate e casca ) (FETT et al.,
vulgaris NRRL B-
de maca 2000b)
16117
_ } (SEBASTIAN;
Cutina da macgé e
_ CHANDRA;
do maméao Pseudomonas putida
N KOLATTUKUDYT,
purificadas
1987)

FETT et al. (2000b) utilizaram a casca de tomate e a casca de maca na
proporcdo de 0,4% (m/v) para a producdo de cutinases em fermentacdo
submersa por Thermoactinomyces vulgaris NRRL B-16117, quanto as atividades
cutinoliticas, as obtidas pela inducdo da casca de tomate foram 206% maiores
quando comparadas as cascas de macad. CHAUDHARI; SINGHAL (2015)
testaram a influéncia de matérias-primas 0,4% (m/v) no meio de cultivo na
producdo de enzimas com atividade cutinolitica por Fusarium oxysporum MTCC
2480 em 96 horas de fermentacéo, a influéncia da casca de maca foi a mais

efetiva no processo atingindo valores de 9,64 + 1,67 U/mL.
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Outro elemento que pode ser utilizado como fonte de carbono e indutor
para a producdo de cutinases € a suberina, que esta presente em alguns
produtos de origem vegetal, como a cortica e a batata (Fett et al. 2000). A
suberina € um poliéster complexo, que apresenta dominios alifaticos
semelhantes a cutina e dominios aromaticos semelhantes a lignina (FETT et al.,

1999a).

A suberina também apresenta as funcdes de protecdo dos vegetais,
atuando na protecdo contra patdgenos, desidratacdo e controle no fluxo de
gases (POLLARD et al., 2008). A composicdo de monémeros alifaticos na
suberina varia no intervalo de 5-30%, sendo os principais componentes da parte
alifatica sendo composta por &acidos graxos, alcoois graxos, acidos
dicarboxilicos, todos na faixa de (C20-Ca0). A matriz fendlica da estrutura da
suberina encontra-se ligada aos carboidratos da parede vegetal, enquanto a
matriz alifatica encontra-se apenas ligada covalentemente a matriz fendlica
(KOLATTUKUDY, 1981). A figura 7 apresenta uma estrutura hipotética da

molécula de suberina

- Y (CHy)s 0 CH;
=07 N e N TS cHaw

C CH; {CH3z .
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He C(II{/ \(:H;/ \ :/ \(jll/ \:CII~:--/
)
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0 CH

C
‘ 5 OH
O—CH—CH—CH;—O0 CH==CH
\‘_”:/
OCH;
H3CO
OH

Figura 7: Modelo hipotético de uma molécula de suberina. Fonte: (KIPNUSU et al.,
2009).
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A producao de cutinases ja é reportada por varios fungos filamentosos,
leveduras e bactérias. A Tabela 4 apresenta 0s principais produtores de

cutinases apresentados na literatura.

Tabela 4: Microrganismos produtores de cutinases. Fonte: Adaptado (CHEN et al.,
2013; DUTTA,; SEN; VEERANKI, 2009).

Origem Género Espécie
Scabies
Streptomyces Acidiscabies
badius
putida
Bactérias Pseudomonas mendocina
aeruginosa
Thermomonospora fusca
Thermoactinomyces vulgaris
Botrytis cineria
Fusarium solani pisi
oxysporium
roseum culmorum
roseum
sambucinum
Colletotrichum kahawae
gloeosporioides
Fungos capsici
Monilinia fructicola
Venturia inaequalis
Alternaria brassicicola
Helminthosporum sativum
Phytoptora cactorum
Ulocladium consortiale

Leveduras Cryptococcus

3.4 — Fermentacao no estado solido

A fermentacéo no estado soélido (FES) é um processo tradicional que se
caracteriza pela auséncia ou quase auséncia de agua livre no sistema (PANDEY,
1992a). A 4gua no processo fermentativo pode ser encontrada complexada com

a matriz solida, em finas camadas na superficie do sélido ou no espaco entre os
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sélidos, embora tal espaco seja predominantemente ocupado pela fase gasosa,
a capacidade de saturacdo da matriz sélida ndo pode ser ultrapassada, para que
ndo ocorra agua livre no sistema (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006;
RAIMBAULT, 1998). A Figura 8 apresenta um esquema das particulas sélidas

apos o ajuste de umidade.

Goticulas de agua no
espaco entre particulas

ase gasosa continua Biofilme de
umidade

Agua e nutrientes
absorvidos na particula

Figura 8: Esquema das particulas solidas em um sistema apoés o ajuste de umidade.
Fonte: Adaptado (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006).

A agua presente nas particulas de substrato € disponibilizada para o
microrganismos que estd atuando no processo fermentativo para ser utilizada
em seu crescimento e em suas atividades metabdlicas (PANDEY, 1992a). A
atividade de &gua (Aw), que é a umidade relativa da atmosfera gasosa em
equilibrio com o substrato, € extremamente dependente da capacidade do
substrato de se ligar a 4gua (KRISHNA, 2005; PANDEY, 1992a).

Com isso, 0 parametro Aw tornou-se um parametro importante nos cultivos
no estado sélido, pois através desse, pode-se selecionar um grupo microbiano
capaz de crescer em tais condi¢cdes (BHARGAV et al., 2007). A tolerancia dos
fungos filamentosos em crescer em valores baixos de atividade de agua, torna-
0S potenciais micro-organismos a serem utilizados nos processos fermentativos
no estado solido (MIENDA; IDI; UMAR, 2011). Pandey (1992) aponta que 0s
micélios dos fungos filamentosos s@o capazes de penetrar nas particulas do
sélido, enquanto as bactérias e leveduras crescem apenas na superficie. Por se
tratarem de condicbes mais severas de cultivo, Y. lipolytica, por apresentar
dimorfismo, caracteriza-se como um potencial microrganismo para tais
utilizagdes, pois pode se fixar no sélido na forma hifada e garantir condi¢gbes para
a sobrevivéncia da célula (FARIAS et al., 2014).
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Os processos fermentativos ja sdo utilizados pela humanidade ha
milénios, estudos arqueoldgicos apontam que 0s egipcios ja se utilizavam
desses para fazer pao em 2300 A.C (KRISHNA, 2005). A utilizagéo da FES pelos
orientais também remonta a antiguidade, onde esses ja realizavam a
fermentacdo Koji com a utilizacdo do fungo Aspergillus oryzae, produziam
bebidas alcodlicas e diversos outros produtos alimenticios (KRISHNA, 2005;
SOCCOL et al., 2017a).

Desde 1860, muitas descobertas foram realizadas no campo da
fermentacdo no estado soélido, essas foram acompanhadas pelo
desenvolvimento de tecnologias (KRISHNA, 2005). A utilizacdo da fermentacéo
no estado soélido por industrias de diversos setores para producdo de

biomoléculas e outras aplicacdes é apresentada pela Tabela 5.

Tabela 5: Aplicacdes da FES em diversos setores industriais. Fonte: Adaptado
(MIENDA,; IDI; UMAR, 2011).

Setor Aplicacao Exemplos
Amilases, proteases, pectinases,
Producédo de enzimas cellulases, amiloglicosidases,

glucoamilases, xylanases

~ o Micotoxinas, antibiéticos, alcaléides,
Producéo de bioativos

Fermentacao hormonios
Industrigl Producéo de acidos Acido citrico, acido fumarico, acido
organicos itacénico, acido latico
Producéo de
¢ Etanol

biocombustiveis
Producéo de compostos

di Vitaminas, pigmentos, biossurfactantes
iversos

Enriguecimento proteico, producéo de
proteina microbiana, alimentos
fermentados tradicionais (Sake, Koji)

Aromas, acidos graxos essenciais,
corantes, acidos organicos

Biotransformacao de
Indastria residuos
Agroalimenticia
Aditivos alimentares

Biorremediacéo e
Biodegradacao de
COMpOsStos perigosos
Detoxificacao de residuos
agroindustriais

Pesticidas, residuos cafeinados, PCB

Controle (Bifenil policlorado)

Ambiental
Casca do café, cascas da mandioca
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A FES, quando comparada com a fermentacdo submersa, apresenta
diversas vantagens, como por exemplo, menores problemas relativos a
contaminagao, pois apenas alguns grupos microbianos conseguem crescer em
tais condicbes operacionais, além disso 0 processo costuma apresentar uma alta

concentracdo de produto final (Doelle et al. 1992; Soccol et al. 2017).

Os meios fermentativos utilizados nos processos sdo mais simples,
podendo também serem utilizados residuos ou coprodutos da agroindustria para
producdo de metabdlitos de maior valor agregado (Doelle, et al. 1992). A FES
torna-se um grande atrativo para paises que geram muitos residuos
agroindustriais (KUMAR; KANWAR, 2012) A utilizagdo dessas matérias-primas
pode ser interessante, pois 0s nutrientes presentes nas particulas podem ser
assimilados pelos microrganismos, no entanto, a suplementacdo externa
também é possivel (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 20086).

Quando comparados com 0s processos conduzidos em estado sélido, os
processos em submerso também apresentam vantagens, como a facilidade no
controle de pH e temperatura, além do aumento de escala também ser facilitado
nos processos em submerso (MIENDA; IDI; UMAR, 2011; RAIMBAULT, 1998).

O pH do meio fermentativo é um resultado da atividade metabdlica dos
microrganismos ali presentes, como por exemplo, podendo diminuir caso ocorra
a producao de acidos organicos (RAIMBAULT, 1998). Gowthamana et al. (2001)
apontam uma faixa de pH extensa de crescimento para fungos filamentosos (2-

9) com uma faixa 6tima entre 3,8-6,0.

Um dos problemas associados aos cultivos sélidos € a transferéncia de
calor, pois os microrganismos geram um calor proporcional a sua atividade
metabdlica, tal fator associado a baixa condutividade térmica dos solidos
presentes no processo, gera um acumulo de calor, que € prejudicial (BHARGAV
etal., 2007). Pandey (2003) reporta que em alguns pontos do leito, a temperatura
pode ser até 20° C maior do que a temperatura de incubacéo, esse gradiente de
temperatura pode afetar o crescimento microbiano e a formacédo do produto

desejado.

Soccol et al. (2017) apontam uma vantagem na utilizacdo de um reator

tipo coluna como uma das solu¢des para a diminuicéo dos problemas causados
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pelos gradientes de temperatura, devido a conveccéo causada pelo ar que entra
no biorreator. A utilizacdo de um tamanho de particula menor pode auxiliar nos
problemas com a transferéncia de calor e de massa no sistema (KRISHNA,
2005).

O tamanho de particula é um parametro importante nos sistemas solidos,
pois caso esse seja muito pequeno, pode ocorrer a compactacdo do leito,
comprometendo a transferéncia de calor e de massa e caso o tamanho de
particula seja grande, pode comprometer a acessibilidade do microrganismo ao
substrato (GOWTHAMANA; CHUNDAKKADU; MOO-YOUNG, 2001). O espago
entre particulas no leito, assim como o grau de continuidade do mesmo é definido
pelo tamanho e pela forma das particulas solidas (MITCHELL; KRIEGER;
BEROVIC, 2006).

Bhargav et al. (2007) apontam a transferéncia de massa nos processos
fermentativos em estado solido em duas diferentes escalas, a micro e a macro.
A micro estaria associada ao crescimento do microrganismo, dependendo dos
fenbmenos inter- e intraparticula, como a difusdo de gases, absorcdo de
nutrientes, enzimas envolvidas no processo e a producdo de metabdlitos, ja a
escala macro estaria relacionada ao fluxo de ar no sistema, tamanho de

particulas, espaco entre particulas e modelo de biorreator utilizado.

3.4.1 — Producao de enzimas por fermentacdo no estado soélido

A possibilidade de utilizar residuos ou coprodutos agroindustriais para
gerar bioprodutos de maior valor agregado é uma das grandes vantagens da
fermentacdo no estado solido (PANDEY, 2003). Soccol et al. (2017) apontam
que nos ultimos cinco anos, o0s artigos cientificos sobre FES sao
majoritariamente relativos a producéo de enzimas, em sua maioria, xilanases e

celulases, seguidas pelas proteases.

A utilizacdo da FES como plataforma de producdo de enzimas leva a
maiores produtividades quando comparada com a fermentagcdo em submerso,
(RAMOS-SANCHE?Z et al., 2015). Castilho et al. (2000) comparam a viabilidade
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econdmica do processo de producao de lipases pelo fungo Penicillium restrictum
por fermentacdo submersa e por fermentacdo no estado sdélido, sendo que 0s
custos totais para producdo 100m?3 de concentrado de lipase por ano associados

a FES sao 78% menores do que os associados a fermentacdo submersa.

Com relagéo a caracterizacéo das enzimas produzidas, Diaz et al. (2006)
reportam uma significativa diferenca na estabilidade térmica de lipases
produzidas pelo fungo Rhizopus homothallicus em fermentagéo no estado sélido,
guando comparada as enzimas produzidas em fermentacdo submersa. Coradi
et al. (2013) realizaram a comparacdo da producdo de lipases pelo fungo
Trichoderma harzianum em fermentacédo no estado sélido e submersa, sendo
que a fermentacdo submersa promoveu a maiores atividades enzimaticas, a
atividade relativa por grama de indutor utilizado, dleo de oliva, foi maior nos

sistemas solidos.

Speranza et al. (2011) estudaram a producao de cutinases por Fusarium
sp. em fermentacéo no estado solido utilizando 4 diferentes substratos, farelo de
arroz, casca de soja, farelo de trigo e torta de semente de pinhdo manso
(Jatropha curcas) Através de tal estudo péde-se obter valores de atividades
maiores com a utilizac&o do farelo de trigo, além da caracterizacao fisico-quimica
e bioquimica das cutinases produzidas nos substratos diferenciados, influéncia
de ions na atividade das enzimas e da estabilidade em solventes organicos, que

foi maior nas cutinases produzidas na torta de semente de Jatropha curcas.

A producdo de cutinases por Furasium oxysporum em fermentacdo no
estado sélido utilizando casca de soja e farelo de trigo também foi reportada por
Fraga et al. (2012). Maiores atividades foram obtidas com a utilizagao do farelo
de trigo, no entanto quando avaliadas suas propriedades enantiosseletivas, as

obtidas pela casca de soja atingiram elevados niveis de enantiosseletividade.

Embora a utilizacdo da FES apresente inUmeras vantagens, a produgéo
de enzimas em escala industrial segue sendo majoritariamente realizada por
fermentacdo submersa, devido a problemas inerentes ao aumento de escala em
sistemas solidos, como temperatura, pH, aeracdo, gradientes de umidade e
acessibilidade do substrato (Carboué et al. 2016; Holker et al. 2004).
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A producéao de lipases por Yarrowia lipolytica em fermentag¢do no estado
sélido nos mais diversos substratos aliados ou ndo com indutores ja € reportada
(DOMINGUEZ et al., 2003; FARIAS et al., 2014; IMANDI; GARAPATI, 2007;
IMANDI; KARANAM; GARAPATI, 2013; LOPES et al.,, 2015; SOUZA et al.,
2016). A tabela 6 aponta a producdo de lipases por Yarrowia lipolytica e

cutinases em fermentag&o no estado solido.
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Tabela 6: Producéo de lipases por Yarrowia lipolytica e cutinases em fermentacdo no

estado sdélido.

Enzima Microrganismo Substrato Atividade Tempo Referéncia

. Yarrowia lipolytica Farelo de soja e SOUZA et al.
Lipase " \MUFRJ50682  dleodesoja 2> U@ 14horas (2016)

. Yarrowia lipolytica LOPES et al.
Lipase IMUERJ 50682 TPOMW 486 U/g 96 horas (2016)

. Yarrowia lipolytica , FARIAS et al.
Lipase IMUERJ 50682 Torta de soja 139 U/g 14 horas (2014)

. : Torta de

. Yarrowia lipolytica FARIAS et al.
Lipase IMUERJ 50682 semente de 102 U/g 28 horas (2014)

algodao

: Yarrowia lipolytica Torta de 6leo de IMANDI et al.
Lipase NCIM 3589 mostarda >89 U/g 96 horas (2012)

Yarrowia lipolytica Farelo de trigo e IMANDT;
Lipase oYy 9 9,3U/g 168horas  GARAPATI
NCIM 3589 bagaco de cana
(2007)

. Yarrowia lipolytica ~ Triturado de DOMINGUEZ
Lipase CECT 1240 nozes 69Ulg  264horas 1" 2003)
Lipase Yarrowia lipolytica cev:!l:(?azeeloé(lj:o de 21000 U/L 264 horas DOMINGUEZ

b CECT 1241 . et al. (2003)

girassol
FRAGA;
. Fusarium . CARVALHO;
Cutinase OXysporum Cascade soja 11700U/L 72 horas MACEDO.
(2012)
FRAGA;
. Fusarium CARVALHO;
Cutinase OXySporum Farelo de arroz 12900 U/L 72 horas MACEDO.
(2012)
FRAGA;
. Fusarium . CARVALHO;
Cutinase OXySporum Farelo de trigo 15500 U/L 72 horas MACEDO.
(2012)
Torta de SPERANZA,;
. Fusarium CARVALHO;
Cutinase oXysporum semente de 9500 U/L 72 horas MACEDO.

pinh&o-manso

(2011)
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3.5 — Cadeia produtiva da soja

Um dos possiveis indutores, fontes de carbono e nitrogénio para producao
de lipase por Y. lipolytica € a soja (Glycine Max (L.) Merrill). Esta tem origem no
continente asiético e foi introduzida no Brasil em 1882, é uma das oleaginosas
mais cultivada no mundo e suas aplicagdes principais estdo voltadas para
producao de 6leo vegetal e alimentacdo humana e animal, por ser uma boa fonte
de proteinas (CAMARA, 2012; FREITAS, 2011). Em escala global, o cultivo de
oleaginosas se expandiu 65 Mha de 1990 a 2005 (MILAZZO et al., 2013).

No mercado da soja, os dois maiores produtores e exportadores do
cenario mundial sdo EUA e Brasil, tendo aumentado a sua producdo anualmente
em 1,4% e 2,7%, respectivamente, no periodo de 2005-2010 (MASUDA;
GOLDSMITH, 2009). Em 2011, EUA, Brasil e Argentina foram responsaveis por
86,70% do mercado mundial de soja, sendo 2/3 da soja exportada com destino
Unido Europeia e China, que importa 79% do grdo consumido no pais
(HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2011). A figura 9 apresenta o aumento na produgéo

de soja dentre os maiores produtores mundiais.
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Figura 9: Aumento da produc¢&o de soja no mundo Fonte: (HIRAKURI; LAZZAROTTO,
2011)

Um dos produtos da cadeia produtiva da soja € o 0leo de soja, que dentre
varias aplicacdes possiveis, torna-se um potencial atrativo para a producao de
biodiesel (MILAZZO et al., 2013). Freitas et al. (2000) reportam a producédo de
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Oleos vegetais como um dos mais versateis e um dos mais importantes
processos do setor da industria agroalimentar, devido as suas variadas

aplicacoes.

A producédo do 6leo de soja requer varias etapas de processamento, essas
etapas estdo agrupadas dentro de trés etapas principais, que sao a etapa de pré-
processamento, extracdo/separacdo e pos-processamento (LI et al., 2006).
Dentre as etapas de pré-processamento, estdo incluidas a pré-limpeza realizada
nos graos para a retirada de impurezas, 0 processo de secagem responsavel
pela reducdo da umidade dos gréos, o descascamento que € responsavel por
separar as polpas, que contém o Oleo, das cascas, que sao residuos geralmente
gueimados nas caldeiras das unidades, a etapa de condicionamento, onde séo
aguecidos a temperaturas entre 55-60°C e por ultimo a etapa de laminacéo, que
€ responsavel por facilitar a extracdo do 6leo por romper as paredes vegetais
(MANDARINO; ROESSING, 2001).

A segunda grande etapa que é a de extracdo/separacado do 6leo, onde a
extracao do 6leo de soja pode ser realizada de duas formas, mecanicamente ou
através da utilizacdo de solventes, como o hexano, contudo a eficiéncia do
processo mecanico é menor do que a extracado com solventes, que pode chegar
a um rendimento de até 98% (CHENG; ROSENTRATER, 2017; LETICIA et al.,
2012; LI et al., 2006). Segundo Wan & Wakelyn (1997, apud Li et al., 2006, pg.
430) o processo de extragdo com solventes ocorre em trés etapas, primeiro
ocorre a penetracdo do solvente nos graos de soja, seguida pela solubilizac&o
do 6leo no solvente e por ultimo a difusdo do 6éleo da matriz sélida para a fase

liguida do solvente.

O processo de extracdo do Oleo de soja leva a obtencdo de um outro
coproduto da cadeia produtiva da soja que € o farelo de soja, que apresenta um
grande conteudo proteico (DALGAARD et al., 2008). Para obtencé&o do farelo de
soja, faz-se necessario também um processo de retirada do solvente, que pode
ser conduzido em um tostador, onde é utilizado vapor em contracorrente,
levando a evaporacédo do solvente e redugdo do teor de umidade do farelo

desengordurado (CHENG; ROSENTRATER, 2017).
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3.6 — Poli(tereftalato de etileno)

O poli(tereftalato de etileno) (PET) é um poliéster aromatico produzido
pela primeira vez em 1946 por Whinfield e Dickson e comercialmente produzido
a partir de 1953 (THOMAS; VISAKH, 2011). O PET tornou-se um dos
termoplasticos mais produzidos em escala mundial devido as suas aplicacdes
em diversos setores, como por exemplo, as fibras téxteis, as embalagens
processadas por injecao-sopro, filmes biorientados e polimeros de engenharia
(ROMAO; SPINACE; PAOLI, 2009). Os termopléasticos representam uma classe
de materiais que podem ser aguecidos e resfriados, sem a perda significativa de
suas propriedades (MATTAR; VIANA, 2012). A Figura 10 apresenta a estrutura
do PET.
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Figura 10: Estrutura do PET. Fonte: (PIRES et al., 2005).

n

A enorme aplicabilidade do PET nos diversos setores, deve-se as suas
propriedades e ao seu facil processamento, dentre as principais propriedades
estdo a sua elevada estabilidade térmica, a resisténcia quimica e a manutencao
de sua resisténcia mecanica em temperaturas mais elevadas (ROSU; SHANKS;
BHATTACHARYA, 1996). O PET é obtido a partir de dois mondmeros, o
etilenoglicol, que a temperatura ambiente € um liquido incolor e o acido
tereftalico, que a temperatura ambiente € um soélido, que é produzido a partir da
oxidac&o do p-xileno com acido acético (THOMAS; VISAKH, 2011). A Tabela 7
apresenta algumas caracteristicas e propriedades do PET.
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Tabela 7: Propriedades do PET. Fonte: Adaptado de (Mano, 2004).

PET
Polimero Poli(tereftalato de etileno)
Preparacao Policondensacdo em massa, 280°C
Massa molar 4x10% g/mol
Densidade 1,33-1,45 g/cm3
Tg 70-74°C
Tm 250-270°C

Pode ser amorfo (transparente), parcialmente
Cristalinidade cristalino e orientado (translicido) e altamente

cristalino (opaco)

Material termoplastico, brilho, alta resisténcia
Propriedades mecanica, quimica e térmica e baixa

permeabilidade a gases

Nomes comerciais Dacron, Mylar, Techster, Terphane, Bidim

A producao do PET é realizada em 3 etapas, como pode ser observado
na figura 11, primeiro ocorre a etapa de esterificacdo que consiste na reacao
entre os monbmeros &cido tereftdlico (TPA) e etilenoglicol (EG) em
esterificadores, levando a formacéao do tereftalato de bis(2-hidroxietileno) (BHET)
e de oligbmeros. Em seguida, os produtos de reagdo seguem para a etapa de
pré-polimerizacdo com a formacdo do pré-polimero, que segue entdo para a

etapa de policondensacao para gerar o PET amorfo (EAST, 2006).

Para a obtencéo da resina PET grau garrafa, que apresenta uma massa
molecular maior e uma maior cristalinidade, faz-se necessario uma outra etapa,
chamada de polimerizacdo no estado sélido, onde os chips obtidos na etapa
anterior sdo aquecidos além da Tq (temperatura de transicdo vitrea) (EAST,
2006; ROMAO; SPINACE; PAOLI, 2009).
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Acido tereftalico
+ — Esterificacao
Etilenoglicol

BHET e oligémeros

Pre-polimerizacao

Pré-polimero

Policondensacéo

PET Amorfo

Polimerizacao no estado
sélido

Resina PET grau garrafa

Figura 11: Fluxograma do processo de producéo do PET a partir do TPA e do EG.
Fonte: Adaptado de (CASTRO; CARNIEL, 2017)

O processo de producdo do PET a partir do TPA foi desenvolvido em
1963, antes disso, a sua producao era realizada com a utilizacao do tereftalato
de dimetila (DMT) e etilenoglicol como mondémeros (ROMAO; SPINACE; PAOLI,
2009; SMIRNOV et al., 1984). Hovenkamp & Munting (1970) apontam a
formacao de dietilenoglicol durante a reacdo de transesterificagdo do DMT com
o etilenoglicol para producéo do oligbmero na etapa de pré-polimerizacdo. A
presenca de dietilenoglicol no produto final € reportada como um prejuizo para

as propriedades fisico-quimicas do polimero.

A producédo de PET a partir de DMT e EG também leva ao oligdmero
intermediario tereftalato de bis(2-hidroxietileno) (BHET) na etapa de pré-
polimerizacdo, no entanto ao invés de gerar agua como um sub-produto, como

na reacao entre TPA e EG, leva a geracao de metanol (USA, 1995).

Estima-se que a producgdo de plasticos mundial esteja em torno de 311

milhdes de toneladas e boa parte dessa producdo ainda & extremamente
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dependente do petrdleo, em torno de 90% (BORNSCHEUER, 2016). No Brasil,
90% do consumo de PET é destinado a embalagem de bebidas e alimentos,
esse mercado consumiu cerca 515 ktons em 2011. O consumo de PET no Brasil

vem aumentando nos ultimos anos como pode ser constatado na Figura 12.
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Figura 12: Consumo de PET no Brasil. Fonte: ABIPET (2012)

3.6.1 — Processos de reciclagem do PET

O aumento na producdo de PET no cenario mundial é observado
anualmente, caminhando conjuntamente com a crescente demanda pelo
polimero (RABELLO; WELLEN, 2008). Bornscheuer (2016) reporta uma
producdo de 50 milhdes de toneladas de PET em escala global para atender a

demanda.

Com a crescente producdo e utilizacdo dos materiais poliméricos,
observa-se o0 aumento nos problemas relativos a disposicéo final dos residuos
gerados (SINHA; PATEL; PATEL, 2010). Os indices de reciclagem de materiais
termoplasticos no mundo vem aumentando com 0s anos, no entanto, parte do

material ainda segue para outras destinacdes, como aterros sanitarios.
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Dentro desse cenario de crescimento do consumo e dos indices de
reciclagem, observa-se o surgimento de tecnologias para 0 processamento
desses residuos através de processos de reciclagem. Dentre 0s processos mais
utilizados para reciclagem de materiais poliméricos, estdo os processos de
reciclagem mecanica e os de reciclagem quimica (RAGAERT; DELVA; GEEM,
2017).

Os processos de reciclagem podem ser classificados em 4 grupos. A
reciclagem primaria, que consiste no processamento padrao dos residuos pré-
consumo com etapas de descontaminacéo e leva a obtengcdo de produtos com
as mesmas propriedades de polimeros novos. A reciclagem secundéria esta
associada ao material pds-consumo, onde o polimero € reprocessado
mecanicamente na forma de graos e pode perder as suas propriedades ao longo
dos processos de reciclagem, além disso, o material obtido ndo apresenta
utilizacbes nobres. A reciclagem tercidria ou reciclagem quimica sé&o
responsaveis pela obtencdo dos mondmeros dos materiais poliméricos ou até
mesmo de alguns insumos quimicos. Ja a reciclagem quaternaria esta associada
a recuperacdo da energia a partir dos materiais através da incineracao (SINHA;
PATEL; PATEL, 2010; SPINACE; PAOLI, 2005). Alguns dos processos

relacionados a reciclagem quimica do PET séo apresentados na Figura 13.

Reciclagem quimica do PET

[

Glicdlise Metandlise Hidrolise Outros processos:
Produtos principais:| |Produtos principais: | |Produtos principais: Aminolise
BHET +Oligdbmeros DMT + EG TPA +EG Amondlise

| Acda | [ Alcalina | | Neutra |

Figura 13: Processos quimicos de reciclagem do PET. Fonte: (SINHA; PATEL; PATEL,
2010).
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Os processos quimicos de reciclagem podem levar aos mais diversos
produtos finais de reacdo, sendo possivel a repolimerizagéo, quando obtidos os
mondmeros ou o oligbmero (BHET), ou a sintese de outros produtos, como por
exemplo, ésteres vinilicos e resinas (RAGAERT; DELVA; GEEM, 2017). O
processo de reciclagem através da glicélise € o mais simples e o mais antigo
dentre os processos quimicos. O processo € baseado na transesterificacdo do
PET em meio contendo excesso de etilenoglicol, ocorrendo em trés etapas, a
formacdo dos oligbmeros, seguido pela formacédo do dimero de BHET e por
altimo a formacdo do BHET, a temperatura no processo esta na faixa de 180-
250°C (BARTOLOME et al., 2012; RAGAERT; DELVA; GEEM, 2017).

O processo de metandlise que leva a formacdo dos mondmeros DMT e
EG é conduzida com o PET em meio reacional contendo excesso de metanol
com temperatura variando entre 160 e 240°C por uma hora, devido ao fato do
processo ser extremamente custoso devido a problemas na etapa de separacao
dos produtos de reacdo, 0 processo tornou-se obsoleto na utilizacdo pelas
industrias (BARTOLOME et al., 2012; SPINACE; PAOLI, 2005). Quando
comparado aos processos de glicélise e metandlise, o processo de hidrolise é o
mais lento, pois a 4gua € um nucledfilo mais fraco. A reacdo de hidrolise pode
ser conduzida em meio acido, basico ou neutro, e a grande desvantagem do
processo € a elevada pressao (1,4-2 MPa) e temperatura (200-250°C) de
processo que precisa ser mantida por mais tempo, devido ao fato do processo
ser mais lento, além da dificuldade de recuperacédo dos monémeros e da baixa
seletividade associada ao mesmo (BARTOLOME et al., 2012; RAGAERT;
DELVA; GEEM, 2017; ROMAO; SPINACE; PAOLI, 2009; SINHA; PATEL;
PATEL, 2010).

3.6.2 — Despolimerizagdo enzimatica do PET

A utilizacdo de enzimas nos processos de degradacéo de poliésteres foi
primeiramente reportada por Tokiwa & Suzuki (1977). O processo de hidrolise
enzimatica do PET € compreendido pela acédo das enzimas na regiao amorfa do
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polimero, catalisando assim a hidrélise das ligacdes éster (MARTEN; MULLER;
DECKWER, 2003; WEBB et al., 2013).

As enzimas que vem atuando no PET, tanto para viabilizar modificacdes
na superficie, quanto para atuar no processo de despolimerizagdo sao as
lipases, cutinases, carboxilesterases, serina esterases e p-nitrobenzil esterases
(BARTH et al., 2016a; CARNIEL etal., 2017; GUEBITZ; CAVACO-PAULO, 2008;
KANELLI et al., 2015; RIBITSCH et al., 2011).

Alguns fatores séo responsaveis por tornar o polimero mais suscetivel a
hidrolise catalisada por enzimas, com relacéo a sua estrutura, o polimero precisa
ter o minimo de mobilidade, para que possa acessar o sitio catalitico, além da
cristalinidade, que quando é alta, torna os grupos passivos de serem
hidrolisados, inacessiveis (CHANDRA; RUSTGI, 1998). A Figura 14 apresenta a

acao de enzimas em poliésteres no geral.

Regides
Amorfas

D Regides
Cristalinas

Enzimas

O
OO,

W

Figura 14: Ataque das enzimas no material polimérico. Fonte: (WEBB et al., 2013).

O ataque das enzimas ocorre na parte superficial do material, que leva a
processos erosivos, perda de massa e aumento da cristalinidade do polimero,
visto que a sua acdo é na regido amorfa (CHANDRA; RUSTGI, 1998;
MOCHIZUKI; HIRAMI, 1997). Mochizuki & Hirami (1997) reportam que o
processo de hidrélise pode ocorrer de duas formas, de forma aleatéria
(degradacao endo), onde a enzima atua de forma aleatoria na cadeia polimérica
ou no final da cadeia (degradacédo exo), sendo a degradacao realizada pelas

lipases a do tipo endo.
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O processo de despolimerizacdo enzimatica, assim como 0S outros
processos de hidrolise, leva a obtengdo dos mondémeros TPA e EG, como 0s
produtos finais de hidrélise. No entanto, alguns outros produtos de reacdo séo
gerados, sendo eles, o tereftalato de mono(2-hidroxietileno) MHET, que ao ser
hidrolisado, leva a formacdo de TPA e EG e também o tereftalato de bis(2-
hidroxietileno) BHET, a molécula que é obtida na reacdo de pré-polimerizacéo
para producdo do PET (BARTH et al.,, 2015a; COSTA et al., 2015). Quando
comparada aos processos de hidrolise da reciclagem terciaria, a utilizacdo de
enzimas leva a uma maior seletividade do catalisador, assim como permite a
utilizacado de condi¢cbes mais brandas de temperatura e pressao, tornando o
processo menos oneroso (COSTA et al.,, 2015). A Figura 15 apresenta o

esquema reacional para despolimerizacdo enzimatica do PET.

HO—\

—o ; 0

—

O A o

O PET & TPA \—/ OH EG

BHET

HO xo | .
T " MHET n/>_©_<\/m'—

Figura 15: Esquema da despolimerizacdo enzimatica do PET. Fonte: (BARTH et al.,
2015a).

Barth et al. (2015) reportam a poliéster hidrolase (TfCut2) produzida por
Thermobifida fusca como uma enzima capaz de despolimerizar o PET. No
entanto, estudos cinéticos apontaram o BHET e o MHET atuando como
inibidores competitivos da reacdo, sendo a eficiéncia da reacao de hidrélise do
MHET a TPA e EG menor do que a de hidrélise do BHET, o que caracteriza o
MHET como um potencial inibidor das reagdes de hidrdlise.
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Para contornar problemas de inibicdo enzimatica por produtos de
hidrélise, estudos que visam a implementacédo de sistemas multienziméticos vem
ganhando for¢ca (BARTH et al., 2016a; CARNIEL et al., 2017), a utilizacdo de tais
sistemas visa utilizar a sinergia entre as enzimas como um meio para diminuir

problemas relativos ao acumulo de produtos inibitorios.

Yoshida et al. (2016) isolaram uma bactéria (Ideonella sakaiensis 201-F6)
capaz de produzir duas enzimas importantes para o processo de hidrolise
enzimatica, primeiro a bactéria secreta uma PETase, que leva a formacao de
MHET e TPA. Posteriormente, o MHET é hidrolisado a TPA e EG por uma
MHETase, com a posterior interiorizagdo do TPA pelo microrganismo. Além do
processo de degradacdo do polimero, a utilizacdo de enzimas também pode
auxiliar no tratamento das fibras, como uma mudanca nas propriedades da
superficie do material, com a obtencdo de grupos reativos na superficie do
material (FERRARIO et al., 2016).



4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Principais reagentes

Os principais reagentes utilizados no desenvolvimento da dissertacao
estéo listados na tabela .

Tabela 8: Reagentes utilizados na dissertacéo.
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Reagentes Fabricante

Agar Vetec
Acetona Isofar
Acetonitrila Tedia

Azocaseina Sigma-Aldrich

BHET Sigma-Aldrich

Coomassie Brilliant Blue G-250 Sigma-Aldrich
DMSO Vetec

Extrato de levedura Sigma-Aldrich
Fosfato de potassio (Monobasico e dibasico) Vetec
Hidroxido de sodio Isofar
Glicose Vetec

Peptona Sigma-Aldrich

Butirato de p-nitrofenila Sigma-Aldrich

Laurato de p-nitrofenila Sigma-Aldrich




4.2 — Equipamentos
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Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento da dissertacao

estao descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Equipamentos utilizados no desenvolvimento da dissertagao.

Equipamento Fabricante Modelo
Balanca Analitica Mettler AE260
Balanca de umidade AND MX-50
Cémara de fluxo .
_ Labconco BioFlux Il
laminar
Centrifuga Fanem 204-NR
Centrifuga de
. Eppendorf 5804R
microtubos
Espectrofotdmetro Bell Photonic SP2000-UV
Estufa incubadora Tecnal BOD

HPLC
Liofilizador
Leitor de Microplacas
Microscopio
Moinho
Shaker Orbital

Ultra turrax

Thermo Scientific
Terroni
Molecular Devices
Nikkon Eclipse
Tecnal
Tecnal
IKA

Dionex Ultimate 3000
Enterprise |
SpectraMax M2e
E200
TE-648
TE420
T25

4.3 - Microrganismo e preservagao

A levedura utilizada foi uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica

(IMUFRJ 50682) isolada de um estuéario da Baia de Guanabara no estado do Rio
de Janeiro (HAGLER; MENDONCA-HAGLER, 1981). A cepa foi identificada pelo
Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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As células foram estocadas a 4°C em meio YPD-agar (1% extrato de

levedura, 2% peptona, 2% glicose e 3% agar-agar).

4.4 — Cultivo

As células inoculadas no meio fermentativo foram cultivadas em meio
YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose) por 72 horas em shaker
orbital 28°C e 160 rpm.

4.4.1 - Quantificacdo do crescimento celular

A quantificag&o do crescimento celular foi realizada em espectrofotometro
(Bell Photonic SP2000-UV) a 570 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram
convertidos em mg p.s. células/mL através da curva padrdo de peso seco de
Yarrowia lipolytica. A Figura 16 apresenta a curva padrao de peso seco utilizada
no presente trabalho.

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2

0,15 y = 0,5571x
R2=0,9998

Concentracéo (g/L)

0,1

0,05

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbancia (570 nm)

Figura 16: Curva padrdo de peso seco de Yarrowia lipolytica a 570 nm em

Espectrofotémetro (Bell Photonic SP2000-UV).
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4.5 — Esterilizacéo

Os materiais e meios de cultivo e producao utilizados no presente trabalho
foram esterilizados em autoclave. Os meios de conservagéo e pré-inodculo (YPD)
foram autoclavados a 0,5 atm por 20 minutos, enquanto 0S meios para
fermentacao no estado soélido e os materiais foram autoclavados a 1 atm por 20

minutos.

4.6 — Fermentacdo no estado sdlido

A fermentacéo foi conduzida em bécher de 250 mL com 10 g de matéria-
prima com e sem a presenca de indutores em proporcdes variadas (5% e 20%
m/m) visando a producéo de enzimas. O ajuste de umidade foi realizado para
55% (base Umida) através da seguinte férmula:

mliq

Umidade (%) = 100

(mlig+msol)
Onde:

Miiq € a massa de liquido e msg¢l € a massa do soélido seco.

O ajuste de umidade foi realizado com uma emulsédo de agua e 6leo de
soja 1,5% (% m/m) no momento da inoculagdo conforme descrito por Souza et
al. (2016). Para inocular o meio fermentativo, foi avaliada a concentragéo de
biomassa em espectrofotometro a 570 nm apos 72 horas de cultivo das células
em meio YPD. Os meios foram inoculados com 0,71 mg de células/g de

substrato.

Os recipientes apos o ajuste de umidade e a inoculacdo com as células

de Yarrowia lipolytica foram incubados a 28°C sob umidade saturada (99%).
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4.6.1 — Matérias-primas

As matérias-primas, com excecado do BHET, foram moidas em moinho e,
posteriormente, foi realizado um ajuste granulométrico (<1,18 mm) das matérias-
primas para utilizacdo no meio fermentativo, através da utilizacdo de uma

peneira com abertura de 1,18 mm.

4.6.1.1 — Farelo de soja

O farelo de soja utilizado no presente trabalho foi obtido ap6s o processo
de extracdo do 6leo da soja e foi cedido pela Petrobras/CENPES. O material foi

armazenado congelado e utilizado sem nenhum pré-tratamento.

4.6.1.2 — Casca de Maca e casca de melancia

A casca de maca (Malus domestica) variedade Gala e a casca de
melancia (Citrullus lanatus), obtidas em supermercado localizado na cidade do
Rio de Janeiro, foram utilizadas como um dos indutores no meio fermentativo
para producdo de enzimas nas propor¢cdes de 5% e 20% (%m/m). As cascas
foram separadas, secas em liofilizador e moidas. As cascas moidas foram

armazenadas a temperatura ambiente.

4.6.1.3 - Cortica

A cortica foi utilizada como indutor no meio fermentativo para producgéo de
enzimas nas propor¢oes de 5% e 20% (%m/m). A cortica foi obtida a partir da

rolha de vinhos.
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4.6.1.4 - BHET

O BHET (tereftalato de bis(2-hidroxietileno)) (Sigma-Aldrich) foi utilizado
como indutor no meio fermentativo para producao de enzimas nas proporcdes

de 5% e 20% (%m/m). N&o foi realizado nenhum pré-tratamento no material.

4.6.1.5-PET CPR

O PET CPR foi obtido a partir de recicladora localizada na cidade de
Duque de Caxias cedido pela Petrobras/CENPES foi utilizado como indutor no
meio fermentativo para producdo de enzimas nas proporcdes de 5% e 20%

(%om/m).

4.6.2 — Medicéao de pH

A afericdo de pH foi realizada com 0,5 g de massa fermentada em 1 mL
de &gua destilada em medidor de pH previamente calibrado.

4.6.3 — Extracdo das enzimas

A extracao das enzimas foi realizada com tampéo fosfato de potassio 50
mM pH 7,0. Ao material fermentado foi adicionado 50 mL de tampéo e,
posteriormente, colocados a 37°C a 200 rpm em shaker orbital por 20 minutos.
O fermentado foi entdo prensado manualmente para obtencdo do extrato
enzimatico bruto, o qual foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para remocéao

das células. Os extratos enziméaticos foram armazenados congelados.
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4.7 — Atividades enzimaticas

4.7.1 — Atividade de lipase

A atividade lipolitica foi avaliada por duas metodologias diferentes, sendo
elas, a espectrofotométrica utilizando o p-NFL como substrato e a titulométrica

utilizando 6leo de oliva como substrato.

4.7.1.1 — Atividade hidrolitica em p-NFL

A atividade hidrolitica foi avaliada por espectrofotometria pela variagdo da
absorbancia pela hidrélise do p-NFL (laurato de p-nitrofenila) a p-nitrofenol a 410
nm em leitor de microplacas (Molecular Devices, SpectraMax M2e) com uma
concentracéo de 0,162 g/L em tampao fosfato 50mM e pH 7,0. (Pereira-Meirelles
et al., 1997).

O substrato utilizado foi preparado com 0,018 g de p-NFL solubilizado em
1 mL de DMSO (Dimetilsulfoxido) e posterior adicdo de 100 mL de tampéo
fosfato de potassio 50 mM e pH 7,0. A microplaca de 96 pocos foi preenchida
com 180uL de substrato em cada poc¢o e aclimatada a 37°C. Em seguida, foi
adicionado 20 pL de extrato enzimético e a variacdo de absorbancia foi

acompanhada por 100 segundos.

O calculo da atividade em U/L foi feito através da seguinte equacao:

p U, AAbs fxVrxD
D= ¥ s

Onde:

A (U/L): Atividade enzimatica e 1 unidade enzimatica (U) corresponde a
quantidade de enzima capaz de produzir 1 pumol de p-nitrofenol por minuto nas

condicbes de ensaio;
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AAbs/At: é a variagao de absorbancia no intervalo de tempo At (em

minutos) transcorrido durante a fase de aumento linear de absorbancia;
D: Diluicdo do extrato enzimatico;
Vr. Volume reacional do ensaio (em litros);
Vs: Volume de solucéo enzimatica utilizada no ensaio (em litros);

f: fator de converséo obtido a partir da construcdo da curva padrao de p-

nitrofenol.

4.7.1.2 — Atividade lipolitica (Método titulométrico)

Na determinacdo da atividade lipolitica pelo método titulométrico foi
utilizado um protocolo adaptado da metodologia reportada por Freire et al.
(1997).

A mistura reacional (19 mL) é composta por uma emulsdo de goma
arabica e 6leo de oliva (5% goma arabica e 5% 0leo de oliva %p/v) em tampé&o
fosfato 100 mM e pH 7,0. A reacdo enzimética se inicia com a adicdo de 1 mL
do extrato enzimético e é conduzida por 20 minutos a 37°C em shaker orbital a
200 rpm, apo6s o tempo de reacao é adicionado 20 mL de uma solugéo de alcool-
acetona (1:1) para interrompé-la. Os acidos graxos produzidos durante a reacéo
foram titulados com NaOH 0,04 M em titulador automatico (Metrohnm 916 — Ti-
Touch). Um branco foi conduzido pela adicdo da solugéo de alcool-acetona antes

da adicdo da enzima no meio reacional.

Uma unidade de atividade enzimatica (1 U) corresponde a quantidade de

enzima que produz 1 pmol de acido graxo por minuto, nas condi¢des do ensaio.

4.7.2 — Atividade esterasica

A determinacdo da atividade esterasica foi realizada por

espectrofotometria pela variagdo da absorbancia na hidrélise do substrato p-NFB
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(butirato de p-nitrofenila) a p-nitrofenol a 412 nm em leitor de microplacas
(Molecular Devices, SpectraMax M2e) conforme reportado por Carniel et al.
(2017).

O preparo do substrato consiste em 2,5 mM de p-NFB em solugdo de
acetonitrilia-DMSO (1:1) (v/v). A microplaca de 96 pocos foi preenchida com 140
uL de tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, 50 pL de substrato p-NFB e 10
puL de extrato enzimatico. A reacado foi acompanhada por 100 segundos e a

atividade enzimatica foi calculada pela seguinte férmula:

2 U, AAbs fxVrxD
D=8 Vs

Onde:

A (U/L): Atividade enzimatica e 1 unidade enzimatica (U) corresponde a
qguantidade de enzima capaz de produzir 1 umol de p-nitrofenol por minuto nas

condicfes de ensaio;

AAbs/At: é a variacdo de absorbancia no intervalo de tempo At (em

minutos) transcorrido durante a fase de aumento linear de absorbancia;
D: Diluicéo do extrato enzimatico;
Vr: Volume reacional do ensaio (em litros);
Vs: Volume de solucdo enzimética utilizada no ensaio (em litros);

f: fator de conversédo obtido a partir da construcdo da curva padrao de p-

nitrofenol.

4.7.3 — Atividade proteolitica

A determinacédo da atividade das proteases foi adaptada da metodologia

reportada por Pinto (1998).

Em um microtubo, 0,5 mL de uma solu¢édo de azocaseina 0,5% (p/v) em
tampao acetato 50 mM, pH 5,0, foi adicionado a 0,5mL do extrato enzimatico,
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com a posterior incubacéo a 32°C por 40 minutos. Apos o tempo reacional, uma
solucdo de acido tricloroacético 15% (p/v) foi adicionada para precipitacado das
moléculas proteicas ndo hidrolisadas. Posteriormente, as amostras foram

centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos.

A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Molecular Devices,
SpectraMax M2e) com o preenchimento das microplacas com 100 pL de KOH
6N e a posterior adicdo de 100 pL do sobrenadante obtido na etapa anterior. A

leitura foi realizada a 428 nm.

O branco da amostra foi realizado através da adicdo do acido

tricloroacético antes do extrato enzimatico.

A atividade (U/L) foi obtida a partir da seguinte férmula:

(U) _ (Abs amostra — Abs branco)

L 0,01 xtxV amostra
Onde:

A (U/L): Atividade enzimética onde uma unidade de atividade enzimética
(1U) é definida como o aumento de 0,01 da absorbancia que a amostra

apresenta em relacéo ao branco por minuto nas condi¢cdes da reacao;
Absamostra: Absorbéncia da amostra,
Absbranco: Absorbéancia do branco;
Vamostra: VOlume da amostra,

t: Tempo de reacao;

4.8 — Concentracao de Proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método adaptado ao
desenvolvido por Bradford (1976). O preparo do reagente de Bradford consiste
na dissolucéo de 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich) em
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50 mL de etanol 95% e posterior adicdo de 100 mL de &cido ortofosférico 85%

(p/v). A solucéo final foi avolumada com &gua destilada para um volume de 1L.

A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Molecular Devices,
SpectraMax M2e) com o preenchimento da microplaca de 96 po¢os com 160 uL
do reagente de Bradford e posterior adicdo de 40 pL do extrato enzimatico.
Aguardou-se 5 minutos e realizou-se a leitura a 595 nm. Os valores de
absorbancia obtidos foram correlacionados com concentragao atraves da curva

padrao construida previamente com concentracdes conhecidas de proteina.

4.9 — Reac0Oes de despolimerizacao

As reac0Oes de despolimerizacao foram conduzidas em microtubos de 2,0
mL contendo 1,0 mL de extrato enzimatico obtido através dos processos
fermentativos, 10 mg de substrato (BHET, PET CPR e PET Amorfo) e 40 uL de
uma solugdo de azida de sédio 5% (p/v). Para a conducdo das reacdes foi
utilizado o Thermomixer C (Eppendorf) a 37°C e 2000 rpm. O tempo reacional
foi de 10 dias e aliquotas de 100 pL foram retiradas no terceiro, sétimo e décimo
dia. As aliquotas foram diluidas em metanol e filtradas em filtros de 0,20um para
analise posterior em HPLC.

4.10 — Quantificagdo dos produtos de reacédo por HPLC

A quantificacdo dos produtos de reacdo (TPA, MHET e BHET) foi
realizada por cromatografia de liquida de alta eficiéncia em cromatégrafo Thermo
Scientific (Modelo Dionex UltiMate 3000) com coluna Agilent Eclipse Plus C18,
5 um, 4,6 X 250 mm, e pré-coluna Zorbax SB-C18, 5 um, 4,6 x 12,5mm. A
temperatura utilizada na coluna foi de 30°C, volume de injecdo de amostra foi de
10pL e o comprimento de onda do detector UV foi de 254 nm. A fase movel é
composta por acetonitrila (grau HPLC) — Solvente A e acido formico 0,05% -

Solvente B e o fluxo é de 0,5 mL/min.
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O gradiente de fase movel utilizado € apresentado na tabela 10.

Tabela 10: Gradiente de fase moével de HPLC utilizado na avaliacdo dos produtos de

reacao.
Tempo Solvente A Solvente B
(minutos) (%) (%)
0 20 80
5 60 40
13 60 40
16 100
24 100
25 20 80
30 20 80

A Figura 17 apresenta as curvas padrées dos produtos de hidrolise (TPA,
MHET e BHET).
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Figura 17: Curvas padrdes dos produtos de hidrélise do PET. (a) Acido Tereftalico, (b) MHET e
(c) BHET.
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5 — Resultados e Discussao

5.1 — Andlise Bromatoldgica do farelo de soja

Através da andlise bromatolégica realizada no farelo de soja, principal
substrato para a fermentagdo no estado solido, constata-se um alto teor de
proteinas, caracteristico do farelo, e também um baixo valor de extrato etéreo,
por isso foi utilizada a suplementacédo do meio com 6leo de soja (1,5% p/v) para
induzir a producéo de lipases. A Tabela 11 apresenta os resultados da analise

bromatolégica.

Tabela 11: Andlise bromatolégica do farelo de soja.

Andlises fisico-quimicas  Composicao centesimal (%)

Umidade 6,18 £ 0,682
Cinzas 5,95 + 0,04°
Proteinas 50,66 + 0,57°
Extrato etéreo 1,75 +0,07°
Fibras insollGveis totais 7,94 £ 0,63°
Carboidratos 22,48 + 0,70

a realizado em balanca de umidade AND MX-50.

b realizado no laboratério de controle bromatolégico — LABCBROM/UFRJ.

5.2 — Selecdo das matérias-primas

Foi realizada uma selecdo com todas as matérias-primas para avaliagdo
do perfil de atividade enzimatica na presenca de indutores no meio fermentativo

em 14 horas de fermentacdo conforme determinado por SOUZA et al. (2016).
5.2.1 — Ensaio Controle
O experimento controle foi realizado em triplicata e apenas na presenca

de farelo de soja, 6leo de soja e as células de Y. lipolytica. Os valores de

atividade enzimatica obtidos sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Atividade enzimatica do Controle em 14 horas de fermentacgéo.

Como pode ser observado na Figura 18, a atividade pelo método
titulométrico comprova que a fermentacdo na presenca de 6leo de soja (1,5%
m/m) € uma boa indutora para a producdo de lipases verdadeiras por Y.
lipolytica, alcancando 88,58 + 2,96 U/g de atividade. Souza et al. (2016) reporta
uma atividade similar com a utilizacdo de farelo de soja e 6leo de soja (1,5%
m/m), atingindo em 14 horas 93,9 + 2,9 U/g de atividade através do método

titulométrico.

A atividade em p-NFL é um método também utilizado para a quantificacédo
da atividade lipolitica de extratos enzimaticos, onde o extrato bruto produzido
apresentou atividade de 57,45 U/g, no entanto, notou-se uma diferenca nos
valores de atividade entre os dois métodos de quantificacdo, podendo ser
atribuido a especificidade da enzima pelo substrato de hidrélise em questdo. Yu
et al. (2007) reportam a especificidade da principal lipase extracelular de Y.
lipolytica (Lip2p) como sendo maior para triglicerideos. Pereira-Meirelles et al.
(1997) também apontam uma atividade maior na utilizagcdo de triglicerideos
como substratos, contudo o perfil de atividade enzimatica no tempo de

fermentacao é similar na utilizacdo de p-NFL e 6leo de oliva como substratos.

O método do p-NFB foi utilizado para avaliacdo da atividade esterasica
dos extratos obtidos, quando comparado as demais atividades, observa-se uma

enorme diferenca, podendo ser justificada pela alta producdo de lipases
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verdadeiras, que diferentemente das demais esterases, atuam em substratos
com cadeia maior do que 10 carbonos, conforme reportado por
BORNSCHEUER, (2002). Outro fator que pode ter sido prejudicial para atividade
avaliada em p-NFB, é a presenca de acetonitrila na solucédo de substrato, que &

reportada por inativar as enzimas de Y. lipolytica (YU; QIN; TAN, 2007).

5.2.2 — Casca de maca
A producéo de enzimas foi investigada na presenca de casca de maca

nas proporcdes de 5 e 20% (m/m). O perfil de atividade enzimética obtido esta

representado na Figura 19.
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Figura 19: Atividades enzimaticas obtidas a partir da adicdo de casca de maca no meio
fermentativo nas proporcdes de 5% e 20% (% m/m). (a) p-NFL; (b) p-NFB; (c) Titulométrico.

A presenca da casca de macd em ambas as propor¢des demonstrou ser
prejudicial para a producao de lipases verdadeiras, quando avaliada pelo método
titulométrico e comparadas com o controle, como pode ser visualizado na Figura
19 (c). A presenca de compostos na casca de maca, como o acido ursélico, que
esta presente em diversas variedades de maca, pode ter tido impacto negativo
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na atividade lipolitica, a inibicdo da atividade de lipases por tais compostos ja €
reportada por (MCGHIE et al., 2012).

Embora a presenca de casca de maca em menores propor¢cdes (5% m/m)
ndo tenha apresentado impacto na atividade medida em p-NFL, podendo até ter
contribuido para a producéo de um pool de esterases, capazes de hidrolisar o p-
NFL, devido aos lipideos e ceras presentes na casca da fruta. No entanto, ao
aumentar a proporcao de cascas, observa-se um impacto negativo, podendo ser

também justificado pela presenca de compostos inibitorios.

A maca foi uma das matérias-primas selecionadas devido ao fato de
apresentar-se como um residuo agroindustrial abundante e por apresentar a
cutina em sua casca, que atua na protecao do fruto. A casca ja é reportada como
um indutor para producdo de uma esterase especifica, a cutinase (FETT et al.,
1999b; HALONEN et al., 2009). Observa-se que a presenca da casca de maca
nao impactou na producédo de esterases (Figura 19 (b)), inclusive diminuindo a
atividade esterasica com o aumento da propor¢do de casca no meio. A atividade
mais elevada obtida em p-NFB foi na presenca de menos indutor (436,7 = 2,6
U/L), sendo bem distante da reportada por DU et al. (2007), que foi de 19800 U/L
em biorreator de 2,5 L com volume util de 1,5 L pela cepa mutante de
Thermobifida fusca ATCC 27730.

Outro fator que pode ter influenciado na baixa atividade obtida com o
substrato p-NFB pela inducdo da casca da maca, além do fato de conter
acetonitrila no processo de hidrélise, é a biodisponibilidade limitada da cutina
para acesso do micro-organismo, pelo fato de ser envolta por ceras, n-aldeidos,

acidos graxos de cadeia longa e n-alcanos (YU; QIN; TAN, 2007).

5.2.3 — Casca de Melancia

A casca de melancia foi estudada como um indutor da producédo de
esterases no meio fermentativo nas proporgdes de 5% e 20% (m/m). A Figura

19 apresenta os valores de atividade enzimatica obtidos.
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Figura 20: Atividades enzimaticas obtidas a partir da adigédo de casca de melancia no meio
fermentativo nas propor¢des de 5% e 20% (% m/m). (a) p-NFL; (b) p-NFB; (c) Titulométrico.

Como pode ser observado na Figura 20 (c), o método titulométrico
apresentou que a condi¢cdo contendo a menor propor¢ao de casca de melancia
apresentou uma maior atividade quando comparada ao controle, 98,56 U/g. Uma
das justificativas para tal aumento é a presenca de lipideos na casca, 0s quais
podem ter induzido a producéo de lipases. A maior producao de lipases também
pode ser comprovada pelo método do p-NFL (Figura 20 (a)) atingindo um valor

de 74,48 U/g com 5% (m/m) de casca de melancia.

A presenca de lipideos na casca da melancia (Citrullus lanatus) foi
analisada por (DIBANDA ROMELLE; RANI; MANOHAR, 2016), a variedade
estudada foi a green cultivar e através da analise bromatologica foi obtido o valor
de 12.61 + 0.63 em lipideos. A utilizacdo da casca de melancia para obtencéo
de enzimas também é reportada por (MOHAMED et al., 2013), onde estudou-se
a producao de poligalacturonases e xilanases pelo fungo Trichoderma virens,
atingindo atividades de 110 U/g e 45 U/g, respectivamente.
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A Figura 20 (b) apresenta os resultados de atividade esterasica obtidos
através do substrato p-NFB, onde pode-se perceber que o aumento na
proporcao de cascas foi efetivo na inducdo da producédo de esterases por Y.
lipolytica. O aumento na atividade esterasica pode justificar uma diminuicdo da
atividade lipolitica encontrada em 20% (m/m), sendo relacionado a um desvio na
rota de producédo de lipases. A inducdo da producdo de esterases, como a
cutinase, utilizando a casca de melancia foi avaliada também por CHAUDHARYI,
SINGHAL, (2015) por fermentacdo submersa em frascos de 250 mL por 96
horas, utilizando o fungo Fusarium oxysporum MTCC 2480, atingindo uma

atividade de 6,77 + 1,23 U/mL.

5.2.4 — Cortica

A adicao de cortica no meio fermentativo nas propor¢coes de 5% e 20%
(m/m) foi proposta para avaliacdo da producdo de esterases, uma vez que a
cortica apresenta em sua composi¢ao a suberina, um biopoliéster. A Figura 21

apresenta os resultados de atividade enziméatica obtidos.
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Figura 21: Atividades enzimaticas obtidas a partir da adigdo de cortigca no meio
fermentativo nas proporcdes de 5% e 20% (% m/m). (a) p-NFL; (b) p-NFB; (c) Titulométrico.
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A Figura 21 (b) apresenta os resultados da atividade esterasica dos
extratos na presenca da cortica, alcancando valores de 5,37 U/g com 20% (m/m),
refletindo um aumento de aproximadamente 130% em relag&o ao controle. Fett
et al. (2000) reporta a producdo de uma esterase com atividade cutinolitica a
partir da bactéria Thermoactinomyces vulgaris NRRL B-16177 com a adi¢do de
fontes de suberina no meio de cultivo, como a proveniente da batata e da cortica
comercial, sendo a primeira mais efetiva na producéo. A producao de esterases
utilizando a suberina como substrato também é investigada por (FERNANDO;
ZIMMERMANN; KOLATTUKUDY, 1984), que utilizam o fungo Fusarium solani f.
Sp. pisi que € capaz de crescer na suberina obtida de batata e excretar uma

enzima com atividade cutinolitica.

A Figura 21 (c) apresenta os resultados obtidos pelo método titulométrico,
onde pode-se concluir que a utilizacdo da cortica foi efetiva na producéo de
lipases verdadeiras, obtendo-se valores de atividades 11% maiores em relagéo
ao controle na proporcao de 5% (m/m). A cortica apresenta em sua COmposicao
uma meédia de 38,6% de suberina, podendo chegar em até 50% em alguns
casos. A suberina é um biopoliéster, altamente hidrofébico, e que apresenta em
sua estrutura acidos graxos de cadeia longa, que podem ter contribuido para a
inducéo da producao de lipases, e glicerol (PEREIRA, 1988). Ao aumentar a
proporcdo, pode-se notar uma diminuicdo na atividade lipolitica com o

concomitante aumento da atividade esterasica por p-NFB.

No entanto, ao analisar a Figura 21 (a), percebe-se uma grande diferenca
entre as atividades obtidas nos dois métodos de atividade lipolitica, onde o
méaximo de atividade obtida pelo método do p-NFL foi 14,57 U/g na condig&o de
20% (m/m), essa diferenca pode ser atribuida a especificidade das enzimas

produzidas com o indutor, com os dois diferentes substratos de hidrolise.
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5.25-BHET

A adicdo do BHET ao meio do cultivo foi realizada nas proporcdes de 5%
e 20% (m/m) para avaliacdo da producao de esterases especificas que auxiliem
no processo de despolimerizacdo enzimética do PET. A Figura 22 apresenta o0s

resultados de atividade enzimatica obtidos na fermentacao.
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Figura 22: Atividades enzimaticas obtidas a partir da adicdo de BHET no meio
fermentativo nas proporg8es de 5% e 20% (% m/m). (a) p-NFL; (b) p-NFB; (c) Titulométrico.

A Figura 22 (a) apresenta os resultados de atividade lipolitica utilizando o
p-NFL como substrato de reacéo. A presenca de BHET no meio fermentativo na
proporcao de 5% (m/m) aumentou a atividade em aproximadamente 39% em
relacdo ao controle. No entanto, quando comparado aos valores obtidos pelo
método titulométrico (Figura 22 (c)), ndo apresentou diferenca nas mesmas
condicdes, podendo-se levantar a hipétese da producédo de um pool de enzimas
contendo outras esterases induzidas pela presenca do BHET no meio e também
capazes de hidrolisar o p-NFL, por apresentarem maior especificidade em
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relacdo ao éster (p-NFL), quando comparado ao 6leo de oliva. Contudo, pode-
se notar que a adicdo de BHET nédo afetou a atividade esterasica avaliada pelo
p-NFB, um éster de cadeia curta, dos extratos obtidos, sendo até mesmo
prejudicial nas proporc¢des de 20% (m/m), como pode ser visualizado na Figura
22 (b).

A investigacao da inducdo da producao de lipases por adicdo de BHET no
meio fermentativo também foi levantada por (WANG et al., 2008) na utilizacao
do fungo Aspergillus oryzae CCUG 33812, com o proposito de produzir enzimas
especificas para modificacdo enzimatica de fibras de PET. A utilizacdo de 0,1
g/L de BHET levou a um aumento de 34% na atividade lipolitica, valor bastante
semelhante ao obtido no presente trabalho. Pode-se notar uma queda na
atividade lipolitica com o aumento da proporcdo de BHET no meio em ambos os
ensaios de atividade lipolitica (p-NFL e titulométrico), Wang et al. (2008) também
observaram uma diminuicdo da atividade lipolitica em concentracfes acima de
2,5 g/L de BHET. Uma das hipéteses para a queda da atividade lipolitica € uma
possivel inibicdo causada por altas concentracdes de BHET para as células de

Y. lipolytica.

5.2.6 - PET CPR

A adicdo do PET CPR no meio do cultivo foi realizada nas propor¢des de
5% e 20% (m/m) para avaliacdo da producdo de esterases especificas que
auxiliem no processo de despolimerizacdo enzimatica do PET. A Figura 23

apresenta os resultados de atividade enzimatica obtidos na fermentagéo.
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Figura 23: Atividades enzimaticas obtidas a partir da adigcdo de PET CPR no meio
fermentativo nas propor¢des de 5% e 20% (% m/m). (a) p-NFL; (b) p-NFB; (c) Titulométrico.

Os extratos enzimaticos obtidos na fermentagdo com a presenca do PET,
nado apresentaram grande diferenca na producédo de lipases pelos dois métodos
Figura 23 (a) e (c), chegando a apresentar uma leve queda com o aumento da
proporcao para 20% (m/m). A producéo de lipases com adi¢édo de fibras de PET
no meio fermentativo, para verificar o efeito indutor das mesmas, foi analisada
por Wang et al. (2008), onde foi observado um aumento de apenas 4% na

atividade lipolitica do extrato na presenca de 0,1 g/L de substrato.

A avaliacéo das esterases por p-NFB Figura 23 (b) revelou um aumento
na atividade esterasica, embora pequeno, com o0 aumento da proporcao de PET
no meio fermentativo, podendo ser justificado, pela producdo de esterases
especificas relativas a degradacéo do polimero. Han et al. (2017) estudaram o
mecanismo de acdo de uma PETase produzida pela bactéria Ideonella
sakaiensis 201-F6, que é capaz de assimilar o PET como fonte de carbono, e
confirmaram uma alta homologia entre essa enzima e as cutinases capazes de
hidrolisar o PET. No entanto, reportam uma baixa atividade dessas enzimas em

substratos comuns para lipases e cutinases, os p-nitrofenil ésteres.
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5.2.7 — Analises de Produtividade

Para a comparacdo entre 0s extratos enzimaticos obtidos, além da
avaliagdo das atividades enziméticas, foram calculados os valores de
produtividades em enzimas. A Tabela 12 apresenta os valores de produtividade

obtidos em 14 horas de fermentacéo.

Tabela 12: Valores de produtividade obtidos na etapa por ensaio de atividade

enzimatica.

. . Produtividade
Produtividade p- Produtividade p-

Extratos Titulométrico
NFL (U/g*h) NFB (U/g*h)
(Ulg*h)

Controle 4,10 0,17 6,33
5% Maga 4,79 0,17 5,18
20% Maca 1,66 0,09 4,05
5% Melancia 5,32 0,22 7,01
20% Melancia 3,80 0,26 6,37
5% Cortica 0,99 0,27 7,04
20% Cortica 1,04 0,38 4,21
5% BHET 5,70 0,22 5,88
20% BHET 2,39 0,11 4,44
5% PET CPR 3,72 0,26 6,11
20% PET CPR 3,54 0,28 541

Através da analise dos valores de produtividade reportadas na Tabela 12,
pode-se inferir que as maiores produtividades obtidas na etapa de selecéo de
matérias-primas estdo associadas a producéo de lipases verdadeiras, avaliadas
pelo método titulométrico. A presenca do indutor 0leo de soja foi efetiva na
inducdo de lipases, justificada pela presenca dos triglicerideos, que foram
utilizados como fonte de carbono e assim assimilados pelas células de Y.

lipolytica.
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A maior produtividade obtida foi relativa a fermentacdo na presenca de
cortica na proporcado de 5% (m/m), que foi de 7,04 U/g*h, apresentando um
aumento de 11,2% em relacdo ao controle. Seguido a cortica, observa-se a
inducdo pela casca de melancia na propor¢cdo de 5% (m/m), que quando
comparada ao controle apresentou um aumento de 10,7%. Ambas as matérias-
primas apresentam em sua composic¢ao, substratos hidrofébicos que podem ter
contribuido para a producao de lipases verdadeiras.

Farias et al. (2014) reportam uma produtividade de 9,9 U/g*h na producéo
de lipases por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando como substrato a torta de
semente de algoddo com um tempo de 28 horas de fermentacdo. A producéo de
lipases também foi investigada por SUMATHY; VIJAYALAKSHMI (2014)
utilizando o fungo Aspergillus niger MTCC 2594 em torta de coco, farelo de trigo
e trigo rava em diferentes propor¢cées com a suplementacdo de caseina e 6leo

de palma por 72 horas, atingindo valores de produtividade de 7,76 U/g*h.

Quando analisada as produtividades obtidas com a utilizacéo do substrato
p-NFL, observa-se que a presenga do BHET na menor proporgao apresentou o
melhor resultado de produtividade, sendo aproximadamente 39% maior que o
controle. Embora tal extrato tenha apresentado um valor 7,1% menor na analise
do ensaio titulométrico, levantando a hipétese da producdo de um pool de
enzimas contendo lipases e outras esterases também capazes de hidrolisar um

éster de cadeia longa, como o p-NFL.

O célculo da produtividade obtida no substrato p-NFB fornece
informacdes importantes sobre a inducao de esterases pelas diversas matérias-
primas utilizadas. A presencga da cortica na propor¢céo de 20% (m/m) no meio
fermentativo, aumenta a produtividade em 135%, quando comparada ao
controle. Fraga et al. (2012) reportam a producdo de uma esterase, a cutinase,
por fermentacdo no estado sélido utilizando a casca de soja por Fusarium
oxysporum com uma produtividade de 162,5 U/L*h, a atividade cutinolitica foi
avaliada também pelo substrato p-NFB. Quando comparada a maior
produtividade obtida neste trabalho, 72,08 U/L*h na presenca de cortica 20%
(m/m), o valor obtido por FRAGA et al. (2012) é 125% maior.
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5.2.8 — Atividade especifica

Para a comparacdo entre 0os extratos obtidos na etapa de selecdo de
matérias-primas, foram calculadas as atividades especifica em relacdo a
quantidade de proteinas presente nos extratos pelo método de Bradford. A
Tabela 13 apresenta os valores de concentracdo de proteinas dos extratos,
assim como os valores de atividade relativa separados por metodologia de

avaliacdo das atividades.

Tabela 13: Valores de atividade especifica obtidos na etapa por ensaio de atividade

enzimatica.

Atividade especifica

Concentracao ) ) o
) Butirato Titulomeétrico
Extrato de Proteinas Laurato (U/gproteina)
(U/gprotel’na) (U/gproteina)
(g9/L)

Controle 0,370 29191 1181 44740
5% Maca 0,750 16391 582 18160
20% Maca 0,519 8633 472 20562
5% Melancia 0,737 18998 776 25033
20% Melancia 0,716 13961 970 23433
5% Cortica 0,730 3568 1252 25394
20% Cortica 0,627 4437 1609 17656
5% BHET 0,827 18146 712 18700
20% BHET 0,748 10316 377 15636
5% PET CPR 0,654 14990 1061 24573
20% PET CPR 0,655 14243 1134 21747

Baseado na Tabela 13, pode-se concluir que os maiores resultados de
atividade especifica foram obtidos pelo método titulométrico. A condicéo
controle, que ndo apresenta a inducdo por outra matéria-prima, apresenta as
maiores atividades especificas, quando comparado aos demais. O fato se deve
a menor concentracéo de proteinas presente no extrato, ou seja, em tal condicao
houve uma producéo menor de proteinas com maior atividade lipolitica, nos dois

métodos de deteccdo. A atividade especifica do controle foi 42,9% maior, quando
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comparada ao extrato induzido por cortica 5% (m/m), que havia apresentado a

maior produtividade.

O BHET na proporcdo de 5% (m/m) que havia presentado a maior
produtividade, quando avaliado pelo método do p-NFL, apresentou a terceira
maior atividade especifica pelo mesmo método, levando a conclusdo de que a
matéria-prima induziu a producao de mais enzimas, porém com menos atividade

guando comparada ao controle.

Mesmo com a producdo de proteinas com mais atividade lipolitica por
parte do controle, ao avaliar as atividades especificas com relacdo ao substrato
p-NFB responsavel por fornecer dados sobre atividade esterasica, pode-se
inferir que a inducdo por cortica em ambas as propor¢gdes forneceram o0s
melhores resultados, sendo a proporcdo de 20% (m/m) a responsavel por
produzir esterases com a melhor atividade especifica, por apresentar uma alta

atividade em U/L associada a uma menor concentracdo de proteinas.

De uma forma geral, a concentracao de proteinas foi maior em todos os
extratos, quando comparado ao controle, sendo possivel justificar pela producéo
de outras proteinas induzidas pelas matérias-primas no meio fermentativo, além
das lipases, que apresentem menor atividade nos substratos em questéo (p-NFL
e titulométrico) ou relacionar com a possibilidade de producéo de mais proteinas

com menos atividade.

5.3 — Etapa de despolimerizacao

As enzimas produzidas na etapa de screening com as diversas matérias-
primas foram utilizadas em trés diferentes testes de despolimerizacdo com trés
diferentes substatos, sendo eles, BHET, PET CPR e PET Amorfo.

5.3.1 — Despolimerizagdo com BHET
Essa etapa foi realizada para analisar de forma quantitativa o efeito dos

produtos de hidrolise do PET na acéo das enzimas no substrato. A tabela 14

apresenta os resultados obtidos na presente etapa.



Tabela 14: Concentracao dos produtos de hidrélise obtidos com a utilizagdo do BHET como substrato.

TPA (mg/L) MHET (mg/L) BHET (mg/L)
Extrato Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
3 7 10 3 7 10 3 7 10

Controle 7,07 9,89 11,64 273 1156 1150 3853 4139 3415
5% Maca 6,50 6,71 8,51 529 964 1191 5973 5136 5065
20% Maca 8,36 0,00 1,84 339 647 772 6267 5651 5333
5% Melancia 6,61 11,71 13,86 303 1449 1736 2217 4721 4632
20% Melancia 5,21 8,92 9,54 524 1017 1062 4993 5453 4801
5% Cortica 7,42 17,01 17,56 700 1740 1701 3968 4773 3385
20% Cortica 4,83 13,01 19,09 853 1416 1183 4011 4114 2381
5% BHET 10,83 14,27 24,09 1693 2227 2745 6948 6960 7379
20% BHET 6,97 15,19 18,95 1404 2209 2246 7943 9582 9062
5% PET 3,01 9,29 14,07 541 1027 1411 4493 4206 4345
20% PET 0,00 7,81 11,21 577 1046 1208 4323 4755 4710
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Através da analise da Tabela 14 que analisa a variacdo da concentracéo
do mondémero TPA ao longo dos 10 dias de reacao, pode-se inferir que 0s
melhores resultados obtidos foram relacionados aos utilizando as enzimas
produzidas em BHET e cortica. Embora ambas as propor¢cdes de cortica
apresentem valores proximos de concentracédo final, observa-se que na reacéo
contendo o extrato produzido com a menor proporcéo de cortica 5% (m/m), do
dia 7 para o dia 10, ndo houve liberacdo de TPA, enquanto que na contendo a
maior proporcao, houve um aumento substancial de 46,7% na concentracao
apos 3 dias de reacdo. A presenca da cortica no meio fermentativo, pode ter
induzido a producdo de esterases mais especificas, devido a presenca da
suberina, um biopoliéster que faz parte da sua composicdo, devendo ser

comprovado por testes posteriores.

J& a partir da utilizacdo das enzimas produzidas em meio fermentativo
contendo 5% BHET no meio, pode-se concluir a partir da analise da Tabela 14,
gue as enzimas continuaram atuando na reacdo de hidrélise, com um aumento
de aproximadamente 69% na concentracdo de TPA do dia 7 para o dia 10,
mesmo com um aumento significativo na concentragdo de MHET no meio

reacional.

Outro fator que € capaz de indicar que a utilizacdo da cortica levou ao
melhor resultado é a concentracdo de MHET, onde o extrato produzido na maior
propor¢cdo de cortica, levou a uma maior conversao do MHET, com o
concomitante aumento de TPA ja reportado. O acumulo de MHET parece ter sido
prejudicial para a conversdo a TPA para as enzimas produzidas com a menor

proporcao de cortica.

O extrato produzido na condi¢cédo de 20% de casca de macga apresentou
gueda na concentracdo de TPA apos 3 dias de reacéo, podendo ser explicado
por uma possivel contaminacdo do extrato ou da reacdo e presenca, mesmo
apos centrifugacao para retirada das células de Y. lipolytica, que podem ter

assimilado o TPA como fonte de carbono para crescimento.

Dentre os outros extratos utilizados, embora as enzimas tenham sido
capazes de hidrolisar o substrato, a manutencdo ou aumento na concentracao

de MHET é observado em todos, do dia 7 ao dia 10. O acumulo é relativo a



64

conversdo de BHET em MHET, que néo € prontamente convertido em TPA. A
concentragdo alta de MHET provavelmente reduziu a eficiéncia de hidrolise
desses extratos, dificultando a acdo das enzimas. Barth et al. (2015) reportam o
MHET como inibidor competitivo, na faixa analisada de 0,5 mM a 2,0 mM, no
processo de despolimerizacdo enzimatica do PET utilizando a enzima TfCut2,

uma poliéster hidrolase de Thermobifida fusca.

Carniel et al. (2016) realizaram uma selecédo utilizando 10 enzimas
comerciais e o BHET como substrato. A avaliacéo tinha como propdsito analisar
a capacidade das enzimas em hidrolisar a molécula, uma das enzimas, a Lipase
B de Candida antarctica demonstrou-se eficiente na realizacdo da hidrolise,
impedido assim o0 acumulo de substratos inibitorios. Barth et al. (2016) também
reportam uma carboxilesterase de Thermobifida fusca KW3 que realiza
prontamente a hidrélise do MHET em TPA, impedindo o acimulo do mesmo e

minimizando problemas inibitérios no meio reacional.

5.3.2 — Despolimerizagdo enzimatica do PET CPR

A etapa consiste na availiacdo da acdo das enzimas no material
polimérico oriundo de recicladora e que apresenta cristalinidade de 41,1 + 0,3 %
(DE CASTRO et al.,, 2017). A Tabela 15 apresenta os resultados de

concentracdo dos produtos de hidrolise da reacgao.



Tabela 15: Concentragdo dos produtos de hidrolise obtidos com a utilizagcdo do PET CPR como substrato.

TPA (mg/L) MHET (mg/L) BHET (mg/L)
Extrato Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
3 7 10 3 7 10 3 7 10

Controle 2,99 5,87 1,91 12,48 15,24 1,37 8,36 2503 7,95
5% Maca 2,62 4,05 2,32 11,83 12,16 12,19 10,40 2,33 9,30
20% Maca 2,71 3,52 2,93 10,50 13,04 2,65 10,84 10,94 10,27
5% Melancia 2,86 6,87 2,17 12,99 16,22 2,28 9,01 8,48 7,21
20% Melancia 3,20 2,79 3,09 13,21 16,50 13,99 21,28 20,20 9,24
5% Cortica 2,45 2,25 2,05 3,11 17,84 1599 9,21 8,25 8,51
20% Cortica 1,96 1,91 1,46 3,00 16,46 15,37 6,56 6,12 5,97
5% BHET 9,61 16,13 19,21 1301 1310 1198 1696 1479 1206
20% BHET 7,89 14,07 16,83 1481 1805 1676 3373 3388 3049
5% PET 1,62 3,00 2,73 11,76 7,48 12,00 6,69 27,06 8,68
20% PET 3,06 3,92 3,53 17,70 2,78 11,17 1,33 7,85 4,29
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Durante o processo de obtencao do extrato enzimatico bruto, mesmo apoés
a centrifugacédo, o BHET permaneceu em parte no extrato enzimatico e ao utiliza-
lo nas reacbes de despolimerizacdo. Esse e o outro produto de hidrdlise, o
MHET, foram entdo carreados para o meio reacional, proporcionando as
enzimas ndo somente o poliéster, mas também os produtos solUveis para
hidrélise, por isso sdo observados na tabela 15 concentragdes mais altas de TPA
nessas reagbes do que nas demais. No entanto, a presenca de altas
concentracfes dos produtos de hidrolise ndo foi capaz de inibir totalmente as

enzimas.

Através da andlise da Tabela 15, percebe-se que em 3 dias, a acao das
enzimas levou a concentra¢cdes bastante proximas. Contudo, em 7 dias, a acao
das enzimas produzidas na fermentacdo controle e na com a presenca de 5%
de melancia, mostraram-se efetivas no processo de degradacédo do polimero,
que corre em areas amorfas do mesmo. A presencga dos componentes da casca
de melancia, como a cutina, no meio de cultivo para a producao de enzimas pode
ter induzido alguma producdo de esterases, que foram mais especificas no
processo de despolimerizacdo. Pode-se notar também que as mesmas reacdes
apresentam queda nas concentragcbes de TPA no intervalo de 7-10 dias,
podendo também ser justificado por contaminacdes no meio, mesmo esse

contendo azida de sédio.

Os extratos obtidos na inducéo pela cortica, que haviam apresentado as
maiores concentracdes de TPA, quando foi utilizado o BHET como substrato,
nao mostraram-se promissores para realizar a hidrolise do PET CPR, no entanto,
a sua habilidade de hidrolisar os produtos de reac&o torna-os promissores. A
Tabela 15 que também apresenta as concentracées de MHET durante a reacgéao,
informam uma queda na concentracdo de aproximadamente 86% do MHET
presente no meio reacional contendo enzimas produzidas em 5% de casca de
melancia. No entanto, devido aos problemas ocorridos durante o processo, néo
se pode notar o aumento TPA, enquanto que nos outros meios reacionais, pode-
se notar um acumulo de MHET, que pode estar relacionado a perda da eficiéncia

de hidrélise

Ronkvist et al. (2009) investigaram a efeito da cristalinidade na acao de

cutinases em filmes de PET, a atividade inicial da cutinase de Humicola insolens
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diminui 25 vezes quando exposta a um filme com 35% de cristalinidade, quando
comparado a um filme com 7%. A degradacéo de fibras de PET com a utilizac&o
de cutinases também é reportada por (SILVA et al., 2011), que realizou uma
mutacéo sitio-dirigida na enzima com o proposito de aumentar o espaco do sitio
catalitico e aumentar a hidrofobicidade do mesmo, auxiliando assim no processo
de degradagdo. A mutagcdo aumentou em aproximadamente 57% a liberacdo de
TPA no meio reacional, quando comparada a liberacao realizada pela enzima

nao mutada.

De Castro et al. (2017) reportam a utilizacdo de lipases e cutinases
comerciais na despolimerizacdo utilizando como substrato o PET oriundo de
uma planta de reciclagem industrial de plasticos com uma cristalinidade de 41,1
+ 0,3. No fim do processo, que durou 14 dias, € apontado uma concentracao final
de TPA de aproximadamente 9000 pumol/L utilizando a cutinase de Humicola
insolens. A mesma enzima quando incubada pelo mesmo tempo com o PET
amorfo, que apresenta uma cristalinidade de 12,9 + 3,0, leva a uma liberacédo de

aproximadamente 32000 umol/L.

A partir da andlise dos valores de concentracdo de BHET, pode-se
perceber que a variacdo na concentracdo de BHET ao longo do tempo de reacao
€ relativamente pequena, levando a suposicdo de que a molécula € logo
hidrolisada a MHET.

5.3.3 — Despolimerizacdo Enzimatica do PET Amorfo

O experimento foi conduzido para avaliar a acdo das enzimas no material
que apresenta baixa cristalinidade. A Tabela 16 apresenta os resultados de
concentracdo dos produtos de hidrolise.



Tabela 16: Concentracdo dos produtos de hidrolise obtidos com a utilizagdo do PET Amorfo como substrato.

TPA (mg/L) MHET (mg/L) BHET (mg/L)
Extrato Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
3 7 10 3 7 10 3 7 10
Controle 2,27 6,28 5,56 1359 13,39 1511 9,97 6,43 9,96
5% Maca 3,02 6,47 2,51 12,31 12,64 12,91 10,98 2,28 2,20
20% Maca 2,59 2,96 3,33 11,25 1191 12,77 11,33 11,07 10,96
5% Melancia 7,37 6,98 5,29 14,33 13,29 13,83 10,09 9,49 8,69
20% Melancia 2,85 3,28 3,27 12,86 13,78 1433 6,19 2,61 2,32
5% Cortica 5,46 7,04 2,48 14,72 15,01 1450 9,80 9,47 8,10
20% Cortica 1,10 1,97 4,70 12,03 1541 15,37 3,88 7,29 6,40
5% BHET 8,05 12,80 22,46 1314 1233 1456 1862 1521 1425
20% BHET 6,72 13,07 15,57 1363 1822 1656 3423 3915 3168
5% PET 0,00 1,94 2,72 593 1257 69,82 1,47 10,63 204,72
20% PET 2,88 4,72 2,12 7,41 11,80 1,45 4,88 2,81 1,76

68
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A partir da Tabela 16 que apresenta os resultados de concentracdo de
TPA no meio reacional ao decorrer da reacdo, pode-se inferir que os melhores
extratos a atuarem no PET amorfo sdo: melancia 5%, cortica 5%, BHET 5% e
BHET 20%. No entanto, a presenca de BHET solubilizado no extrato enzimatico
mascarou os resultados oriundos da degradacdo do PET, pois parte do TPA
liberado é oriundo da hidrolise dos produtos de reacdo. Os extratos,
principalmente o 5%, também mostraram-se interessantes por continuarem

atuando mesmo em altas concentracdes dos produtos de hidrolise.

Os resultados obtidos em 3 dias no PET amorfo com a utilizagdo do
extrato 5% melancia sdo 158% melhores do que os obtidos no PET CPR,
comprovando o fato da cristalinidade ser um fator que dificulta o processo de
degradacdo do material. O valor de concentracdo de TPA préximo ao alcancado
em 3 dias no PET amorfo s¢ foi alcancado em 7 dias de acdo enzimatica no PET
CPR. No entanto, em virtude de problemas relacionados a conducao da reacao,
que levaram a diminuicdo na concentracdo de TPA, ndo se pbde notar a

evolucao do processo.

A utilizacdo do extrato induzido por 5% de cortica também demonstrou ser
mais efetivo na presenca de um material com menor cristalinidade, sendo 122%
maior em 3 dias, com um aumento nha concentracdo de TPA de
aproximadamente 29% em 7 dias, enquanto que no material com maior
cristalinidade, ndo houve aumento em 7 e 10 dias. O aumento no periodo de 3-
7 dias ocorreu mesmo com um aumento na concentracdo de MHET no meio
reacional, provando que a enzima consegue atuar em concentracdes maiores de
produtos de reacdo, como foi demonstrado no ensaio em que o BHET foi

utilizado como substrato.

Pellis et al. (2016) estudaram a hidrélise do PET amorfo em p6 com 8%
de cristalinidade e um filme de PET amorfo com 7% de cristalinidade. Aléem disso
avaliaram o efeito de um tratamento utilizando um ultrassom na liberagéo de
TPA, para os dois casos, a utilizagao do tratamento com a duracao de 10 minutos
aumentou a liberagdo de produtos de hidrélise. No entanto, a amostra em po6
apresentou uma concentracéao final de aproximadamente 2300 pumol/L de TPA,
engquanto a em filme apresentou em torno de 500 umol/L, configurando assim a

area superficial para agdo das enzimas como outro fator que impacta
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diretamente na hidrolise do PET. Sendo assim, um fator que pode ter afetado
diretamente a eficiéncia de hidrélise da presente etapa seria o impacto da

granulometria do material.

A tabela 16 também é responsavel por apresentar os valores de
concentracéo do MHET e BHET, respectivamente, ao longo do tempo de reagéao.
Apresenta valores proximos de concentracdo em todas as reacdes com 0S
demais extratos, podendo estar também relacionada a eficiéncia de hidrolise dos
outros extratos, que ndo apresentaram variacao significativa na concentracao de

TPA a partir do terceiro dia.

Donelli et al. (2009) propuseram a utilizacdo de enzimas com atividade
lipolitica para executar mudancas na superficie de membranas de PET, assim
como a sua funcionalizagéo. A acao das enzimas foi investigada em membranas
de PET cristalino e em membranas de PET amorfo e através de medidas do
angulo de contato, puderam comprovar uma maior acdo das enzimas no material
amorfo, quando comparado ao cristalino, sendo o angulo de contato no amorfo

18% menor, caracteristica que indica uma maior hidrofilicidade do material.

5.4 — Cinéticas de producédo de enzimas por Yarrowia lipolytica

A producao de enzimas por Yarrowia lipolytica em fermentacéo no estado
sélido com e sem a presenca de indutores foi analisada para tentar explicar o
comportamento da levedura na presenca de matérias-primas diferentes. A
selecdo das matérias-primas foi realizada a partir das que apresentaram
atividade esterasica maior perante o substrato p-NFB, que foram as condi¢des
de 20% Cortica e 20% PET CPR. A Figura 21 apresenta os graficos com as trés
cinéticas de producao realizadas.
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Figura 24: Cinéticas de producédo de enzimas por Y. lipolytica. (a) Controle; (b) Cortiga

20%; (c) PET CPR 20%.
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A Figura 24 (a) apresenta os valores de atividade enzimatica obtidos no
controle onde ha apenas a presenca do 6leo de soja atuando como indutor da
producao de lipases, farelo de soja e células de Y. lipolytica. A partir da analise
do perfil de atividade lipolitica, pode-se observar a especificidade das enzimas
ao longo de toda a cinética € maior com o substrato do método titulométrico, que
€ 0 Oleo de oliva, caracterizando a producdo de lipases verdadeiras pela

levedura.

Constata-se a producdo de enzimas com mais atividade lipolitica no
tempo de 14 horas em farelo de soja, conforme ja havia sido reportado Souza et
al. (2016). Outra informacé&o importante que pode ser extraida é o fato de que
utilizagéo das enzimas produzidas por FES em 14 horas s&o as mais adequadas
para o processo de despolimerizacdo, devido as atividades mais altas. A
atividade lipolitica maxima obtida em 14 horas pelo método titulométrico € de
72,24 + 2,66 Ulg. A atividade de lipase foi similar a obtida por GUTARRA et al.,
(2009) que utilizaram a torta de babacu e o fungo Penicillium simplicissimum e
obtiveram atividade de 77,34 U/g.

Observa-se também que a atividade lipolitica sofre uma queda apos o
tempo de 14 horas, nos dois métodos de deteccdo. No entanto a queda na
atividade € mais expressiva no substrato p-NFL. Tal queda pode ser justificada
pela producao de proteases que se inicia em 14 horas e aumenta em 269% até
as 20 horas, atingindo o valor de 5,76 U/g. A producao de proteases por farelo
de soja também é reportada por (MUKHTAR; HAQ, 2013) utilizando Bacillus
subtillis IH-72, o processo foi conduzido por 48 horas e alcangcou uma atividade
de 53,15 U/g.

A atividade de protease aumenta ao longo do tempo de fermentacéo,
atingindo 14,76 = 0,15 U/g em 72 horas de fermentag&do. Isso pode estar
associado também com o aumento do pH do meio, que pode aumentar conforme
a acao das proteases se intensifica, outro fator que pode estar relacionado ao
aumento do pH no processo fermentativo € o consumo dos acidos graxos.
Pignede et al. (2000) aponta que com o pH acima de 6,0, Y. lipolytica secreta

apenas proteases alcalinas.
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Outra atividade avaliada foi a esterasica a partir do substrato p-NFB, que
apresentou atividade méaxima em 20 horas de fermentacgéo, 2,44 + 0,24 U/g. No
entanto, esse valor quando comparado a etapa de screening inicial € bem
parecido com o obtido em 14 horas de fermentacédo. Nao s6 a atividade em p-
NFB, quanto a obtida pelo método titulométrico sdo menores quando
comparadas a etapa inicial. Isso pode ser relacionado ao metabolismo da
levedura ou a uma fase lag maior, prejudicando assim um pouco as atividades

enzimaticas.

A Figura 24 (b) apresenta os resultados de atividade enzimatica da
cinética realizada na presenca de cortica na propor¢ao de 20% (m/m). Observa-
se que o pico de atividade enzimatica de todos os métodos, com excecao das
proteases, é em 14 horas, comprovando que a producao das enzimas para 0S

processos de despolimerizacao deve ser realizado nesse tempo de fermentacao.

A especificidade das enzimas produzidas também se apresenta maior
pelo 6leo de oliva, caracterizando-as como lipases verdadeiras. No entanto,
quando comparadas ao controle, as atividades lipoliticas sdo menores, sendo
aproximadamente 37% menor pelo método titulométrico. Apdés 14 horas, todos
0s métodos apontaram queda na atividade enzimatica. A avaliacdo pelo método
do p-NFL sofreu o maior declive, em 14 horas apresentava o valor de 37,86 +

2,19 U/g com uma queda para 0,54 + 0,04 U/g em 20 horas.

A producdo de enzimas com atividades lipoliticas em meio contendo
cortica também é reportada por VITORINO et al. (2007), que apG8s o processo de
cultivo de Chrysonilia sitophila em meio sélido identificou a presenca de enzimas
capazes de hidrolisar a trioleina e o 6leo de oliva, caracterizando-as como

lipases.

A queda na atividade das enzimas apés 14 horas pode estar atrelada ao
maior valor de atividade das proteases em 14 horas, que foi 195% maior quando
comparado ao controle e atingiu o valor de 6,76 = 0,20 U/g em 20 horas. Outros
fatores que podem estar atrelados a queda na atividade enzimatica seriam
problemas inerentes a fermentacdo no estado sélido, como a transferéncia de
calor e de massa. A cortica por apresentar uma densidade baixa torna-se muito

volumosa no meio fermentativo em propor¢cdes mais altas, como a de 20%(m/m),
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levando a alturas maiores de leito e piorando os problemas ja existentes, como
a dificuldade da dissipacdo do calor gerado no processo e dificultando a

transferéncia de massa no sistema.

Com uma aeracdo mais dificultada, a producdo de lipases fica
prejudicada. Amaral et al. (2006) aponta a utilizacdo do PFC, um carreador de
oxigénio para auxiliar na transferéncia de massa do sistema e melhorar a
producgéo de lipases em fermentagdo submersa por Y. lipolytica IMUFRJ 50682,
atingindo valores de produtividade de 48 + 1,0 U/L*h com a utilizacdo de 20%

(v/v) de PFC, contra 4,4 + 0,1 U/L*h sem a utilizacdo do carreador de oxigénio.

Outro ponto importante a ser analisado € o aumento da atividade
enzimatica com o substrato p-NFB em relacdo a controle, atingindo o valor de
3,52 + 0,13, que apresenta um aumento de aproximadamente 101%. Fett et al.
(1999) estudaram a producédo de cutinases por Thermomonospora fusca ATCC
27730 a partir de cortica comercial adicionada no meio fermentativo, no entanto,
a atividade relativa obtida foi apenas 28%, quando comparada a indugao por

outras fontes de cutina ou suberina.

A Figura 24 (c) apresenta os resultados de atividade enziméatica obtidos a
partir da cinética utilizando o PET CPR na propor¢ao de 20% (m/m). O propésito
relacionado a tal cinética era esclarecer se havia a producdo de esterases
especificas em um tempo diferenciado do tempo de producéo das lipases pela
levedura. Assim como ha cinética da cortica, observa-se a concentracao dos
picos de atividade enzimatica méaxima localizados todos em 14 horas, com
excecdo da protease que também aumenta com o aumento do tempo de

fermentacao.

Diferente das outras duas cinéticas, o resultado obtido em relacdo as
atividades lipoliticas foi invertido, o resultado obtido no p-NFL foi maior do que o
titulométrico. A explicacdo possivel para dado fendmeno pode ser associado a
inducao de esterases pelo PET e que essas enzimas produzidas sejam capazes
de hidrolisar o p-NFL na reacao de hidrélise para determinacdo de atividade
enzimatica. A atividade maxima obtida em 14 horas pelo p-NFL foi de 62 + 4,77
U/g, valor bem proximo ao obtido na fermentac&o controle, no entanto ambas

diferem nos resultados obtidos pelo método titulométrico.
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A atividade em p-NFB responsavel por indicar a atividade esterasica do
extrato, apresentou atividade maxima em 14 horas com um aumento de 84% em

comparagao com o controle, atingindo o valor de 3,22 + 0,17 U/qg.

A producédo de uma poliéster hidrolase especifica a partir da inducdo da
mesma no meio de cultivo foi estudada por (GOUDA et al., 2002) a partir do
actinomiceto Thermomonospora fusca. O copoliéster BTA (1,4 butanodiol, &cido
adipico e acido tereftalico) foi inserido no meio de cultivo e levou a conclusdo
gue apenas na presenca desse, 0 microrganismo excretava a enzima especifica.
A presenca dos produtos de hidrélise do polimero foram reportadas como

inibidoras para a secre¢édo da enzima.

Outro fator importante a ser notado € o relacionado a atividade
proteolitica, que é observada a partir das 10 horas de fermentacdo, assim como
na fermentacdo na presenca da cortica. A atividade cresce durante todo o
processo fermentativo, porém durante o crescimento a partir de 14 horas, nota-
se um efeito prejudicial para as outras enzimas presentes no extrato. O maximo
de atividade proteolitica obtido foi de 14,49 + 0,62 U/lg em 72 horas de

fermentacao.

Os valores de pH também aumentaram durante o processo fermentativo
ao longo das 72 horas, podendo ser relacionado a acéo de proteases e também
com o consumo de acidos graxos. A Tabela 17 apresenta os valores de pH ao

longo das 3 cinéticas.

Tabela 17: Variacdo do pH do meio ao longo das cinéticas de produgédo de enzimas.

pH
Cinética Tempo (horas)
10 14 20 30 48 72
Controle 6,67 6,55 7,82 8,32 8,87 8,03
Cortica 20% 6,18 7,24 7,99 8,02 7,75 8,22

PET 20% 6,41 6,86 7,97 N.A 8,04 8,22
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5.4.1 — Atividade especifica

A atividade especifica foi calculada para obter-se mais um parametro
comparativo relacionado as enzimas produzidas nas trés cinéticas, a
concentracdo de proteinas nos extratos foi determinada pela metodologia de
Bradford. A Tabela 18 apresenta os valores de atividades especificas para os

trés experimentos.

Tabela 18: Valores de atividade especifica das enzimas produzidas nas trés cinéticas.

Cinética: Controle

Concentragdo Atividade Atividade Atividade Atividade

Tempo ] _ o i
(horas) de Proteinas  p-NFL p-NFB  Titulométrico Proteolitica
(mg/L) (U/g) (Ulg) (U/g) (Ulg)
10 0,46 10411,37 110,11 16238,96 0,00
14 0,47 24524,18 701,49 28957,61 625,33
20 0,51 9495,84 899,45 24226,20 2123,29
30 0,92 196,60 167,93 767,97 2617,25
48 2,49 49,75 41,46 N.A. 1060,61
72 5,28 9,62 21,37 N.A. 511,40
Cinética: Cortica 20%
10 0,41 12213,07 351,06 16301,03 582,01
14 0,62 11480,13 1067,35 13857,42 1394,84
20 3,35 30,30 123,99 747,85 379,25
30 9,55 7,29 22,84 107,52 247,14
48 14,26 4,22 10,28 N.A. 180,04
72 20,30 2,41 5,28 N.A. 141,44
Cinética: PET 20%
10 0,55 3994,14 402,86 11837,80 331,93
14 0,54 21665,43 1125,20 18562,38 1354,44
20 2,53 135,08 76,45 1422,06 628,87
30 N.A. N.A N.A N.A. N.A
48 N.A. N.A N.A N.A. N.A

72 17,17 0,00 6,13 N.A. 158,59
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Dentre as trés cinéticas analisadas, a que levou a maior atividade
especifica foi a controle em 14 horas pelo método do titulométrico, alcangando
um valor de 28957,61 U/g. Dessa informacao pode-se inferir que a adicao de
matérias-primas impactam de forma significativa na producdo de lipases
verdadeiras pela levedura. Com relacéo a atividade esterasica com o substrato
p-NFB, observa-se que a inducdo pelas matérias-primas levou a maiores
atividades especificas em 14 horas, tendo o PET alcancado o valor de 1125,20
U/g. A maior producao de proteinas em 14 horas nas fermentacdes na presenca
de indutores pode ser relacionada a producdo das esterases, que reflete

diretamente na atividade especifica obtida.

A concentracdo de proteinas também fornece informacgdes importantes
sobre o decorrer do processo fermentativo, percebe-se que a concentracdo de
proteinas no extrato € um crescente. O aumento pode ser justificado pela
excrecdo de proteinas pela célula, proteinas sollveis da soja que sao
solubilizadas no extrato e também como um resultado da acdo de proteases.
Kupski et al. (2012) utilizaram a fermentacdo no estado soélido para
enriguecimento proteico do farelo de arroz com a utilizam do fungo Rhyzopus
oryzae. Apds 120 horas de fermentacdo, foi observado que o no contetdo

proteico aumenta de 14,8% para 22,1% em base seca.

Além da acao de proteases que justifique o aumento no teor proteico dos
extratos contendo a indugcdo por matérias-primas, outras consideracdes sao
possiveis. Uma seria a de que o perfil de atividade enzimatica, nesses casos,
seria diferenciado, havendo uma inducdo na producdo de outras proteinas ou

relacionada a producéao de mais enzimas com menores atividades.
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6 — Concluséao

A levedura Yarrowia lipolytica mostrou-se uma potencial produtora de
lipases em farelo de soja apenas na presenca de uma emulsdo agua/dleo de
soja (1,5% m/v) atingindo uma atividade especifica em relagdo a concentracao
de proteinas de 44470 Ul/g de proteina. A adicao de alguns indutores, como a
casca de melancia 5% (m/m) e cortica 5% (m/m) também mostrou-se benéfica
para a producdo de lipases, a partir de tais matérias-primas foram obtidas as
maiores produtividades da etapa, que foram de 7,04 U/g*h e 7,01 U/g*h,

respectivamente.

A presenca de matérias-primas no meio de cultivo também teve impacto
na atividade esterasica dos extratos brutos obtidos na etapa de screening. A
adicao de cortica 20% (m/m) e PET CPR 20% (m/m) afetou positivamente, sendo
possivel obter atividades 130% e 69% maiores quando comparadas ao controle,

respectivamente.

As enzimas obtidas por fermentacdo no estado soélido foram capazes de
atuar nas reacdes de despolimerizacdo do PET, com a utilizacdo de trés
diferentes substratos. O primeiro substrato a ser testato foi o BHET, onde foi
possivel perceber que as enzimas produzidas na indugédo por cortica 20% (m/m)
foram as mais eficazes no processo de hidrélise e as menos inibidas pelos
produtos de hidrdlise, apontando um aumento de 46,7% na concentracao de TPA

do dia 7 para o dia 10.

O PET CPR e o PET Amorfo também foram utilizados como substrato das
reacoes de hidrolise, as enzimas obtidas na fermentacéo com casca de melancia
na proporc¢ao de 5% (m/m) e na fermentagéo controle foram as mais efetivas no
processo de hidrélise de ambos os substratos. Pode-se notar que a acao foi
maior no substrato amorfo, devido a menor cristalinidade, onde a concentracéo
de TPA nas reacdes de hidrolise do PET Amorfo com o extrato de 5% de casca
de melancia foram 159% maiores nos 3 primeiros dias, quando comparados ao

substrato mais cristalino (PET CPR).

A partir da realizacdo das cinéticas de producdo de enzimas, comprovou-

se gque o tempo de fermentacdo mais adequado para producdo de enzimas por
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Yarrowia lipolytica em farelo de soja e que possam atuar de forma eficaz no
processo de despolimerizacéo é o de 14 horas, onde foram obtidos os maiores
valores de atividade lipolitica e esterasica. Notou-se também um efeito
prejudicial da cortica na proporcdo 20% (m/m) a partir de 14 horas, pois por se
tratar de um material menos denso, pode ter levado ao agravamento dos

problemas de transferéncia de massa inerente aos sistemas solidos.

Outro ponto importante foi a determinacéo da atividade proteolitica dos
extratos brutos, nas cinéticas de producao de enzimas, que é crescente em todo
o tempo fermentativo, podendo ser prejudicial na utilizacdo dos extratos em
reacOes de despolimerizagdo enzimatica. A maior atividade proteolitica obtida
nas trés cinéticas foi de 15,27 U/g na presenca de 20% (m/m) de cortica em 72

horas.



80

7 — Sugestdes para trabalhos futuros

v' Elucidar se Yarrowia lipolytica é capaz de produzir cutinases,

através de métodos especificos de quantificacdo dessa enzima;

v' Implementacdo de metodologia para quantificacdo de cutinases;

v Investigacao do efeito da presenca de acetronitrila na metodologia
de determinagdo da atividade esterasica (p-NFB) nas enzimas
produzidas por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682;

v' Testar pré-tratamentos nas cascas de maca e de melancia para

biodisponibilizar a cutina diretamente ao microrganismo;

v/ Caracterizacao das enzimas produzidas por Yarrowia lipolytica em

fermentacdo no estado sélido na presenca dos indutores;

v Estudos cinéticos das reacdes de despolimerizacdo do PET com a
utilizacdo das enzimas de Yarrowia lipolytica incluindo a

determinacao dos parametros cinéticos das enzimas;

v Investigacdo da acdo das proteases presentes nos extratos
enzimaticos e seu consequente efeito na perda de atividade
durante os processos de despolimerizacéo;

v/ Otimizacdo dos parametros reacionais (temperatura, agitacao,

concentracao de proteinas, pH) das reacdes de despolimerizacao;

v Estudo da sinergia entre enzimas no processo de despolimerizacado
visando a maximizagcdo do processo e minimizagdo dos efeitos

inibitérios dos produtos de hidrdlise.
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