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Resumo da Dissertag@o apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de
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RESUMO

PRODUCAO DE POLIGALACTURONASE POR FERMENTACAO
SUBMERSA UTILIZANDO Aspergillus niger ATCC 9642 EM MEIO
SINTETICO

JONAINA GOMES
JUNHO/2010

Orientadoras: Eunice Valduga e Geciane Toniazzo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de poligalacturonase (PG) pelo
micro-organismo Aspergillus niger ATCC 9642 em fermentagdo submersa com pectina
citrica. As cepas de Aspergillus niger ATCC 9642 foram cultivadas em meio PDA
durante 5 dias a 30°C. Foi avaliado o efeito da concentracio de esporos na producdo de
PG e da indugdo por pectina citrica do micro-organismo Aspergillus niger. Apds a
otimiza¢do de meio, foi realizada uma avaliacdo cinética do crescimento do micro-
organismo e da producdo de PG. A enzima bruta foi caracterizada em termos de pH e
temperatura 6tima, estabilidade em altas e baixas temperaturas. Com o objetivo de
estudar os efeitos da composicdo do meio de cultura e condi¢gdes de fermentacio para a
producdo da enzima, foi realizada uma estratégia sequencial de planejamentos
experimentais. A atividade de PG foi determinada pelo método do dacido
dinitrosalicilico (DNS) em espectrofotdmetro (540 nm). Com relagdo a contagem de
esporos, observou-se a maior bioproducdo de PG na concentragdo de esporos igual a
5x10° esporos/mL e em 24 horas com valor de 18,47 U/mL. O meio nio induzido com
pectinase ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) no estudo de indugdo
definindo-se por utilizar este para a bioproducdo de poligalacturonase, no sentido de
reduzir custos de producgdo. A atividade maxima PG (51,82 U/mL) foi obtida no periodo
de 24 horas com a concentracdo de pectina de 32 g/L., L-asparagina de 2 g/L, fosfato de
potassio 0,06 g/L, sulfato de ferro de 1,0 g/L., com agitacdo de 180 rpm, 30°C e pH
inicial de 5,5. Na avaliacdo cinética, a maior atividade da enzima foi obtida em 27 horas
de fermentacdo (cerca de 44 U/mL). Apds este tempo, a atividade se manteve constante,
e ap6s 36 horas diminuiu (25 U/mL as 48 horas). A avaliagdo do pH e temperatura
6timos mostrou que as atividades maiores de PG foram obtidas a 37°C e pH de 5,5. No
estudo de estabilidade, observou que a 55°C e pH 5,0, a atividade de PG foi mantida por
mais tempo. No estudo da atividade da enzima em baixas temperaturas (4°C,-10°C e -
80°C), os resultados mostraram que em todas as temperaturas estudadas, a enzima
manteve a atividade inicial até 40 dias de armazenamento, e apds este periodo, uma
perda de atividade foi observada.

Palavras-chave: Aspergillus niger, ATCC 9642, poligalacturonase, técnica de
planejamento experimental, estabilidade.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial fulfillment
of the requirements for the Degree of Master in Food Engineering

ABSTRACT

PRODUCTION OF POLYGALACTURONASE BY SUBMERGED
FERMENTATION USING Aspergillus niger ATCC 9642 SYNTHETIC MEDIUM

JONAINA GOMES

JUNHO/2010

Advisors: Eunice Valduga e Geciane Toniazzo.

The objective of this work was to evaluate the polygalacturonase (PG)
production from Aspergillus niger ATCC 9642 by submerged fermentation. The strains
of Aspergillus niger ATCC 9642 were grown in PDA for 5 days at 30°C. An evaluation
of the effect of spore concentration on PG production and induction by citrus pectin
micro-organism Aspergillus niger was studied. After media optimization, a kinetic
study was carried out and the crude enzyme was characterized in terms of optimum pH
and temperatures and stability at high and low temperatures. Aiming at evaluating the
effects of the composition of the culture medium and fermentation conditions on the
enzyme production, a sequential strategy of experimental designs was carried out.
Regarding the counting of spores, we observed the highest bioproduction of PG was
obtained at a spore concentration of 5x10° spores/mL with a value of 18.47 U/mL. The
medium not induced with pectinase did not present significant difference (p<0.05)
compared to the induced one. The maximum PG activity (51.82 U/mL) was obtained
within 24 hours using a pectin concentration of 32 g/L., L-asparagin concentration of
2 g/L, potassium phosphate 0.06 g/L, iron sulphate 1.0 g/L, stirring rate 180 rpm, 30°C
and initial pH of 5.5. In the kinetic evaluation, highest enzyme activity was achieved at
27 hours of fermentation (around 44 U/mL). After this time, the activities kept constant
and after 36 hours a reduction on enzyme activity (25 U/mL at 48 hours). The
evaluation of the optimum pH and temperature showed that highest PG activities were
achieved at 37°C and pH 5.5. In the stability study we observed that at 55°C and pH 5.0,
the PG activity was kept for longer times. In the study of the enzyme activity at low
temperatures (4°C, -10°C and -80°C), results showed that at all studied temperatures, the
enzyme kept its initial activity until 40 days of storage and after this time a loss of
activity was observed.

Keywords: Aspergillus niger ATCC 9642, polygalacturonase, experimental design
technique, stability.
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1-INTRODUCAO

Com o aumento da produgdo industrial, novos recursos tecnoldgicos e
biotecnoldgicos se fazem necessdrios para diminuir o tempo de produc¢iao, como também
por conseqiiéncia novos recursos terdo que ser empregados para tratamentos residuais
gerados proporcionalmente ao desenvolvimento industrial, fazendo com que as
industrias no mundo todo busquem alternativas para amenizar e também substituir os

processos convencionais para tratamento de residuos.

Hoje é bastante diversificado e amplo o campo de aplicacdo industrial das
enzimas abrangendo 4reas tdo diversas como a inddstria alimentar, téxtil e de
detergentes, por exemplo. A utilizacdo de enzimas em processos industriais tem sido
apontada como um fator que reduz largamente a energia necessaria para a obtencdo de

alguns produtos manufaturados.

O uso de enzimas com propdsitos tecnoldgicos pressupde que elas sejam os
catalisadores de processo, capazes de transformar matérias-primas em produtos com
maior valor agregado. O uso eficiente das enzimas, separadas do sistema celular do qual
se originam, sob condi¢des artificiais de processo, € objeto de intenso estudo nos dias
atuais. Dada a inerente habilidade das enzimas, como conseqiiéncia da sua estrutura
proteica, este passo representa um grande desafio tecnoldgico, o que explica o nimero

ainda relativamente reduzido de processos enzimdticos operando em escala industrial.

Cepas do fungo filamentoso Aspergillus niger sdo as mais utilizadas na producio
comercial de pectinases porque suas caracteristicas toxicoldgicas sdo aprovadas em

termos legislativos (MALVESSI & SILVEIRA, 2004).

Portanto, para que a aplicacdo das pectinases se torne vidvel, é essencial o estudo
tanto de parametros que viabilizem a sua produgdo quanto de condi¢des adequadas ao
seu uso, tais como: determinacdo do tempo de fermentacdo, da temperatura, do tipo de
biorreator a ser empregado no processo, da composicdo adequada do meio de cultivo,

etc.

Com base no exposto anteriormente, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a
produgdo de poligalacturonase (PG) por fermentacdo submersa utilizando o fungo

filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642 em meio sintético. Para tal, a metodologia de



planejamento foi utilizada visando estabelecer condi¢gdes de fermentagdo que otimizasse

a produgdo de PG.
A partir deste ponto, as seguintes etapas foram também desenvolvidas;
v' Verificar o comportamento cinético da bioprodugio de PG;

v’ Auvaliar a estabilidade da enzima em diferentes condi¢oes de Temperatura e pH.



2. REVISAO BILBIOGRAFICA

2.1 Enzimas pectinoliticas

A pectina é o nome descritivo para um grupo diversificado de complexo
heteropolimeros presente na  lamela média da  planta  principal
parede celular das plantas dicotiledoneas. Isto representa cerca de polimero
um terco do total do material da parede celular (ROKAS et al., 2007) e, como tal,
representa um importante carbono fonte de bactérias e fungos que degradam o material

vegetal.

As enzimas, de um modo geral, sdao amplamente utilizadas nos mais diversos
processos industriais, em razdo da sua especificidade e do seu potencial catalitico.
Entretanto, uma enzima torna-se de valor comercial somente se houver demanda ou
possuir propriedades que atendam aos requerimentos técnicos e econdmicos do

processo em escala industrial (BRAVO et al., 2000).

As enzimas pectinoliticas ou pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas
que hidrolisam as substancias pécticas presentes nas células vegetais (MARTIN et al.,
2007). Sao produzidas pela maioria das plantas superiores, por fungos filamentosos, por
algumas bactérias e por poucas leveduras. O uso de celulases, hemicelulases e
pectinases tém aumentado consideravelmente, especialmente nas inddstrias de
alimentos, bebidas e vinhos, téxtil, papel e celulose (BHAT, 2000). Por volta de 1930 as
pectinases foram uma das primeiras enzimas a serem utilizadas comercialmente nas
preparagdes de vinhos e sucos de frutas (KASHYAP et al., 2001). As enzimas que
hidrolisam as substincias pécticas sdo largamente conhecido como enzimas
pectinoliticas ou pectinases, que incluem poligalacturonase (PG), esterase pectina,
pectina liase e pectato liase com base no seu modo de agdo (DINU

et al., 2007).
2.1.1 Classificacao das pectinases

A classificagdo destas enzimas estd baseada nos modos de ataque a molécula dos
polimeros pécticos, pela preferéncia de substrato (pectina, dcido péctico ou
protopectina), acdo por transeliminacio ou hidrélise e por clivagem randdmica (enzima

endo) ou terminal (exo) (UENOJO, 2003). Existem basicamente trés tipos de



pectinases: as protopectinases, as despolimerizantes e as pectinesterases.(JAYANI et

al., 2005).

Protopectinases: sao enzimas que hidrolisam a protopectina insolivel gerando a
pectina polimerizada solivel. Sao classificadas em dois tipos: o tipo A que reage com a
regido de 4dcido poligalacturdnico da protopectina e a do tipo B reage com as cadeias de
polissacarideos que podem se conectar com as cadeias de dcido poligalacturdnico e os

constituintes das paredes celulares (UENOJO, 2003).

Pectinesterases (PME); Estas enzimas sdo também conhecidas como
polimetilgalacturonato esterase (ALKORTA et al., 1998). Estas enzimas catalisam a
desesterificagdo da pectina por remo¢do do grupo metoxil das substincias pécticas,

formando 4cido péctico.

A pectina de baixa metoxilacdo liberada pode ser hidrolisada pela
poligalacturonase (PG). As pectinesterases sdo produzidas por fungos, bactérias,
leveduras e plantas superiores e estdo presentes em praticamente todos os preparados
comerciais e podem estar envolvidas em mudancas das substincias pécticas durante o
amadurecimento, estocagem e processamento de frutas e vegetais (ALKORTA et al.,

1998).

A pectinametilesterase remove grupos metoxil da pectina por um ataque
nucleofilico da enzima no éster metilico (localizados nos carbonos 6 do grupo
carboxilico), resultando na formacdo de um intermedidrio substrato-enzima com o
lancamento de um metanol. Estes seguem através da desacetilacdo, o qual sofre uma
hidratacdo do intermedidrio para regenerar a enzima e liberar um &4cido carboxilico

(PIMENTA et al., 2000; VORAGEM et al., 2001).

A reacgdo cessa antes que todos os grupos carboxilas sejam removidos. Em parte,
essa inibicdo ocorre pelo aumento da concentragdo do produto formado (pectato) e,

também, devido a possivel repulsdo entre grupos carboxilas carregados negativamente.

Despolimerases: catalisam a quebra das ligacdes glicosidicas a (1—4) entre os
mondmeros do &4cido D-galacturdnico. Essas enzimas atuam em pectinas por
mecanismos de hidrdlise, catalisando a quebra da ligagédo glicosidica pela introdugéo de
dgua, ou por transeliminacdo (liases). As despolimerases podem ser subdivididas,

dependendo da preferéncia da enzima pelo substrato:



Liases: sio também conhecidas como transeliminases, rompem ligacdes
glicosidicas resultando em galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre os
carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do dcido galacturdnico formado (KASHYAP et al.

2001).

Pectina liase (polimetilgalacturonato liase, PMGL): sdo enzimas que atuam na
quebra da molécula de pectina por um mecanismo de transeliminacdo de hidrogénio.
Estas enzimas sdo subdivididas em dois tipos, as endo liases, que catalisam de forma
randomica a ruptura das ligagdes a (1—4) da pectina e as exo liases, que catalisam a
ruptura das ligagdes a (1—4) da molécula de pectina a partir da extremidade ndo

redutora. Atuam preferencialmente no acido pectinolico (MARTIN, 2006).

Pectato liase (poligalacturonato liases, PGL): Sao liases que tém preferéncia
por écido péctico (acido poligalacturdnico com baixos niveis de esterificacdo). Podendo

ser classificadas ainda como endo ou exo (MARTIN, 2006).

Hidrolases: incluem as poligalacturonases e as polimetilgalacturonases, podem
apresentar acao endo- (hidrélise randémica) ou exo- (hidrélise sequencial) (UENOJO,

2003).

a) Poligalacturonases — PG: sao enzimas que catalisam a hidrélise das ligagoes
glicosidicas o (1—4) da cadeia de acido poligalacturénico (MARTIN, 2006). Séo as
mais extensivamente estudadas entre as enzimas pectinoliticas (JAYANI, et al. 2005).
As endopoligalacturonases hidrolisam as ligacdes glicosidicas a (1—4) internas de
forma randdmica, causando a despolimerizacdo da molécula e liberando oligdmeros de
dcido poligalacturdnico, enquanto as exopoligalacturonases removem as moléculas de
dcido D-galacturdnico pela hidrélise das ligacdes glicosidicas a (1—4) a partir da
extremidade nao redutora liberando 4cidos di ou monogalacturdnico (MARTIN, 2006).
As poligalacturonases fingicas sdo tteis pela alta atividade enzimadtica e possuir 6timo

de atividade na regido levemente dcida (ZHENG & SHETTY, 2000).

A reacdo de despolimerizacdo da pectina acontece quando a poligalacturonase
catalisa a clivagem hidrolitica das ligacdes glicosidicas a (1—4), que se localizam entre
os residuos de 4cido galacturdnico da cadeia da pectina, com a introdugéo de dgua pela

ponte de hidrogénio (RESENDE et al., 2004).



As poligalacturonases podem proporcionar a clivagem dessa cadeia de diferentes
formas. As exo-poligalacturonases promovem a redu¢do da unidade externa ou terminal
da cadeia poligalactur6nica, resultando em um &4cido galacturdnico como produto da
reacdo principal. Enquanto as endo-poligalacturonases podem catalisar o rompimento

aleatorio dessa ligacdo, como ilustra a Figura 1 (ALKORTA et al., 1998).

COOH COOH COOH COOH

OH OH 0OH

Figura 1 — Acdo da despolimerizacdo da poligalacturonase (GAVA ,1998).

b) Polimetilgalacturonases — PMG: tém preferéncia pelo substrato altamente
metoxilado (dcido pectinico) (MARTIN, 2006).
Na Figura 2, é possivel observar como as enzimas pectinoliticas atuam sobre

uma molécula de pectina, conforme a classificacdo anteriormente mencionada.
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Figura 2 — Modo de a¢do das pectinases em uma molécula de pectina (ALKORTA, 1998).



Nas situacdes em que € necessaria uma hidrélise completa da pectina, devera ser
utilizada uma prepara¢do de enzima contendo todas as enzimas pécticas, incluindo a
pectinesterase. Uma vantagem associada a utilizacdo de preparagdes sem pectinesterase

¢ a ndo producdo de metanol (PEREIRA, 2005).

z

A pectdlise, acdo das enzimas pectinoliticas, ¢ um fendmeno importante,
associado a muitos processos bioldgicos, tais como crescimento de plantas,

amadurecimento de frutas e perda de folhas (CASTILHO, 1997).
2.2 Substancias Pécticas

As substancias pécticas sdo definidas como um grupo complexo de
polissacarideos em forma coloidal, contendo uma grande propor¢do de unidades de
dcido anidro galacturdnico em forma de cadeia. Os grupos carboxilicos do &4cido
poligalacturénico podem estar parcialmente esterificados por grupos metilicos e parcial
ou totalmente neutralizados pelo sédio, potdssio ou fons de amonio. Incluindo as

galactanas e arabinanas (KRATCHANOVA et al., 2004).

Sdo importantes componentes da estrutura da parede celular, estando localizadas
geralmente entre as microfibrilas de celulose dos tecidos vegetais (Figura 3). Sua maior
concentracdo estd localizada na lamela média, uma fina camada de material adesivo
extracelular encontrado entre as paredes das células, com redugdo gradual do espago

entre a parede celular e a membrana plasmatica (KRATCHANOVA et al., 2004).

Essas substincias, depositadas na parede celular primdria durante as primeiras
etapas de crescimento do vegetal, representam de 0,5 a 4,0% do peso fresco dos
vegetais, sdo geralmente amorfas, t€m massa molecular variando de 25 a 360 kDa e
grau de polimerizacdo de cerca de 200 a 400. Substituintes podem ser achados nos
carbonos das posi¢des C-2 ou C-3 da cadeia principal e podem ser qualquer glicosideo
(D-galactose, D-xilose, L-arabinose e L-ramnose) ou nio glicosideo (acetil). O grau e
tipo de ramificacdo variam e dependem da fonte da substancia péctica. A sintese dessas
substancias acontece geralmente no Complexo de Golgi durante as fases iniciais do

crescimento da célula (JAYANI et al., 2005).
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Figura 3 — Estrutura da parede celular vegetal contendo as moléculas de pectina

(MARTIN, 2006).

Como a maioria dos polissacarideos, as substincias pécticas sdo heterogéneas
com respeito a estrutura quimica, peso molecular, grau de esterificacdo e acetilacao,
bem como na distribuicdo e tipo de agtcares neutros ligados. Sua composic¢do varia com
a fonte, condi¢des de extragdo, localizacdo e outros fatores ambientais. Por isso, elas sdo
classificadas em quatro tipos principais: protopectina, pectina, adcidos pécticos e acidos

pectinicos (THAKUR ez al., 1997).
1)Protopectina
Substancia péctica insoluvel em dgua, presente em tecidos intactos metilados.
2)Pectina

Designa acidos pectinoliticos soliveis em dgua, com grau varidvel de grupos
metil éster. Em uma fruta verde, a pectina € ligada a microfibras celulosas na parede de
célula. Essa pectina € insoluvel e consequentemente conferem rigidez as paredes da
célula. Porém, durante o amadurecimento a estrutura da pectina € alterada através de
enzimas naturalmente presentes nas frutas. Estas alteracdes envolvem o desarranjo da
cadeia de pectina ou de correntes laterais presas as unidades que compdem a cadeia

principal. O resultado é que a molécula de pectina fica mais soldvel.
3)Acido pectinico

Sao cadeias de poligalacturonas com até 75% de unidades de galacturonatos.



4)Acido péctico

Substincia soldvel em &dgua, compostas de dcido poligalacturdnico coloidal,

onde os grupos carboxilas estdo essencialmente livres de grupos metil éster.
2.3 Aplicacao industrial das enzimas pectinoliticas

Durante meados da década de 30, quando as indistrias de frutas comegaram a
produzir suco, o rendimento era baixo e muitas dificuldades foram encontradas para
filtrar o suco e se atingir uma clarificacdo aceitivel. A partir de entdo, pesquisas
utilizando pectinases, celulases e hemicelulases de micro-organismos (Aspergillus niger
e Trichoderma sp.), juntamente com o conhecimento dos componentes vegetais das
frutas, ajudaram a superar estas dificuldades (BHAT, 2000). Industrialmente, as
pectinases apresentam ampla utilizagdo nas industrias de alimentos e bebidas, a seguir

estdo descritos alguns aspectos dessas e de outras aplicagdes.
Indistrias de sucos de frutas

A principal aplicagdo dessas enzimas estd na industria de processamento de
sucos, sendo usadas nas etapas de extragdo, clarificacdo e concentragio (MARTIN,
2006). As vantagens do uso de pectinases em sucos incluem, por exemplo, utilizacdo
em sucos clarificados, ndo clarificados, concentrados, polpas e purés; redu¢do do tempo
total para extragdo do suco, auxilia na produg@o de sucos e concentrados estaveis com
reducdo de residuos da polpa; custos de producdo reduzidos e possibilidade de
processamento de diferentes frutas (UENOJO & PASTORE, 2007). No caso do suco de
laranja, aplicam-se pectinases, porém € importante que permanega certo teor de pectina
insolivel em suspensdo de modo a dar ao suco a sua aparéncia tipicamente tirbida

(CASTILHO, 1997).

Na producdo de suco de maracujd as enzimas t€ém sido adicionadas em uma
etapa precedente a filtracdo, quando ha a hidrdlise enzimatica da estrutura vegetal
resultando na degradag@o dos s6lidos em suspensdo e diminui¢do da viscosidade, assim

agiliza-se todo o processo (PAULA et al., 2004).
Indiistria de vinhos

A adicdo de pectinases durante o esmagamento das uvas ou no mosto de vinho

melhora a extragcdo do suco e reduz o tempo de clarifica¢do. Preparacdes comerciais de



pectinases com alta atividade de pectina liase e baixa atividade de pectina esterase sdo
preferidas por minimizarem a liberacio de metanol dos dcidos poligalacturénicos
metilados durante a producdo de vinho (BHAT, 2000). Enzimas pectinoliticas
adicionadas durante a maceracdo das uvas para producdo de vinho tinto resultam no

melhoramento das caracteristicas visuais, cor e turbidez (JAYANI et al., 2005).
Extragdo de éleos

Oleos de canola, de coco, semente de girassol e oliva sdo tradicionalmente
produzidos por extragdo com solventes organicos, mais comumente o hexano. A
pectinase pode ser usada para extrair 6leo vegetal em um processo aquoso, liquefazendo
os componentes estruturais da parede celular das sementes que contém o Oleo
(KASHYAP et al., 2001). No século XXI, preparacdes comerciais enzimadticas
contendo pectinases, celulases e hemicelulases comecaram a serem utilizadas para
extracdo de 6leo de oliva, sendo adicionadas durante a prensagem das azeitonas para

melhorar o processo de extracio (UENOJO & PASTORE, 2007)

A preparacdo de enzima comercial, Olivex (uma preparacdo de pectinase com
baixos niveis de celulase e hemicelulase de Aspergillus aculeatus) foi a primeira
mistura de enzima usada para melhorar a extracdo de 6leo de oliva. O uso de enzimas na
maceragdo aumenta a quantidade de agentes anti-oxidantes e de vitamina E em 6leo de
oliva extra virgem, reduz a indugcdo ao ranco, aumenta a extragdo, melhora a

centrifugacdo (BHAT, 2000).
Industria téxtil

Na industria téxtil, pectinases t€ém sido empregadas na maceracdo do linho e no

tratamento de fibras téxteis brutas, como a juta e o rami (BRAVO et al., 2000).
2.4 Pectinases disponiveis no mercado

As empresas Lyven (Franca), Novozymes (Dinamarca), Novartis (Suica) e
Biocon (India) (SILVA er al., 1999), sio algumas das mais importantes produtoras

mundiais de pectinases (Tabela 1).
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2.5 Fermentacao submersa

Os processos submersos consistem naqueles em que o micro-organismo é
introduzido em um meio liquido na forma de um indculo, sendo o meio contido em
fermentadores providos de agitagdo e aeracdo (micro-organismos aerébios) (REGULY,
2000) e outros controles, tais como: medidores de pH, temperatura, concentracio de
oxigénio dissolvido, entre outros. Os nutrientes encontram-se dissolvidos no meio

liquido tornando-se facilmente acessiveis para utiliza¢do pelos micro-organismos.

Tabela 1 — Pectinases comercializadas pelas empresas Lyven e Novozymes, com 0s

respectivos nomes comerciais, a origem da enzima e a aplicabilidade do produto.

Nome Comercial Micro-organismo Aplicabilidade
PECLYVE CP Aspergillus niger Clarificacdo de sucos de frutas
PECLYVE LI Aspergillus niger Liquefacgdo de frutas e vegetais

LYVELIN Aspergillus niger Tratamento do linho
PECLYVE V Aspergillus niger Fabricagdo de vinhos
Pectinex Ultra SP-L Nao-reportado Processamento de frutos
Pectinex SMASH Nao-reportado Processamento de frutos
Pectinex AFP-L4 Nao-reportado Industria de sucos
Pectinex AFP MAXXL Nao-reportado Inddstria de sucos

LYVEN (2009); NOVOZYMES (2009).

O processo de produgdo é delicado e sofre a interferéncia de grande nimero de
varidveis, que tornam baixas as chances de &xito. A idade da cultura também interfere,
as culturas jovens sd@o mais produtivas. A temperatura de armazenamento dos esporos
também influi, tendo-se verificado que melhor € a faixa de 0 a 5°C. Interfere, ainda, a

composicdo do meio de esporulacdo (LIMA et al., 2001).

Os processos fermentativos podem substituir processos puramente quimicos, de
sintese orgédnica, no entanto, aqueles utilizados em escala industrial geralmente

dependem da capacidade do micro-organismo responsiavel em proporcionar bom e
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regular rendimento econdmico do produto, a partir de um substrato barato e disponivel,
da facilidade de recuperagdo ou obten¢cdo do produto visado, sob forma pura ou,
conforme o caso, pronta para o uso e da impossibilidade ou dificuldade de se obter o

produto através de outros processos (REGULY, 1996).

O processo fermentativo comega com a escolha do agente biologico adequado
(micro-organismo ou enzima); segue com a transformacdo da matéria-prima, em
condicdes que podem exigir esterilizacdo, aeracdo e controle do processo (pH,
temperatura etc.); e finaliza com a separagdo e purificacio do produto final

(MALAJOVICH, 2004).

z

A parte central de um processo fermentativo é o crescimento do micro-
organismo industrial em condi¢gdes ambientais que estimulem a sintese do produto
comercial que se pretende obter, portanto, conforme TREVAN et al., (1990), faz-se
necessario conhecer os micro-organismos, controlar seu metabolismo e crescimento,

bem como, maneji-los em grande escala.

O cultivo de micro-organismo € s6 uma das numerosas fases do processo. O
meio em que cresce 0 micro-organismo deve ser formulado de acordo com as matérias-
primas e, posteriormente esterilizado. O contetido do fermentador, depois de
esterilizado deve ser inoculado com um cultivo vidvel, metabolicamente ativo. Logo,
para que se possa realizar a fermentacdo € necessdria, em primeiro lugar, obter um
micro-organismo adequado para o processo que se pretenda levar adiante, o que se
efetua normalmente selecionando cepas naturais. A produtividade do mesmo deve
aumentar até se obter niveis econdmicos aceitdveis, o que se realiza mediante melhoras

por mutacdo, recombinacio ou melhoria do processo (TREVAN et al., 1990).

O processo fermentativo envolve etapas distintas como, a preservacdo € o
crescimento do indculo, o pré-cultivo no fermentador e a fermentacdo de produgdo. A
preservacdo das cepas de produgdo ao longo de um periodo de tempo é um requisito
bésico para uma fermentaciao. Deve-se encontrar um método 6timo de preservacio para
cada processo e também para cada cepa. As técnicas utilizadas mais frequentemente sdo
0 armazenamento a baixa temperatura (2°C a 6°C); o armazenamento por congelamento
(-18°C a -80°C) e a liofilizagdo que € o melhor método de conservagio (CRUEGER; &
CRUEGER, 1993). Outra técnica amplamente difundida é a preservacdo em agar

inclinado, que pode ser combinada com a refrigeracao.
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O crescimento do indculo tem a finalidade de preparar o micro-organismo em
condicdes apropriadas, de modo a garantir o desenvolvimento adequado das etapas
posteriores. O cultivo preservado se prolifera inicialmente mediante crescimento em um
cultivo liquido agitado ou em um meio sélido (quando se quer a formagdo de esporos).
As condi¢des utilizadas no cultivo inicial (meio, temperatura, entre outras) dependerdo
do processo especifico. Os tempos normais de crescimento variam em fung¢éo do tipo de
conservagdo das cepas, sendo que os cultivos refrigerados crescem em um tempo
menor. Para se obter bons rendimentos influi, ndo sé o nimero de células e esporos,
mas também o meio nutritivo utilizado para o inéculo, a temperatura de crescimento € a

idade do inéculo (CRUEGER & CRUEGER, 1993).

A concentragdo 6tima de indculo para um fermentador determina o nimero de
etapas do pré-cultivo que sdo necessdrias. As vezes, o meio de cultivo de producio se
utiliza para a dltima etapa de formagdo do indculo a fim de induzir a formacdo do

produto (CRUEGER & CRUEGER, 1993).

Segundo MALAJOVICH (2004), a composi¢do do meio de cultura depende das
necessidades metabdlicas do micro-organismo escolhido. Este deve conter todos os
nutrientes necessarios nas concentragdes adequadas, que variam em fung@o do micro-
organismo e do objetivo do processo. Os meios de cultura utilizados no laboratério

incluem:
a) agua;

b) uma fonte de energia de carbono: glicose, amido, uréia, soja e outros cereais,

etc;

¢) uma fonte de nitrog€nio inorganica (sulfato de amonia, nitrato de potéssio,
etc.), organica (aspargina, succinato de amonia, glutamato, uréia, etc.) ou complexa

(farinha de soja, peptona, etc.);

d) sais minerais, tais como fosfato de potassio, sulfato de magnésio, cloreto de

calcio, etc.;

e) elementos tragos: ferro, zinco, manganés, cobre, cobalto, molibdénio.
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O meio de cultivo tem uma forte influéncia no processo de fermentacdo e deve
possuir os nutrientes requeridos para o crescimento microbiano, e, além disso, deve

favorecer a formacdo do produto que se deseja (BORZANI et al., 2001).

Os meios nutritivos para a producdo devem ser otimizados ndo s nos
ingredientes utilizados, mas também na forma em que se prepara o meio. Os pardmetros
mais importantes durante a fermentacdo sdo: a temperatura, a aeracdo, a pressao e a

agitacdo (CRUEGER & CRUEGER, 1993).
2.6 Micro-organismos produtores de pectinases

Pectinases s@o enzimas que podem ser obtidas de plantas superiores e micro-
organismos, sendo que o género Aspergillus se destaca como bom produtor destes
biocatalisadores, especialmente certas linhagens de Aspergillus niger (DARTORA et

al., 2002; GUMMADI & PANDA, 2003; HOODAL et al., 2002; TRIBLESS, 2003).

Os fungos filamentosos Aspergillus e Penicillium, bactérias do género Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas, Xanthomonas e Erwinia, poucas leveduras, como, por
exemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces, Cryptococci e Rhodotorula, conseguem
evidenciar atividade pectinolitica. Em escala industrial, sdo obtidas a partir da
fermentacdo de fungos filamentosos como Aspergillus niger (PEREIRA, 2005). As
espécies de Aspergillus e Rhizopus sdo frequentemente usadas por causa da alta

atividade pectinolitica exibida por membros do género (FAWOLE & ODUNFA, 2003).

A cultura de Aspergillus niger tem a capacidade de produzir 19 tipos diferentes
de enzimas, dependendo da inducdo e/ou do substrato utilizado (PANDEY et al., 1999).
Na literatura, varios autores utilizaram o Aspergillus niger para producdo de enzimas
pectinoliticas, dentre eles SANTOS (2007), FONTANA et al., (2005), PANAROTTO et
al., (2003), TERZI et al., (2003), CASTILHO (1997).

O fungo filamentoso tem a capacidade de penetrar nos espacos inter e
intragranulares por meios mecénicos ou enzimaticos, com a firme fixacdo das hifas na
superficie do substrato e posterior intensa ramificacio e penetracdo na parede celular do
substrato pela atuacdo de enzimas extracelulares produzidas e excretadas pelos micro-
organismos (DEL BIANCHI et al., 2001). A maioria dos fungos filamentosos produz
esporos. Indculos de esporos sdo faceis de preparar e podem ser armazenados por

periodos mais longos do que células vegetativas (MITCHELL et al., 2000).
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HENNIES (1996) estudou a produc@o de pectinases por fermentagdo submersa e
semi-solida pelo fungo Penicillium italicum 1Z 1584. Verificou que o micro-organismo
é capaz de produzir estas enzimas, sendo esta atividade incrementada quando a sacarose
estd presente no meio de cultivo nos dois tipos de processos fermentativos. A atividade

de pectinase apresentou pH 6timo 5,5 e temperatura 6tima de 45 °C.

Na Tabela 2 sdo apresentados alguns trabalhos citados na literatura, enfocando a

producdo de pectinases, em fermentacio submersa empregando diferentes cepas

microbianas.

Tabela 2 - Producido de pectinases em fermentacio submersa por diferentes cepas

microbianas.
Enzima Substrato Micro- Atividade Referéncia
organismo enzimatica
EXO-PG Pectina Aspergillus 3,0 U/mL GALIOTOU &
citrica niger PANAYOTOU
et al, (1997)
EXO-PG Pectina Aspergillus 33,0 Ulg SOLIS &
sintética niger PEREIRA et al.,
(1993)
Pectina e
ENDO-PG glicerol Aspergillus 0,59 U/mL TEIXEIRA et
japonicus al.,(2000)
pectina
citrica Bacillus 3,5U/mL SOARES et al.,
MgSOy4 0,8 U/mL
ENDO-PG Aspergillus 0,07 U/mL
Pectina Awamori BLANDINO
EXO-PG citrica Rhizopus 0,04 U/mL et al., (2002)
EXO-PG Pectina Penicillium 18 U/mL
citrica viridicatum SILVA et al.,
RFC 3 (2007)
CORDEIRO &
PG Pectina de Bacillus sp 42 U/mL MARTINS;
maca (2009)
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2.7 Estabilidade enzimatica

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores de reagdes bioquimicas
e, como tal, apresentam especialidades para os indmeros substratos que entram nas

reacdes do metabolismo (SGARBIERI, 1996).

A desnaturacdo de proteinas é uma alteracdo sensivel na estrutura original da
proteina, sem que haja alteracdo na sequéncia dos aminodcidos, isto é, sem que haja
rompimento ou alteracdes de ligacdes quimicas primdrias, que ligam aminodcidos entre

si (SGARBIERI, 1996).

Dentre os fatores que afetam a estabilidade e cinética das proteinas, o calor é que
provoca mais modifica¢des nas proteinas, dentro do contexto biolégico (GOMES et al.,

2007).

As proteinas possuem temperaturas caracteristicas nas quais apresentam o
mdaximo de estabilidade. A maioria das proteinas sdo mais estdveis a temperatura de
refrigeracdo, outras sio mais estiveis a temperatura ambiente. A medida que a
temperatura se eleva acima de 40 — 50°C, praticamente, todas as proteinas tornam-se
instaveis, tendendo a uma alteracdo da conformacio original. Quanto ao pH algumas
proteinas mant€m suas configuracdes nativas a valores de pH muito baixos, se a
temperatura for mantida baixa. Outras sdo drasticamente desdobradas, de tal forma que
apenas um pequeno decréscimo no pH ¢é suficiente para induzir mudancas de
conformacdo semelhantes aquelas que as proteinas mais estaveis s6 experimentam pela

acdo combinada do calor e pH baixo (SGARBIERI, 1996).

Devido as condigdes de processamento na inddstria, como elevadas
temperaturas, as enzimas podem se tornar instdveis e se tornarem totalmente inativas
durante o processo, assim torna-se importante conhecer certas caracteristicas das

enzimas para avaliar qual melhor faixa de operagdo para cada uma.

Alguns trabalhos além da producdo da poligalacturonase realizaram também
estudos de estabilidade enzimditica. Por exemplo, ZHENG & SHETTY (2000)
verificaram o efeito da temperatura e pH na estabilidade da poligalacturonase produzida
por Lentinus edodes utilizando residuos de frutas como substrato. A enzima manteve-se
estdvel em temperaturas acima de 50°C, apresentando 90% da atividade médxima obtida,

mas foi completamente desativada quando incubada a 85°C por 20 minutos. Quanto ao
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pH, esta PG apresentou alta tolerdncia a valores de pH baixos (3,5 — 6,5). Os autores
ressaltam que, a partir de residuos das industrias que processam frutas, € possivel obter
enzimas com caracteristicas de resisténcia a valores de pH ideais para aplicacdo

industrial.

NAIDU & PANDA (2003) estudaram o efeito do pH e da temperatura na
desativagdo de enzimas pectinoliticas produzidas por fermentacdo submersa num meio
composto por glicose, sulfato de amdnio ((NH4),SO4) e hidrogenofosfato de potassio
(KH,PO4) e o micro-organismo Aspergillus niger como agente da fermentacdo. Neste
trabalho foi determinada a taxa de desativacdo das enzimas polimetilgalacturonases
(PMG), poligacturonase (PG) e pectinaliase (PMGL) quando incubadas a diferentes
temperaturas e pH, sendo a PMGL considerada a mais estivel entre as enzimas
estudadas. Para cada uma destas enzimas foi utilizado faixas de pH e temperatura. No
caso da PG, o pH selecionado esteve entre 4,5 e 7,5 e as temperaturas estudadas foram
de 25, 28, 40, 50 e 60°C. A combina¢do de pH e temperatura sobre a qual observou-se

uma menor taxa de desativacao foi 4,8 e 28°C, respectivamente.

MARTINS et al, (2005) também utilizaram fermentacio submersa para
caracterizar uma poligalacturonase produzida por Thermoascus aurantiacus. Foi
investigada a estabilidade térmica e estabilidade frente as variagdes do pH para esta
enzima. Em pH 3,0 — 3,5 a poligacturonase mantiveram, cerca de 91% da atividade
original. Em valores de pH elevados houve uma queda na estabilidade. No caso da
temperatura, para valores até 50°C, a poligalacturonase conservou 80% da sua atividade
original e manteve apenas 6% dessa atividade quando exposta a uma temperatura de

70°C.

A viabilidade de aplicacdo industrial de catalisadores estd diretamente ligada a
dois fatores principais: potencial catalitico frente & rea¢do em estudos e estabilidades a

varidveis de processos com pH e temperatura (ILLANES, 1999).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Micro-organismo e preparo do inéculo

A cepa do fungo de Aspergillus niger ATCC 9642 (Figura 4) foi cultivada em
Potato Dextrose Agar (PDA) durante 5 dias a 30°C. Em seguida, a coleta dos esporos
foi realizada adicionando-se 20 mL de solugdo aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v), e
pérolas de vidro estéreis adicionadas ao frasco, para uma melhor remog¢éo dos esporos.
A suspensdo resultante foi armazenada a 4°C até sua utilizacdo, o que nao ultrapassava
um tempo maximo de 15 dias. Para contagem dos esporos, 1 mL da suspensao, retirada
assepticamente, foi diluido de 10 a 10’ vezes em solucdo aquosa estéril de Tween 80
(0,1 % v/v). A suspensdo resultante foi transferida para uma camara de Neubauer para

contagem dos esporos (FREIRE, 1996).

Para avaliar a influéncia da concentragdo de esporos na bioproducdo de PG,
realizou-se um estudo preliminar utilizando concentracdes de 5x103, 5x104, 5x10° ,
5x106, 5x10" e 5x10° esporos/mL nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas, respectivamente.
O meio de bioproducio de poligalacturonase utilizado constituia-se de 10 g/L de pectina
citrica (VETEC), e 10 g/L extrato de levedura , pH inicial de 5,5 e acrescido de 1mL de
esporos na concentracdo desejada. As condicdes de cultivos foram a 30°C, 100 rpm e
96 horas de fermentacdo. Amostras foram coletadas a cada 2 horas e realizada a medida

de PG como descrita no item 3.3.1 a seguir.

Figura 4 — Aspectos das coldnias do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642.

Para determinar o perfil do crescimento do micro-organismo foi tracada uma

curva de crescimento (crescimento celular versus tempo). Aliquotas de 1 mL de
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suspensdao de esporos de 5%10° esporos/mL. do micro-organismo Aspergillus niger
ATCC 9642 foram transferidas assepticamente para Erlenmeyers 250 mL, contendo 30
mL de meio Potato Dextrose (PD) incubados a 30°C, 180 rpm e quantificando a massa

celular durante 120 horas.

Na determinacdo da concentracdo celular por medida de peso seco é necessario
utilizar amostras de volumes conhecidos que represente o todo. No caso de uma cultura
micelial, ou crescimento com formacao de pellets, a distribuicdo da biomassa impede
que sejam retiradas amostras de partes do volume. Sendo assim, para se determinar a
curva de crescimento do fungo filamentoso utilizado neste estudo, apds o crescimento
deste em um meio apropriado, em cada ponto de amostragem, um frasco inteiro foi
filtrado a vicuo (MARCONI Modelo MA 058) e a biomassa retida no papel de filtro
previamente tarado, foi dessecada em estufa (ODONTO BRAS MOD-EL-1.3) a 105°C
por aproximadamente 24 horas. A curva de crescimento microbiano foi construida a

partir dos dados de biomassa obtidos a partir do peso seco.

(@) (b)

Figura 5 — Aspecto visual da massa célula imida (a) e dessecada (b) do fungo

filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642, respectivamente.
3.2 - Ensaio preliminar da inducio durante o crescimento do A.niger

O meio utilizado para determinacdo da influéncia de inducdo ou ndo do micro-
organismo durante o seu crescimento foi PDA. Para o meio sem indugio foi utilizado
uma concentracdo de PDA igual a 39 g/L, e para o meio induzido foi utilizado pectina
citrica (VETEC) na concentracdo de 10 g/L e 39 g/L. de PDA. A concentragdo de

esporos do microrganismo foi fixada em 5x10° esporos/mL.
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O meio de bioprodugéo de poligalacturonase utilizado constituia-se de 10g/L de
pectina citrica (VETEC), e 10g/L extrato de levedura e pH inicial de 5,5. As condi¢des
de cultivos foram a 30°C, 100 rpm e 24 horas. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
3.3-Determinacoes analiticas
3.3.1 - Atividade de poligalacturonase (PG)

A atividade pectinolitica de poligalacturonase (PG) foi determinada pela medida
da liberag¢do de grupos redutores usando-se o método do acido dinitrosalisilico (DNS),
proposto inicialmente por MILLER (1959), com algumas modifica¢des.

Inicialmente, preparou-se 1000 pL de substrato (solugdo 0,5 % de pectina citrica
(Sigma) em tamp@o acetato de sédio pH 5,5) e incubou-se a 40°C por 15 minutos para
estabilizacdo de temperatura. A seguir, 500 pUL de extrato enzimatico foram adicionados
ao substrato e a reacdo incubada a 40 °C em diferentes periodos de reacao (1,2,3,4,5, 6,
7,5, 10, 12,5, 15, 20, 30 e 40 minutos), para definir o tempo 6timo de reacdo para
medida de atividade. Apds a adi¢do de 1 mL de solucdo de DNS, a mistura foi mantida
em ebulicdo por 8 minutos para formagdo de cor, resfriada em banho de gelo e
adicionados 8,0 mL de solucdo 50 mM de tartarato duplo de sdédio-potdssio para

estabilizacdo de cor.

A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro Beckman Coutler, modelo
DU640, a 540 nm, contra o branco. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para liberar 1 wmol de 4cido galacturénico por minuto
(U=pmol/min) segundo uma curva padrio estabelecida com acido o-D-galacturénico
(Fluka Chemica, massa molecular 212,16) como acucar redutor. A atividade da
poligalacturonase foi expressa em unidade de atividade por mL (U/mL). As andlises

foram realizadas em triplicatas de fermentaco e reacdo, bem como de leitura.
3.3.2-pH

O pH dos meios de cultivo foi determinado usando potenciometro (DMPH-2,

Digimed).
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3.4 - Delineamento experimental

Os efeitos da composicdo do meio de cultura foram avaliados através de um
planejamento fatorial do tipo Plackett & Burman (Screening Design) de 12 ensaios com
3 pontos centrais. As varidveis e niveis investigados encontram-se descritos na Tabela

3.

Tabela 3 - Varidveis e niveis utilizados no planejamento do tipo Plackett & Burman.

Niveis

Varidveis Independentes™ Codigos -1 0 +1
Pectina (g/L) X1 2,0 11,0 22,0

L- Asparagina (g/L) X5 0 2,0 4,0
Extrato de levedura (g/L) X3 0 10,0 20,0
Sulfato de magnésio (g/L) Xy 0 0,5 1,0
Fosfato de potassio (g/L.) X5 0 2,0 4,0
Sulfato de ferro (g/L) X6 0 0,01 0,02

*Varidveis Independentes Fixas: 30°C, 180 rpm, pH 5,5; 24 horas.

A partir dos resultados obtidos no planejamento do tipo Plackett & Burman
realizou-se um planejamento fatorial 2 *, com trés repeticdes no central, totalizando 11
ensaios. As varidveis estudadas e seus respectivos niveis encontram-se descritos na

Tabela 4.

Tabela 4 - Varidveis e niveis utilizados no planejamento fatorial fracionario 2*.

Niveis
Varidveis Independentes™ Codigos -1 0 +1
Pectina (g/L) Xi 22,0 32,0 42,0
L- Asparagina (g/L) X5 2,0 4,0 6,0
Fosfato de potassio (g/L) Xs 2,0 4,0 6,0
Sulfato de ferro (g/L) X6 0,02 0,04 0,06

*Varidveis Independentes Fixas: 30°C, 180 rpm, pH 5,5 em 24 horas.

As varidveis independentes estudadas no terceiro planejamento fatorial 22
(Tabela 5), foram a concentragdo de sulfato de ferro e fosfato de potdssio, fixando-se a
pectina (32g/L), L-asparagina (2 g/L), agitacdo (180 rpm), temperatura (30°C), pHinicial
(5,5) e tempo de bioprodugdo (24 horas). A faixa de estudo do planejamento fatorial
completo foi determinado a partir dos resultados do planejamento fatorial fracionério

independente e seus respectivos niveis observados na Tabela 5.

21



As varidveis dependentes analisadas foram a atividade da poligalacturonase e
pH. Os planejamentos experimentais (Placktt & Burman, fracionério e completo) foram

analisados através do Software Statistica 6.0, a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 5 — Varidveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2%

Niveis
Varidveis Codigos
Independentes* -1,41 -1 0 +1 1,41
Sulfato de ferro (g/L) X 0 0,02 0,06 0,1 0,12
Fosfato de potassio (g/L) X5 0,3 0,5 1 1,5 1,7

Varidveis Independentes Fixas: 30°C, 180 rpm, pH 5,5 em 24 horas, pectina 32 g/L e L-asparagina 2 g/L.

3.5 — Cinética de Bioproducao

O estudo cinético de bioprodugdo foi realizado a partir das condi¢des
experimentais otimizadas (0,06 g/ de Sulfato de ferro, 1 g/L de sulfato de potassio, 32
g/ de pectina e 2 g/l de L-asparagina, 180rpm, 30°C, pH 5,5 e 48 horas), tendo como
objetivo avaliar a atividade poligalacturonase em func¢do de diferentes tempos de
bioprodugdo. Sendo a coleta de amostras realizada a cada 3 horas até a tltima medida

ser feita nas 48 horas de bioproducao.
3.6 - Caracterizacao da poligalacturonase

A caracterizagdo da enzima (extrato bruto) é de suma importincia para o
estabelecimento das condi¢des de aplicagdo, como temperatura e pH 6timos e a
estabilidade da atividade enzimdtica durante seu armazenamento em diferentes
temperaturas, uma vez que tais condi¢des podem ter uma grande variagdo de acordo

com a origem e os meios de produgdo utilizados.
3.6.1 - Avaliacao da temperatura e pH 6timos do extrato bruto

A atividade enzimdtica da PG foi realizada através de dosagem de agticares
redutores pelo método DNS como descrita no item 3.3.1., onde descreve as condi¢des
de producdo.O extrato enzimético bruto foi submetido a diferentes valores de pH (3,0;
3,4; 45 e 5,5) e o periodo da bioproducdo foi de 48 horas. Os tampdes biftalato de
potdssio mais HCI (0,1M) para ajustar o extrato enzimdtico ao pH 3,0 e 3,4 e o fosfato
de sédio (0,1M) para os pHs 4,5 e 5,5, respectivamente, foram utilizados para ajustar os
valores de pH. Além disso, as amostras foram incubadas em banho termostitico

(TECNAL TE-210) nas temperaturas de 30, 37, 55, 73 e 80°C, respectivamente.
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Para a determinagdo da temperatura e pHs 6timos foi utilizado um planejamento
completo 2%, sendo que as varidveis e os niveis utilizados estdo apresentados na Tabela

6.

Tabela 6 - Varidveis e niveis utilizados no planejamento completo 2*

Niveis
Varidveis Codigos
-1,41 -1 0 1 1,41
Independentes* ’ i ’
pH X7 3 3.4 4,5 5,5 6
Temperatura Xs 30 37 55 73 80

Varidveis fixas: pectina 32 g/L e L-asparagina 2 g/L. Varidveis Independentes Fixas: 30°C, 180 rpm, pH 5,5 em 24
horas.

3.6.2 - Avaliacido da temperatura de estabilidade

A fim de determinar a temperatura de estabilidade do extrato enzimédtico bruto

este foi submetido a altas (25, 35, 45 e 55°C) e baixas (4, -10 e -80°C) temperaturas.

O extrato enzimético bruto foi obtido apds 48 horas de fermentagdo, onde este
foi filtrado e armazenado em frascos para posterior avaliacdo da estabilidade. A
dosagem da atividade foi realizada utilizando tamp@o acetato de sédio em pH 5,5 e

temperatura de 37°C.
3.6.3 — Avaliacao do pH de estabilidade

Para determinacdao do pH de estabilidade, foi ajustado o pH do extrato
enzimético com diferentes tampdes: biftalato de potdssio mais HCI (0,1 M) para ajustar
o extrato enzimdtico ao pH 5,0, fosfato de sédio (0,1 M) para os pHs 7,0 e 9,0, e
solugdo de Kolthoff (0,1 M) para o pH 11,0 respectivamente, para se chegar ao pH
desejado de 5,0; 7,0; 9,0 e 11,0. As dosagens de atividade foram realizadas utilizando

tampao acetato de s6dio em pH 5,5 e temperatura de 37°C.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - Producio de Poligalacturonase
4.1.1 — Efeito da concentracio de esporos

Com relagéo a contagem de esporos, observou-se a maior bioproducio de PG na
concentragio de esporos igual a 5x10° esporos/mL, em 24 horas com valor de
18,47 U/mL, nos demais tempos de bioproducio foram encontradas atividades menores.
A partir desta andlise fixou-se a concentracio de esporos par 5x10° esporos/mL e o

tempo de bioprodu¢ao em 24 horas.
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Figura 6 - Producio de PG em funcdo da concentracdo de esporos do fungo

filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642.
4.1.2 -Efeito da induc¢ido no crescimento do micro-organismo A. niger ATCC 9642

O estudo de indugdo foi realizado com a finalidade de verificar se o micro-
organismo apresenta maior bioproduc¢io de PG quando induzido ou ndo com pectina no
seu crescimento. A Tabela 7 apresenta os valores de PG e pH para o micro-organismo

Aspergillus niger ATCC 9642 em meio induzido e ndo induzido com pectina.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, ndo foi observado
diferenca significativa (p<0,05) entre os ensaios. Partindo-se destes resultados definiu-
se por utilizar o meio ndo induzido com pectina para a bioproducdo de

poligalacturonase, no sentido de reduzir custos de produgao.
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Tabela 7 - Bioproducdo de PG e valores de pH no meio induzido com pectina e meio

ndo induzido.

Ensaios *PG *nH
(U/mL)
Meio induzido 13,11 £0,325% 5,32+0,178 °
Meio nio induzido 1220+0,418* 5,17 £0,053°

*Média + desvio padrao seguida de letras iguais/colunas ndo diferem estatisticamente a nivel 5% (Teste Tukey).

4.1.3 - Estudo da medida de atividade poligalacturonica

A Tabela 8 apresenta a variacdo dos valores de unidade de absorbancia (U.A)
durante 40 minutos de reagdo da medida da atividade poligalacturdnica. As unidades de
absorbancia, nos tempos de 6, 10, 12,5 e 20 minutos, ndo diferem significativamente
entre si (p<0,05). Em funcdo deste resultado, a medida da atividade de

poligalacturonase foi fixada em 6 minutos de reag@o.

Tabela 8 - Atividade poligalacturonase (U.A) durante 40 minutos de reagéo.

Tempos (min) Absorbdncia
(UA)
1 0,856 + 0,01 €
2 0,839 £ 0,02 ¢
3 0,852 +0,01°¢
5 0,847 +0,02 ¢
6 0,984 + 0,04 °
7,5 1,047 £0,12°
10 0,962 + 0,03 °
12,5 0,910 £ 0,01 °
15 1,061 £0,03
20 1,030 £ 0,06 *
30 1,013 £0,08 2
40 1,052 £ 0,07 2

*Média + erro padrio seguida de letras iguais/colunas ndo diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste Tukey).

Raras sdo as informacdes que relacionam estudo cinético de medida de atividade
pectinolitica, SOARES et al., (1999) realizaram estudo de medida de atividade de PG
em incubacgdo a 40 °C e 10 minutos de reagdo, utilizando Bacillus sp em fermentacio
submersa. MALLER (2008) realizou a medida de atividade de PG incubando por

10 minutos a 40 °C, utilizando fungo filamentoso Aspergillus niveus.
4.1.4 - Otimizacao da bioproducao de poligalacturonase

A Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento tipo Plackett & Burman com os

valores (codificados e reais) das varidveis independentes estudadas Pectina, L-
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Asparagina, Extrato de levedura, Sulfato de magnésio, Fosfato de potassio e Sulfato de

Ferro e as respostas em atividade da poligalacturonase (PG) e pH.

Tabela 9 - Matriz do planejamento tipo Plackett & Burmann (valores codificados e

reais) e respostas de atividade de poligalacturonase e pH.

Varidveis Independentes* Resposta
Ensaios

X1 X2 X3 X4 X5 X6 PG pH

(U/mL)
1 122) -1(0) 120) -10) -1 -1 (0) 13,91 5,42
2 122) 1@ -1(0) 1(1) -1 (0) -1 (0) 23,88 3,61
3 12 1@ 10200 -1(0) 1(4) -1 (0) 1,28 5,89
4 1(22) -1(0) 1(20) 1(1) -1(0) 1(0,02) 18,10 4,60
5 122) 1@ -1(0) 1(1) 1(4) -1 (0) 37,35 4,31
6 122 1@ 120 -1 1(4) 10,02 32,92 5,31
7 12 1@ 10 1(1) -1(0) 1(0,02) 2,07 7,09
8 -1 (2 -1(0) 10 1(1) 1(4) -1 (0) 0,11 5,51
9 -1 2 -10) -1(0) 1(1) 1(4) 10,02 0,01 5,64
10 122 -10) -10) -1 1(4) 10,02 20,49 5,91
11 12 1@ -10) -10) -10) 10,02 3,75 6,24
12 -12 -10) -10) -10) -1 -1 (0) 8,71 6,42
13 o@ar 0@ o0@o 0¢@5 0@ 0@©0n 13,09 6,57
14 oy 0@ 0o 0¢@,5 0@ 0,01 10,25 6,87

15 01y 0@ 0d0) 005 02 0(0,01) 10,60 7,19

*X ;= Pectina (g/L), X,= L-Asparagina (g/L), X;= Extrato de levedura (g/L), X,;= Sulfato de magnésio (g/L), Xs=
Fosfato de potdssio (g/L), Xe= Sulfato de Ferro (g/L). Varidveis independentes fixas: 180rpm, 30°C, 24 horas e
pHinicial =5,5.

A méxima concentragdo de poligalacturonase foi obtida no ensaio 5 de
37,35U/mL, onde o meio de cultivo apresentava a maior concentragdo de pectina
(22g/L), a L-Asparagina (4g/L), sulfato de magnésio (1g/L), fosfato de potassio (4g/L),

e a menor concentracdo de extrato de levedura (20g/L) e sulfato de ferro (0g/L).

A Figura 7 apresenta o grafico de Pareto com os efeitos estimados das varidveis
estudadas. Verifica-se que as varidveis pectina, fosfato de potdssio e L-asparagina,
tiveram efeito positivo significativo no nivel de confianca de 90%, o que significa que
quando a concentracdo e/ou faixa destas varidveis aumentarem do nivel -1 para o +1
havera aumento na atividade enzimdtica. Entretanto, o extrato de levedura apresentou
efeito negativo significativo (p<0,10), como essa varidvel independente no nivel -1, a
concentracdo foi nula, esta foi excluida do processo fermentativo. De acordo com os

resultados obtidos com o planejamento experimental Plackett & Burman as faixas das
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varidveis foram ampliadas, sendo que a Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento

fatorial 2 e as respostas em atividade enzimaética (PG) e pH.

T

(1pectina / /// 24,37

(2)L-asparagina 7 /// 7.4

[Z)Ex. Levedura / ///-4.81
= i
(5)F osfato de potassio /%4.05 I

1
f 1

(E1Sultato de ferro 7 .47
1
1
(hiSuliato de hg / 0857,
I

p=1

Efeito estimada (Walor absaluta)

Figura 7 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis
testadas no planejamento experimental Plackett & Burman, para a producdo de

poligalacturonase (U/mL).

Em todos os ensaios foi realizado o monitoramento do pH (Tabela 9), onde se
observou que o comportamento do pH € aleatdrio, a producio de PG, verifica-se que de
maneira geral, onde houve um aumento da atividade (Ensaio 2, 4, 5 e 6) ocorreu um

decréscimo do pH quando comparado ao inicial (5,5).

FAWOLE & ODUNFA (2003) avaliaram os efeitos das condi¢cdes do meio de
cultura e operacionais na producdo de enzimas pectinoliticas em uma cepa de
Aspergillus niger, isoladas de laranjas em deterioracdo. Poligalacturonase e
pectinametilesterase foram encontrados por ser induzida por 4cido poligalacturdnico e
pectina em meio, respectivamente. Sulfato de amonio foi a melhor fonte de nitrogénio
para a produgdo de ambas as enzimas. Houve variacdes nos niveis de enzima produzida
com a idade da cultura, sendo os mais altos niveis em culturas de quatro dias. A
temperatura e o pH também tiveram efeitos sobre a producdo de enzimas pécticas sendo

as melhores condicdes de 40°C e pH 5,5, respectivamente.

De acordo com a Tabela 10, verifica-se que a méaxima concentracdo de

poligalacturonase foi de 36,09 U/mL (ensaio 1), onde o meio de cultivo apresentava as
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menores concentracdes de pectina (22g/L), L-Asparagina (2g/L), fosfato de potassio

(2g/L), sulfato de ferro (0,06g/L.).

Tabela 10 - Matriz do planejamento fatorial fracionério 2*! (valores codificados e

reais) e respostas em producdo de poligalacturonase e pH.

Varidveis Independentes* Resposta
Ensaios PG

X, X, X5 Xs (U/mL) pH
1 -1(22) -1(2) -1(2) -1 (0,02) 36,09 4,24
2 -1(22) -1(2) 1(6) 1 (0,06) 23,06 4,16
3 1(42) 1) 1(6) -1(0,02) 19,97 4,06
4 1 (42) 12 -1(2) 1(0,06) 35,31 439
5 -1(22) 1 (6) 1(6) -1(0,02) 21,03 441
6 1(22) 1(6) 1(2) 1 (0,06) 28,64 4,29
7 1 (42) 1(6) -1(2) -1(0,02) 23,31 4,32
8 1 (42) 1(6) 1(6) 1(0,06) 23,69 4,36
9 0 (32) 0(4) 0(4) 0(0,04) 33,50 427
10 0 (32) 0 (4) 0(4) 0(0,04) 34,73 4,26
11 0(32) 0 (4) 0 (4) 0 (0,04) 35.14 4,30

*X = Pectina (g/L), X,= L-Asparagina (g/L), Xs= Fosfato de potassio (g/L), Xs= Sulfato de Ferro (g/L). Varidveis

independentes fixas: 180rpm, 30°C, 24 horas e pH;p;cia=5,5.

Os valores dos ensaios 9, 10 e 11 (pontos centrais) foram préximos ao do ensaio

1. Nos ensaios foi realizado o monitoramento do pH, onde observou-se uma leve

acidificacdo do meio em todos os ensaios.

Conforme observado na Figura 8, a qual apresenta os efeitos estimados das

varidveis estudadas no planejamento fatorial fracionario PAS para poligalacturonase.

Verifica-se que o sulfato de ferro foi a tnica varidvel que exerceu efeito positivo

significativo (p<0,05), o que significa que quando a concentragdo e/ou faixa desta

variavel for aumentada, possivelmente haverd um acréscimo na atividade enzimatica.
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Figura 8 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis
testadas no planejamento fatorial fracionério 2 . para a produgdo de poligalacturonase

(U/mL).

Nesse sentido um terceiro planejamento do tipo fatorial completo 2% (14 ensaios
e 3 pontos centrais), foi realizado, sendo que a Tabela 11 apresenta matriz do

planejamento com as respostas em producao de poligalacturonase e pH.

A maxima atividade de PG foi de 51,82 U/mL (Tabela 11) obtida nos ensaios 9,
10 e 11, correspondendo ao ponto central de concentracido dos dois substratos (0,06g/L
de sulfato de ferro e 1g/L. de fosfato de potdssio) que compde o meio de fermentagao,

caracterizando a otimizagdo da producgao de poligalacturonase.

Tabela 11 - Matriz do planejamento fatorial completo 2* (valores codificados e reais) e

resposta em produgdo de poligalacturonase e pH.

Ensaios *Varidveis Independentes Respostas

X6 Xs PG (U/mL) pH
1 -1 (0,02) -1 (0,5) 36,37 4,14
2 1(0,1) -1 (0,5) 47,79 4,31
3 -1 (0,02) 1(1,5) 32,09 4,21
4 1(0,1) 1(1,5) 21,23 4,22
5 -1,41 (0) 0(1) 31,59 4,06
6 1,41 (0,12) 0 (1) 48,26 4,23
7 0 (0,06) -1,41 (0,3) 38,70 4,08
8 0 (0,06) 1,41 (1,7) 18,01 4,28
9 0 (0,06) 0 (D) 46,77 4,18
10 0 (0,06) 0 (D) 51,27 4,01
11 0 (0,06) 0 (1) 51,82 4,20

*X¢= Sulfato de ferro (g/L), Xs= Fosfato de potdssio (g/L), varidveis fixas: pectina 32 g/l e L-asparagina 2
g/L.Varidveis independentes fixas: 180rpm, 30°C,pH inicial 5,5 e 24 horas.
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A Tabela 12 apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrio, valores de p e
t(2), para a atividade da poligalacturonase. A concentracdo de fosfato de potassio
mostrou uma influéncia significativa negativa (p<0,05) sobre a produ¢do de atividade
da poligalacturonase. Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta

de ajuste para a andlise de varidncia (ANOVA).

Tabela 12 - Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento

fatorial completo 2* para atividade de poligalacturonase.

Coeficiente de Regressdo Erro padrdo 12) p
Média 49,95 1,60 31,23 0,001
(1)Sulfato de ferro(L) 3,02 0,98 3,07 0,091
Sulfato de ferro(Q)* -4,96 1,17 -4,24 0,051
(2)Fosfato de potassio(L)* -7,53 0,98 -7,67 0,016
Fosfato de potassio(Q)* -10,78 1,17 9,21 0,011
1L.2L* -5,57 1,39 -4,02 0,057

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Os resultados do planejamento fatorial completo 2> foram tratados
estatisticamente obtendo-se um modelo empirico codificado (Equagdo 1) para a
atividade enzimdtica em funcao das varidveis estudadas, o qual foi validado pela andlise
de variancia apresentada na Tabela 13. Verifica-se que o coeficiente de correlacdo de
0,84 e o valor de F calculado foi 2,12 vezes maior que o valor tabelado permitindo a
valida¢do do modelo. Com o modelo codificado foi possivel a construcdo da superficie

de resposta e curva de contorno apresentadas na apresentada na Figura 9.

Tabela 13 - Anilise de varidncia para a bioprodugio de PG do planejamento fatorial 2>

completo.
F
Fontes de variacdo Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrados médios calculado
Regressao 2 985,17 492,59 9,46
Residuo 8 416,69 52,09
Falta de Ajuste 6 401,34
Erro Puro 2 15,35
Total 10 1401,86
Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo R= 0,84, F,yy, 954,=4,46
Equacio 1:
PG = 49,95 - 7,52. X5 -4,96. (X¢)* - 10,7. (X5)* - 5,57. (Xs). (X6) (1)

Onde: PG = Atividade de poligalacturonase (U/mL); Xs = Fosfato de potassio; X =

Sulfato de ferro
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Figura 9 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a resposta atividade
da poligalacturonase (PG) em fungdo da concentracio de fosfato de potassio e sulfato de

ferro, respectivamente.

A Figura 9, mostra a maxima produgdo de PG (51,82 U/mL), encontrada na
regido préxima de 0,06 g/L de sulfato de ferro e 1 g/L. de sulfato de potdssio, os quais

caracterizam a otimizagfo da bioprodugdo, dentro da faixa estudada.

Existem poucos trabalhos na literatura que relatam os efeitos dos meios de
cultura na otimizacdo da atividade poligalacturonase. TARI et al., (2007) avaliaram a
biomassa, o tamanho do pellet e poligalacturonase (PG) por Aspergillus sojae ATCC
20235 utilizando a metodologia de superficie resposta. De acordo com os resultados da
metodologia de superficie de resposta, as concentracdes iniciais de malto dextrina e
dgua de maceracdo de milho (AMM) e velocidade de agitacdo, foram significativos
(p<0,05) sobre a producdo da enzima PG e formagdo de biomassa. Como resultado
dessa otimizacdo, a atividade PG médxima 13,5 U/mL foi possivel em maiores
concentragdes de malto dextrina (120 g/L), e em menores concentragdes AMM (0 g/L),
alta velocidade de agitacdo (350 rpm) e alta concentracio de esporos 2x10’ esporos

totais.

FONTANA et al., (2005), avaliaram a produgéo de endo e exo-poligalacturonase
(PG) por Aspergillus oryzae IPT 301 em um biorreator de tanque agitado (STR) e de um

biorreator airlift de circulacdio interna. Utilizando um planejamento fatorial
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experimental, a partir das 96 horas, os valores maximos de atividade enzimadtica obtidos
para exo e endo-PG, foram 65,2 U/mL e 91,3 U/mL, no STR, com valores similares de
atividade de 60,6 U/mL e 86,2 U/mL, respectivamente, sendo realizados no biorreator

airlift.

TERZI et al., (2003) estudaram a producao de PG por Aspergillus niger 3TSB8 e
farelo de trigo como substrato. Observaram a influéncia da concentragdo de indculo e
umidade do meio de fermentagdo sobre a producdo da enzima e observaram que a
combinagdo entre a menor umidade inicial e a maior concentragdo de indculo foram
apropriadas a produgdo da enzima, atingindo 33 U/mL em 64 horas de processo

fermentativo.

BOTELLA et al. (2007) observaram o efeito da umidade inicial (60% w/w) e a
suplementagdo com uma fonte de carbono na producido de pectinase e xilanase por
Aspergillus awamori, com polpa de uva como substrato. Quando estudaram o meio
contendo 6% de glicose (40 U/mL), a produg¢do de ambas as enzimas aumentou
significativamente, mas com glicose na concentracio de 8% a atividade enzimdtica
diminuiu, vale ressaltar que o estudo da concentra¢do de glicose foi de 2 a 8%. A

maxima produgao foi de aproximadamente 40 U/mL em 48 horas de cultivo.

Em todos os ensaios de cada planejamento completo 2° foi realizado o
monitoramento do pH, onde se observou que o comportamento do pH € aleatério a
producio de PG, sendo verificado que hd um declinio de pH (5,5 para 4,01) em todos os
ensaios (Tabela 14) independente da concentracdo das varidveis independentes
estudadas (Fosfato de potdssio e Sulfato de ferro). Observado que as varidveis

independentes nio exercem efeito significativo (p<0,05) sobre o pH.

Segundo UENOJO & PASTORE (2007) e CORDEIRO & MARTINS (2009), a
razdo dessa alteracdo do pH pode ser explicada pela liberacdo de 4cido galacturdnico no
meio, pela acdo de enzimas pectinoliticas produzidas pelos micro-organismos durante as
primeiras horas de bioprodug¢do. MING CHU (1992), afirma que a acidificacdo ou
alcalinizacdo do meio de cultura reflete o consumo de substrato. Quando fons amonio
estdo sendo utilizados, o meio torna-se mais dcido e, quando nitrogénio orginico
(aminoécidos e peptideos) estd sendo assimilado, 0 meio torna-se mais alcalino. Devido

a esta relacdo entre a sintese de poligalacturonase e a utilizagdo de compostos
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nitrogenados, a variacdo do pH pode ser utilizada para fornecer informagdes

importantes sobre a produc¢do de poligalacturonase, como no inicio e fim de sua sintese.
4.2 — Estudo cinético da atividade de Poligalacturonase (PG)

A partir do estudo cinético da atividade de PG, observa-se através Figura 10, que
a atividade maxima (44 U/mL) foi obtida em 27 horas de incubagdo da cultura.
Subsequentemente, os niveis de atividade da enzima permaneceram elevados até 36
horas e, entdo, cairam para aproximadamente 25 U/mL em 48 horas. Cabe salientar que
a maior produgcdo de PG ocorreu entre 27 e 30 horas estando relacionada a fase

exponencial de crescimento do micro-organismo.
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Figura 10 - Estudo cinético da atividade de poligalacturonase e crescimento celular do

Aspergillus niger ATCC 9642.

Estudos realizados demonstraram diferentes atividades, comparadas as estudadas
neste trabalho. KASHYAP et al., (2000) obtiveram mdxima atividade de pectinase (53
U/ml) em 24 horas de incubag@o. TERZI et al., (2003) estudaram a produgdo de PG por
Aspergillus niger 3T5B8 e obtiveram 33 U/mL em 64 horas de bioproducao.
BOTELLA et al, (2007) observaram que a méaxima produgdo de pectinase por

Aspergillus awamori , foi de 40 U/mL em 48 horas de bioproducio.
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4.3 - Caracterizacao parcial da Poligalacturonase

Os métodos de caracterizagdo enzimdtica tornam-se muito importantes para
verificar sua aplicabilidade industrial. Estes processos utilizam ensaios enziméaticos
como ferramenta, dentre os quais se encontram a averiguacdo da temperatura e pH

otimo, estabilidade térmica e estabilidade ao pH.

Apés a extracdo da enzima produzida por fermentagdo submersa na condi¢ido

otimizada, procedeu-se a sua caracterizacdo parcial da enzima poligalacturonase.

4.3.1 - Temperatura e pH 6timos

A determinacdo dos valores de temperatura e pH 6timos do extrato enzimatico
bruto produzido por Aspergillus Niger em condi¢des otimizadas de fermentacgdo, foi
feita através da realizacdo de um planejamento fatorial 2? completo com 3 pontos
centrais, e a matriz do planejamento experimental bem como os resultados de atividade

poligalacturondsica obtidos estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Matriz do planejamento fatorial completo 2% (com 3 pontos centrais) e

resposta das varidveis Temperatura e pH na producao de poligalacturonase.

*Varidveis Independentes Respostas
Ensaios pH Temperatura U/mL
1 -1(3.4) -1(37) 17,08
2 1(5.5) -1(37) 72,93
3 -1(3.4) 1(73) 29,54
4 1(5.5) 1(73) 34,90
5 -1,41(3) 0(55) 15,69
6 1,41(6) 0(55) 69,62
7 0@4,5) -1,41(30) 41,61
8 04,5 1,41(80) 35,99
9 0(4.,5) 0(55) 32,50
10 04,5 0(55) 29,06
11 04,5 0(55) 30,75

Varidveis independente fixas: pectina 32 g/L e L-asparagina 2 g/L.Varidveis independentes fixas: 180rpm, 30°C,
PHinicia 5,5 € 24 horas.

A Tabela 15 apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrdo e limites de
confianga para a bioprodugdo de PG a um nivel de confianca de 95%. Verifica-se que a

Temperatura e o pH apresentaram efeito significativo.
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Tabela 15 — Coeficientes de regressao e erro padrdo, valores de p e t do planejamento

fatorial completo 2* para atividade de poligalacturonase.

Coeficiente de Regressdo Erro padrdo  #(2) p
Média 30,78 0,99 30,98 0,001
(HpH (L)* 17,21 0,61 28,24 0,001
pH (Q)* 543 0,73 7,46 0,017
(2)Temperatura(L)* -4,20 0,61 -6,89 0,020
Temperatura(Q)* 3,49 0,73 4,80 0,041
1L by 2L* -12,62 2,04 -6,20 0,002

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A equacdo 2 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve a
concentracdo de PG em func¢éo das varidveis analisadas (pH e Temperatura), dentro da
faixa estudada. Através da analise de varidncia (Tabela 17) obtive-se o F calculado de
2,5 vezes maior que o valor tabelado e coeficiente de correlacdo de 0,97, os quais
permitiram a validagao do modelo codificado (equacdo 2) e a construgdo das superficies

de resposta apresentadas na figura 11.

Tabela 16 - Anilise de varidncia para a bioprodugio de PG do planejamento fatorial 2>

completo.
Fontes de Soma dos Quadrados F
variagdo Graus de liberdade quadrados médios calculado
Regressdo 5 1048,24 209,65 12,63
Residuo 5 83,01 16,60
Falta de Ajuste 3 77,09
Erro Puro 2 5,92
Total 10 3409,64
Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fip, 954=5,05
Equacao 2:
PG (U/mL) = 30,78 + 17,21.X7 + 5,43X5” - 4,20X;g + 3,49Xs” — 12,62 X. X3 )
Onde:

PG = Atividade de PG (U/mL)
X7= pH

Xg= Temperatura
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Com o modelo empirico validado, construiram-se as superficies de resposta e

curvas de contorno apresentadas na Figura 11.
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Figura 11 — Superficie de Resposta (a) e Curva de contorno (b) para bioprodugédo de PG
(U/mL) em funcdo da Temperatura (°C) e pH.

A partir dos resultados apresentados no planejamento fatorial 22 completo para
as varidveis de pH e temperatura (Tabela 14), onde no ensaio 2 foi observado a maior
atividade com valor de 72,93 U/mL, definiu-se a temperatura de reacio sendo 37°C e o

pH de 5,5.

A partir da determinacdo dos valores de temperatura (°C) e pH 6timos do extrato
enzimdtico bruto, a reacdo foi realizada em pH 5,5 e temperatura de 37°C. Observa-se
que ocorre um aumento da atividade (Figura 11) 2 medida que o pH aumenta e a

temperatura diminui, respeitando as faixas estudadas.

Na literatura consultada, observou-se que as temperaturas utilizadas por
diferentes autores foram superiores a otimizada neste trabalho, e o pH apresentando
grande variacdes. QUIROGA et al, (2009) em estudos com a enzima exo-
poligalacturonase produzido pelo Pycnoporus sanguineus obteve pH 6timo de 4,8 e

temperatura 6tima observada entre 50 a 60°C.

KASHYAP et al, (2000) descreve poligalacturonases produzidas por
Aspergillus niger com atividade maxima em torno de 50°C. Assim como MOYO et al.
(2003) que descreve poligalacturonases produzidas Kluyveromyces wickerhamii com a

mesma temperatura 6tima. No entanto, MOHAMED et al., (2006) descreveu uma
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poligalacturonase com atividade 6tima a 40°C, produzida por Trichoderma harzianum.
Da mesma forma, a temperatura Otima para poligalacturonases de Bacillus sp.
(KOBAYASHI et al., 2001), Mucor flaves (GRADE et al., 2003) e T. reesei
(MOHAMED et al., 2003) foram cerca de 40 a 50°C.

O pH 6timo da poligalacturonase presente no extrato enzimatico apresentou-se
relativamente dcido, pH 5,5. MOHAMED et al., (2006) descreve uma poligalacturonase
com atividade 6tima em pH 5,0, produzida por Trichoderma harzianum, assim como a
enzima descrita por MOYO et al., (2003), produzida por Kluyveromyces wickerhamii,
que apresenta atividade 6tima também em pH 5,0 e ressalta que os fungos produtores de
pectinases possuem pH de atuaco na faixa de 3,0 a 5,5. O mesmo pH 6timo (pH 5,0)
foi encontrado por poligalacturonases produzidas por Aspergillus niger (BEHERE et

al., 1993), e Fusarium moniliforme (NITURE & PANT, 2004).

De acordo com SOARES et al., (1999), que investigaram o efeito do pH na
atividade de poligalacturonase de vérias espécies de Bacillus sp. a maioria das espécies
estudadas apresentou pH 6timo para a atividade de poligalacturonase de 6,0. MARTIN
et al. (2004) observaram atividade médxima de PG por Moniliella sp em pH 4,5.
SOARES et al., (1999) ao isolarem linhagens de Bacillus sp verificaram que o pH

6timo para a producdo de PG situa-se entre 6,0 e 7,0.

MARTINS er al, (2007), estudaram a poligalacturonase extracelular do
microrganismo Thermoascus aurantiacus CBMAI-756, e verificaram que a enzima foi

otimamente ativa em pH 5,5 e 60-65 ° C.

SILVA et al., (2007), estudando enzimas pectinoliticas (exo-poligalacturonases)
produzidas por Penicillium viridicatum RFC3, obtendo atividade mdxima em pH 6,0 e
60°C. Estes valores de pH e temperatura de exo-PG eram muito semelhantes aos
observados  para  exo-poligalacturonases  produzidos por muitos  outros
fungos, cujo pH 6timo variou de 4,0 a 7,0 e cujas temperatura ideais variaram de 35 a
50 °C (RIOU et al., 1992; BEHERE et al., 1993; KESTER et al., 1996; NOZAKI et al.,
1997).

4.3.2 - Estabilidade do extrato enzimatico bruto a altas temperaturas

Os resultados obtidos de atividade de PG em fun¢do do tempo de incubacio em

diferentes temperaturas estio apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Comportamento da atividade do extrato enzimdtico em fun¢do da

temperatura (25, 35, 45 e 55°C).

A avaliacdo da estabilidade da PG do extrato bruto foi realizada incubando, a
mesma, em diferentes temperaturas, acompanhando o comportamento, através da
medida de atividade, em fungdo do tempo. O extrato bruto foi reagido com tampao em
pH 35,5, permanecendo incubado a altas temperaturas (25, 35, 45 e 55°C). Os resultados
sdao apresentados na Figura 13, onde se verifica que a maior estabilidade foi a 55°C.
Onde esse resultado denota uma boa aplicabilidade industrial da enzima sob

temperaturas relativamente altas, como na industria de sucos e bebidas.

Observa-se também, que uma maior atividade da enzima se di a 25°C, porém
em um tempo de estabilidade de aproximadamente 2 vezes menor em comparativo a

temperatura de 55°C.

Ao comparar os resultados da literatura, ASSIS et al., (2004), estimaram que a
maioria das pectinases encontra-se ativa por maior tempo no intervalo de temperatura

entre 40 e 50°C.

ZHENG & SHETTY (2000) mostraram que a producd@o de pectinases, a partir de
residuos das indistrias que processam frutas, a enzima se mostrou estdvel a

temperaturas até 50°C sendo completamente inativada a 85°C por 20 minutos.
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4.3.3-Estabilidade do extrato enzimatico bruto a baixas temperaturas

O estudo da estabilidade ¢ importante, pelo fato de permitir observar o
comportamento da enzima e quanto de sua atividade inicial serd mantida ao longo do
armazenamento. O extrato enzimdtico bruto obtido a partir de Aspergillus niger ATCC
9642 foi estocado em temperaturas de geladeira (4°C), de freezer (-10°C e -80°C)
durante 70 dias. Neste periodo foram determinadas as atividades enzimdticas em
intervalos de tempos regulares. Os resultados obtidos durante a avaliagdo da

estabilidade a baixas temperaturas (4, -10 e -80°C), sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Comportamento da atividade do extrato enzimatico quando submetido a

temperatura de estocagem (4,-10 e -80°C).

Observa-se que o comportamento da atividade enzimdtica (Figura 14) nas 3
diferentes temperaturas, apresentaram semelhancas de queda de atividade residual (%).
Pode-se verificar que o extrato obtido a partir de Aspergillus niger ATCC 9642 quando
armazenado a baixas temperaturas apresenta um comportamento razoavelmente mais

estavel, até 40 dias de armazenamento, e ap0ds apresenta queda da atividade residual.
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4.3.4 - Avaliacao do extrato enzimatico ao pH

O extrato enzimatico bruto foi obtido utilizando Aspergillus niger ATCC 9642
incubando-se a diferentes valores de pH (5, 7, 9 e 11) a 37°C, acompanhando o
comportamento em fun¢do do tempo. Os resultados obtidos durante a avaliagdo da

estabilidade aos valores de pH sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Atividade poligalacturondsica em fun¢do do tempo e do pH do extrato

enzimatico.

A PG produzida através de fermentac@o submersa apresentou maior estabilidade
em pH 5. Verifica-se na Figura 15 que o pH 7, seria o menos indicado para uma
aplicacdo onde deseja-se uma maior estabilidade da enzima. A atividade residual de
50% da enzima foi em 173 horas. Esse resultado apresenta indicios de

poligalacturonases com promissora aplicacdo em processos industriais acidos.

Verifica-se na literatura, que a estabilidade do pH também foi determinada para
a PG de Mucor flavus, onde a enzima foi completamente estdvel entre pH 2,5 e 6,0 por
20 horas a 20°C, mas em pH 7,0, a estabilidade diminuiu para 60% (GRADE et al.,
2003).

HOONDAL (2002) descreve uma poligalacturonase estivel numa faixa de pH
que abrange do pH 3 a 9, produzida por Aspergillus fumigatus.
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KOBAYASHI et al., (2001) relataram que PG de Bacillus sp. foi muito estavel
em vérios tampdes com pH entre 6 e 12, quando incubados a 30°C por 1 horas. ZHENG

& SHETTY (2000) mostraram que a enzima se mostrou estavel na faixa de pH de 3,0 a
6,5.

MARTINS et al, (2007), estudaram a poligalacturonase extracelular do
microrganismo Thermoascus aurantiacus CBMAI-756, e verificaram que a
Poligalacturonase foi estavel em pH 5,0 e 5,5 e manteve 33% da atividade inicial, a pH

9,0.
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5 - CONCLUSAO

Através da técnica de planejamentos de experimentos estudou-se a producdo de

poligalacturonase (PG) pelo micro-organismo Aspergillus niger ATCC 9642 em

fermentacdo submersa. A seguir sdo apresentadas as principais conclusdes deste

trabalho:

v

Com relacdo a concentracdo de esporos, observou-se a maior bioproducdo de

poligalacturonase de 18,47 U/mL com 5x10° esporos/mL em 24 horas.

O meio induzido com pectina ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) na

bioprodugao de poligalacturonase.

A otimizacdo da producdo, resultou uma atividade maxima de 51,82 U/mL,
utilizando 32 g/L de pectina, 2 g/l de L-asparagina, 0,06 g/L de fosfato de
potassio, 1,0 g/LL de sulfato de ferro, 180 rpm, 25°C e pH inicial de 5,5.

Na avaliacdo cinética, a maior atividade da enzima foi obtida em 27 horas de

bioprodugdo com 44 U/mL.

A avaliagdo do pH e temperatura Otimos mostrou que a maior atividade

(72,93U/mL) de PG foram obtidos a 37°C e pH de 5,5.

A maior estabilidade a altas temperaturas (25°C, 35°C, 45°C e 55°C) foi obtida

em 55°C e pH 5,0, durante aproximadamente 370 e 175 horas respectivamente.

A baixas temperaturas (4°C,-10°C e -80°C), a estabilidade manteve-se por um

periodo de 40 dias de armazenamento.

Os resultados apresentados ddo indicios de promissoras aplicagdes em processos
industriais dcidos utilizando poligalacturonases. Onde esses resultados denotam
uma boa aplicabilidade industrial da enzima sob temperaturas relativamente

altas, como na industria de sucos e bebidas.

42



6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Através da experiéncia adquirida neste trabalho acerca da producdo de
poligalacturonase por Fermentacdo Submersa utilizando Aspergillus niger ATCC 9642

em meio sintético, pode-se sugerir alguns temas para trabalhos futuros:

v' Aumento de escala em biorreator da condi¢do otimizada da bioprodugdo de

poligalacturonase com pectina citrica como substrato.

v Testar substratos agroindustriais (cascas de laranja, mosto de uva, farelos de
trigo e soja, cascas de maracujé, etc., assim como também combinagdes destes
substratos) para producédo de poligalacturonase em meio submerso. Caracterizar

o substrato a ser utilizado, antes e depois da esterilizacao.
v Otimizar a produg¢do de poligalacturonase com o melhor substrato agroindustrial.
v' Caracterizar a poligalacturonase produzida por substratos agroindustriais.

v’ Fazer fermenta¢bes em estado s6lido com o mesmo micro-organismo utilizado
na fermentacdo submersa e o mesmo substrato agroindustrial para fins de

comparagdo entre os tipos de fermentagdes.

v Estudar métodos de purificacdo da enzima produzida em condi¢des otimizadas

para aumentar a atividade da mesma.
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