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Estado Sélido e Aplicacdo na Remocéo de Biofilmes Microbianos
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O objetivo do presente estudo visa otimizar e/ou maximizar as condi¢des de bioproducéo e
recuperacdo das enzimas exo-poligalacturonase (exo-PG), pectina metilesterase (PME) e
pectina liase (PMGL) produzidas por Aspergillus niger ATCC 9642 cultivado em casca de
laranja (CL), farelo de trigo (FT) e agua de maceracdo de milho (AMM), bem como,
realizar a caracterizacdo parcial do extrato bruto enzimatico e testa-lo na remocdo de
biofilmes formados por Pseudomanas sp. isolada de superficie de resfriador de expanséao
para leite. Inicialmente, fez-se a caracterizacdo fisico-quimica dos residuos e foram
investigados os efeitos da concentracdo de esporos, umidade, pH e tempo na bioproducao
da exo-PG. Em seguida, para recuperacao das enzimas exo-PG, PME e PMGL, avaliou-se
tipos de solventes e solucdes extratoras (dgua destilada, NaCl, Tween 80, tampao citrato e
acetato), frequéncia de agitacdo (12-348rpm), tempo (4,8-55,2min), temperatura (13,2-
46,8°C) e ciclos de extracdo (10 ciclos). O processo de extragdo foi otimizado nas
condicdes proximas a 30 °C e 180 rpm para exo-PG, PME e PMGL, por um tempo de
contato de 30 min para exo-PG e 55 min para PME e PMGL, utilizando cloreto de sodio
(0,2 mol/L) como solvente na razdo cultivo:solvente de 1:10 (m:v). Na sequéncia,
determinou-se os efeitos da composicdo do meio na bioproducdo das enzimas utilizando
delineamento composto central rotacional (DCCR 2°) e a méxima atividade de exo-PG foi
de 15,5 U/gy, ao utilizar 59 % de CL, 15 % de FT e 26 % de AMM; de PME foi de 11,0
U/Qpu, utilizando 75,9 % de CL, 5,1 % de FT e 20 % de AMM; e, de PMGL foi 78,5 U/g p,,
com 88,9 % de CL e 11,1 % de AMM. Nestas concentracdes, acompanhou-se a cinética de
bioproducdo das pectinases, concentracdo celular, pH e consumo de acgucares redutores
totais durante 204 h e a maxima atividade enzimatica foi observada apos 84 e 132 h de
cultivo para exo-PG e PMGL, respectivamente e em 36 h, para PME. Os extratos brutos
pectinoliticos apresentaram condicdes 6timas de pH e temperatura de 5,0/50 °C, 9,8/45 °C
e 5,6/55 °C para exo-PG, PME e PMGL, respectivamente. Quanto a caracterizacdo a
estabilidade térmica, as enzimas exo-PG e PMGL mantiveram-se estaveis em 40 e 50 °C,
durante 1 e 3 h de incubacdo, respectivamente. A enzima PME apresentou 80 % de sua
atividade remanescente durante 24 h de estocagem nas temperaturas de 40 a 70 °C. Nas
condicdes de congelamento (-80 e -10 °C) e refrigeracdo (4 °C), as enzimas PME e exo-PG
mantiveram 70% de sua atividade apds 21 semanas, porém o mesmo comportamento nao
foi observado para a enzima PMGL, que reduziu 50 % da sua atividade em 4 semanas de
armazenamento a baixas temperaturas. Quanto a estabilidade ao pH, observou-se que as
enzimas exo-PG e PMGL sdo estaveis em pH 5. Finalizando este trabalho, concentracdes
de extrato bruto enzimatico (1:2,5, 1:5, 1:7,5, m:v) recuperados do cultivo estado solido,
empregando NaCl (0,1 mol/L) como solvente de extragdo, foram testados na remocéao de
biofilmes formados por Pseudomonassp. em diversos tempos de incubacdo (10 a



360 min). Constatou-se um percentual de remoc¢édo do biofilme de aproximadamente 75%
nos tempos de 60 e 360 min ao utilizar o complexo enzimatico das diferentes
concentragdes. Em tempos de incubagdo mais curtos (10 min), ao aplicar extrato mais
concentrado (1:2,5, m:v), 77 % do biofilme, previamente formado em microplacas de
poliestireno, foi removido. O extrato bruto obtido do cultivo estado s6lido a base de 16 g
de casca de laranja, 2 g de farelo de trigo e 3,68 g de agua de maceracdo de milho
apresentou metabdlitos que se mostraram satisfatorios na remocdo de biofilmes
bacterianos. Ha possibilidade de enzimas polissacaridicas estarem agindo sinergeticamente
na quebra da matriz polimérica do biofilme formado por Pseudomanas sp. isolada de
resfriador de expansao de leite cru.

Palavras-Chave: Pectinase, caracterizacdo enzimatica, residuos agroindustriais, biofilme.
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The aim of this study was to optimize and/or maximize the conditions of bioproduction and
recovery of exo-polygalacturonase (exo-PG), pectin methyl esterase (PME) and pectin
lyase (PL) produced by Aspergillus niger ATCC 9642 grown on orange peel (OP), wheat
bran (WB) and corn steep liquor (CSL), as well as performing the partial characterization
of the enzymatic crude extract and test it in removing biofilms formed by Pseudomanas sp.
isolated from milk cooling tanks. Initially, the physicochemical characterization of residue
was measured the effects of the concentration of spores, moisture, pH and time in the exo-
PG bioproduction was investigated. Aiming, to recover the enzymes exo-PG, PME and PL,
types of solvent and solutions (distilled water, NaCl, Tween-80, acetate and citrate buffer),
agitation rate (12-348 rpm), time (4.8-55.2 min), temperature (13.2 to 46.8 °C) and
extraction cycles (10 cycles) were evaluated. The extraction process was optimized in
conditions about to 30 °C and 180 rpm for exo-PG, PME and PL, for a contact time of
30 min for exo-PG and 55 min for PME and PL, used sodium chloride (0,1 mol/L) as
solvent and ratio cultivation:solvent 1:10 (w:v). Then, the effects of the medium
composition in the bioproduction of the enzyme were evaluated using Central Composite
Rotational experimental planning (DCCR 2%). Maximum activity of exo-PG was
15.5 U/guy when using 59% of OP, 15% WB and 26% of CSL; of PME was 11.0 U/gy,
using 75.9% OP, 5.1% WB and 20% CSL; and, of PL was 78.5 U/gy,, with 88.9% of OP
and 11.1% of CSL. At these concentrations, Kinetic evaluation of bioproduction of
pectinases in terms of cell concentration, pH and total reducing sugars consumption, during
204 h of cultivation were observed and maximum enzymatic activity was observed found
after 84 and 132 h of cultivation for exo-PG and PL, respectively and 36 h for PME. The
pectinolytic crude extracts showed optimum conditions of pH and temperature of
5.0/50 °C, 9.8/5.5 °C and 45/55 °C for exo-PG, PME and PL, respectively. For the thermal
stability, enzymes exo-PG and PL remained stable at 40 and 50 °C for 1 to 3 h incubation,
respectively. The enzyme PME showed 80 % of its activity remaining for 24 h storage at
temperatures of 40 to 70 °C. In freezing conditions (-80 and -10 °C) and cooling (4 °C)
enzymes exo-PG and PME retained 70% of its activity after 21 weeks, but the same
behavior was not observed for the PL enzyme, which reduced 50 % of its activity in 4
weeks storage at low temperatures. Exo-PG and PL enzymes show to be stable at pH 5.
Finally, different concentrations of enzymatic crude extract (1:2.5, 1:5, 1:7.5, w:v)
recovered of solid state cultivation employing NaCl (0.1 mol/L) as extraction solvent, were
tested in removing biofilms formed by Pseudomonas sp. during several incubation times
(10 to 360 min). Approximately 75 % of biofilm removal in 60 and 360 min when different
concentrations of enzyme complex were used. In shorter incubation times (10 min) when
more concentrated extract (1:2.5, w:v) was applied, 77 % of the biofilm, previously formed



polystyrene microplate, was removed. The crude extracts obtained from cultivation in the
solid base of 16 g of orange peel, 2 g of wheat bran and 3.68 g of corn steep liquor have
resulted in metabolites that satisfactorily removed bacterial biofilm. Polysaccharides
enzymes could be acting synergistically in the breakdown of the polymer matrix of the
biofilm formed by Pseudomanas sp. isolated of milk cooling tanks.

Key-words: Pectinases, enzyme characterization, agro-industrial residues, biofilm.
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

Processos biotecnoldgicos, como o cultivo estado sélido (CES), tém a caracteristica
de utilizacdo de substratos de baixos niveis de umidade e micro-organismos adaptaveis a
esse meio. Pectinases sdo enzimas extracelulares que podem ser produzidas por esta
tecnologia desempenhando um papel de destaque no aproveitamento de residuos solidos,
sendo posteriormente recuperadas, purificadas e imobilizadas, com o propésito de aplica-
las em processos da industria de alimentos, biocombustiveis, papel e celulose, téxtil e
clinica.

Substancias pécticas sdo fontes de ativacdo ou inducdo para a producéo de enzimas
pectinoliticas, também chamadas de pectinases ou enzimas pécticas. Dentre as enzimas
pectinoliticas de uso industrial destacam-se PME (pectina metilesterase), endo e exo-PG
(poligalacturonase) e PMGL (pectina liase) utilizadas no processamento de frutas e
vegetais e producédo de bebidas, como agente clarificante e redutor de viscosidade.

Para a producéo de pectinases, muitas condigdes tém sido estudas com a necessidade
crescente de otimizagdo de produtos e processos, minimizacdo de custos e tempo e
maximizacdo de rendimento, produtividade e qualidade dos produtos. Residuos
agroindustriais, com alto teor de pectina sdo pesquisados visando a producdo de enzimas
pectinoliticas em CES, como, casca e/ou bagaco de limdo (RUIZ et al., 2012), citrus
(RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al., 2011), uva (BOTELLA et al., 2007; DIAZ et al.,
2012) e de maracuja (SOUZA et al., 2010), provenientes principalmente do processamento
de sucos. Estes residuos podem ser utilizados como fonte de carbono, energia e suporte
inerte para o crescimento e manutencéo de fungos filamentosos.

O Brasil destaca-se na producdo de frutas tropicais e grdos. A diversidade da
indistria e a disponibilidade de recursos naturais concedem ao pais excelentes
oportunidades para se desenvolver de forma sustentavel, combinando crescimento
econémico, inclusdo social e conservacdo ambiental (ABIA, 2012). Em 2014, o pais
produziu aproximadamente 14 milhdes de toneladas de laranja e o estado do Rio Grande
do Sul (RS) apresenta grande relevancia na citricultura brasileira, sendo o sexto maior
produtor nacional desta cultura (IBGE, 2015). A regido do Alto Uruguai, considerada uma
das principais regibes produtoras de citros do RS, abrange 50 municipios, onde a
citricultura é fomentada pela agricultura familiar na pequena propriedade rural gerando

renda e emprego. O municipio de Erechim/RS, com tradi¢do agricola na exploragdo de
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culturas de grdos, vem despertando o interesse pela producdo de frutas regionais, tais
como, péssego, uva, maca, caqui, ameixa, figo e citros (ROSA, 2010). Quanto a producdo
de trigo, a regido Sul responde por 95 % da producdo deste cereal e 0 RS é 0 segundo
maior produtor nacional desta cultura (IBGE, 2015).

O setor da alimentacdo conta com o fato de gerar subprodutos que sdo destinados,
principalmente, para a racdo animal. Para aumentar a eco-sustentabilidade das industrias é
necessario explorar os subprodutos por elas gerados antes de se tornarem residuos.
Portanto, ha necessidade de investigar novas tecnologias de producdo e recuperacdo de
biomoléculas, que poderdo ser utilizadas para produzir alimentos funcionais ou como
coadjuvantes em processamento de alimentos e bebidas, bem como, no processo de
biocombustiveis ou em preparagdes medicinais e farmacéuticos. Contudo, o incentivo a
producdo de biocompostos de alto valor agregado vem aumentado com o passar das
décadas e novas alternativas de aplicacbes dos metabdlicos gerados estdo sendo
investigados, por exemplo, a utilizagdo de enzimas na remocéo de biofilmes bacterianos.

Biofilmes podem ser definidos como uma comunidade de células microbianas
envoltas por uma matriz polimérica e aderidas a uma superficie. Na industria de alimentos,
principalmente de origem animal, a formacéo de biofilmes pode causar perda da producéo
e transmissdo de doencas, devido a contaminacdo dos alimentos por micro-organismos
patogénicos e deteriorantes.

A adesdo microbiana e a formacéo de biofilmes ocorrem com maior frequéncia em
equipamentos que apresentam certa complexidade no processo de higienizacdo, como
trocadores tubulares e a placa, dutos, gaxetas e valvulas. E importante impedir o inicio da
formacdo de biofilme recorrendo ao uso correto de agentes de limpeza e sanitizacao,
materiais de superficies inertes, matéria-prima com baixa carga microbiana e atuacao
efetiva dos manipuladores. Porém, quando ndo se cumpre as normas de boas préaticas de
fabricacdo, a formacéo de biofilme é inevitavel.

No biofilme formado, os micro-organismos sdo resistentes a acdo de agentes
quimicos (alcalinos e acidos) e fisicos (baixa transferéncia de calor), portanto, a utilizacao
de enzimas polissacaridicas torna-se uma alternativa como agente anti-incrustante. Com a
abertura da matriz polimérica ocorre a exposicdo das células aos agentes sanitizantes
contribuindo para o sucesso do processo de higienizacdo de toda linha de processamento

de alimentos e bebidas.
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Neste sentido, o objetivo geral deste trabalho foi destinar residuos agroindustriais
para a producdo de biocompostos de interesse comercial e avaliar potenciais aplicages do
extrato bruto obtido. Para tanto, uma mistura composta de casca de laranja triturada, farelo
de trigo e &gua de maceracdao de milho foi utilizada como substrato no processo de CES
pelo fungo filamentoso Aspergilus niger ATCC 9642 visando & maximizacdo e/ou
otimizacdo da producdo, caracterizacdo e aplicacdo de pectinases na remocgéo de biofilmes
bacterianos.

Para essa pesquisa alguns objetivos especificos foram tracados:

v’ Caracterizacao fisico-quimica dos residuos agroindustriais;

v definicdo da concentracdo de esporos, umidade, pH do meio e tempo de
bioproducéo, para a maxima producéo da exo-PG;

v’ otimizacdo/maximizacdo do processo de recuperacdo das enzimas exo-PG, PME e
PMGL avaliando tipos de solventes e solucbes extratoras, tempo, temperatura,
frequiéncia de agitacao e sucessivos ciclos de extracdo;

v’ avaliacdo de diferentes composicdes do meio de cultivo (estado sélido), visando a
otimizacédo da bioproducdo das pectinases;

v" realizacdo do estudo cinético do processo nas condi¢des otimizada/maximizada;

v’ caracterizacdo parcial das enzimas exo-PG, PME e PMGL em termos de pH e
temperatura 6tima e de estabilidade, e;

v aplicacdo do extrato bruto enzimatico na remocdo de biofilme formado por
Pseudomonas sp isolada de resfriador de expansdo de leite cru.

Esta tese de doutorado esta dividida em capitulos, iniciando pela introdugdo. O
Capitulo 2 apresenta uma breve revisdo de literatura pertinente aos temas relacionados a
pectina, enzimas pectinoliticas, cultivo estado sélido e biofilme bacteriano. No Capitulo 3,
sera apresentada a metodologia utilizada para a bioproducdo, extracdo, caracterizacdo,
aplicacdo e quantificacdo das enzimas pectinoliticas exo-PG, PME e PMGL, bem como
para analises de parametros de processos.

No Capitulo 4, sera apresentado e discutido os resultados do estudo sobre os fatores
que interferem na bioproducdo (concentracdo de esporos, umidade, concentracdo de
substrato, pH e tempo de fermentacdo) e na extracdo enzimatica (tempo de contato,
frequéncia de agitacdo, temperatura, tipo de solvente e razdo solvente/substrato),
caracterizacdo parcial e aplicacdo. Finalizando este trabalho, serdo apresentadas as

conclusdes e perspectivas futuras, a lista de referéncias e 0s apéndices.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta o estudo da arte, abordando 0s seguintes assuntos: pectina
(substrato para o micro-organismo e a producdo enzimatica), enzimas pectinoliticas
(interesse comercial), cultivo estado soélido (condi¢Bes intrinsecas e extrinsecas que

definem a taxa de bioproducao enzimatica).

2.1 PECTINA

A pectina é formada por uma estrutura complexa de acidos oligossacarideos e
polissacarideos de cadeias lineares (homogalacturonana, constituida por ligagdes 1,4 a-D-
acido galacturdnico) e ramificadas (ramnogalacturonana | e Il), composta por residuos de
L-ramnose, arabinose, galactose, xylose, entre outros (KASHYAP et al., 2001; WILLATS
et al., 2006; PEDROLLI et al., 2009; LARA-MARQUEZ et al., 2011; CANTERI et al.,
2012; LADEIRA, 2013). Encontra-se principalmente na lamela média dos tecidos de
plantas superiores atuando como suporte e agente coesivo para outros polissacarideos

(celulose e lignina) e proteinas presentes na parede celular primaria (Figura 1).

Ramnogalacturonano |

. k Pectinas (uma pectina)
Hemicelulases - : 7

Microfibrila de celulose -

Proteina
Estrutural

Figura 1: Representacdo dos principais componentes estruturais da parede celular
primaria. Fonte: BRETT e EALDRON (1996) apud LADEIRA (2013).
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A pectina, em conjunto com a protopectina, acido péctico e &cido pectinico formam o
grupo das substancias pécticas, mostrados na Tabela 1 (CARPITA e McCANN, 2000;
RIDLEY et al., 2001; WILLATS et al., 2001).

Tabela 1: Caracteristicas das substancias pécticas.

Substéncias pécticas Caracteristicas

Acido Péctico Composta por acido galacturdnico coloidal, completamente isentas de grupos
metoxilas.

Acido Pectinico Cadeia polimérica sollvel em agua que contém menos de 65 % de unidades de

galacturonato metiladas.

Pectina Material polimérico solivel em agua no qual, pelo menos, 65 % dos grupos
carboxila das unidades de galacturonato sdo metil esterificados.

Protopectina Substancia péctica insolivel em agua e que esta presente em tecidos vegetais
intactos. Pode ser hidrolisada a pectina, acido péctico ou pectinico.

Fonte: CARPITA e McCANN (2000), RIDLEY et al. (2001), WILLATS et al. (2001).

Alguns grupos carboxilas da molécula do acido galacturonico das substancias
pécticas sdo esterificados com grupos metil (Figura 2). Dependendo do grau de
esterificacdo (Degree of esterification - DE), comercialmente, as substancias pécticas séo
divididas em dois grupos: pectina de alta metoxilacdo - ATM (DE maior de 50 %) e
pectina de baixa metoxilacdo - BTM (DE menor que 50 %) (KASHYAP et al., 2001;
IGLESIAS e LOZANO, 2004; CANTERI et al., 2012).

Figura 2: Estrutura molecular da pectina. Fonte: CANTERI et al. (2012).

Pectina extraida de citros, maca (77 e 71 % DE, respectivamente, pectinas de ATM)
e de girassol (19,3 % DE, pectina de BTM) sdo exemplos desses grupos. Tanto a pectina
de girassol, como a de citros e maga apresentam praticamente a mesma proporcéo de GalA
(85 %) (PANCHEV et al.,, 2010). Pectina desmetoxilada (acido péctico, pectinico e
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pectato) por acdo da enzima pectina metilesterase (PME) pode melhorar a textura de frutas
e vegetais, resultando nos grupos carboxil livre, que ao ligar-se com ions bivalentes como
o Ca?" forma uma estrutura rigida, tecnologia muito utilizada em produtos de baixo teor
calérico (IGLESIAS e LOZANO, 2004).

A pectina comercial é um aditivo alimentar muito empregado no processo de
fabricacdo de geléia, sucos, produtos lacteos, molhos e xaropes, devido suas propriedades
geleificante, emulsificante, espessante e estabilizante (THAKUR et al., 1997; LEROUX et
al., 2003; EL-SHEEKH et al., 2009; BRASIL, 2010; ZHANG et al., 2011) e na industria
farmacéutica, como ingrediente de medicamentos para tratamento de disturbios
gastrointestinal, diabete e presséo alta (THAKUR, 1997; PAULSEN e BARSETT, 2005;
MATSUMOTO et al., 2008). A pectina esta sendo, também, utilizada no campo da
biomedicina, incluindo a entrega da droga (Drug Delivery) e de genes (Gene Delivery)
diretamente na célula ou local especifico, na cicatrizagdo de feridas e na engenharia de
tecidos (MUNARIN et al., 2012).

Porém, além de suas propriedades funcionais, € importante ressaltar que durante a
extracdo de sucos de frutas, a pectina e demais polissacarideos, juntamente com as
substancias fendlicas e proteicas, sdo dispersas na solucdo causando o aumento da
viscosidade e turbidez (BAILEY e PESSA, 1990). A acdo coloidal da pectina dificulta o
processo de fabricagdo dos sucos, pois os precipitados dificilmente podem ser separados
por filtracdo ou centrifugacdo devido a grande quantidade de particulas em suspensao
(SCHOLS et al., 1991).

2.2 ENZIMAS PECTINOLITICAS E SUAS APLICACOES

Enzimas sdo proteinas que aceleram as rea¢fes quimicas. Este processo é chamado
de catalise. Nas reacfes enzimaticas, as enzimas apresentam a capacidade de reagir com
determinados constituintes das células, denominados de substratos. As enzimas convertem
substratos em diferentes moléculas, chamadas de produtos. Portanto, atuam sobre um
substrato, exigindo condi¢bes adequadas para sua ativacdo e extracdo, tais como, tempo,
temperatura, pH e quantidade e qualidade de substrato (OORT, 2010; JEGANNATHAN e
NIELSEN, 2013).

As enzimas que catalisam a degradacdo das substancias pécticas e que sdo

responsaveis pelas caracteristicas de firmeza e estrutura das plantas superiores sao

6



Revisao Bibliografica

chamadas de enzimas pécticas, pectinoliticas ou pectinases (BLANCO et al., 1999;
PRADE et al., 1999; KAUR et al., 2004; JAYANI et al., 2005; BRIJWANI e VADLANI,
2011).

Para a degradacdo da biomassa rica em pectina, muitas vezes é necessaria a agdo
conjunta de diversas enzimas, entre elas as celulases, hemicelulases e as pectinases, ou
acdo altamente sinérgica de varias enzimas pectinoliticas (ZHANG et al., 2011;
GONGCALVES et al., 2012; OBEROI et al., 2012). As celulases e hemicelulases tém um
papel fundamental na quebra das ligacfes cruzadas das estruturas polissacaridicas da
parede celular e na degradacdo da celulose e hemicelulose, o que expdem mais facilmente
a pectina para a atuacao das pectinases (Bl1Z, 2012; STOCK, 2013).

As pectinases, por apresentarem acdo catalitica especifica, atuam pela preferéncia no
grau de esterificagdo metilica do substrato (pectina ou acido péctico), pelo tipo de ruptura
aos enlaces glicosidicos (hidrolitica ou trans-eliminativo) e pelo mecanismo de quebra das
ligacGes glicosidicas, se ocorre ao acaso (endo) ou a partir das extremidades nao redutoras
da cadeia (exo) (KASHYAP et al., 2001; HEERD et al., 2012).

O Quadro 1 apresenta os trés grupos de enzimas pectinoliticas, separadas por forma
de atuacdo. Esterase apresenta capacidade de desesterificar a pectina para remoc¢do dos
residuos metoxil, formando acido péctico ou &cidos pectinicos; despolimerase, caracteriza-
se pela quebra da cadeia principal (ligagdes o-1,4 das cadeias glicosidicas) tanto por
hidrolise (hidrolases) quanto por trans-eliminacdo (liases) e protopectinases hidrolisam a
protopectina insolivel, originando pectina soluvel (ALKORTA et al., 1998; BLANCO
etal., 1999; KASHYAP et al., 2001; JAYANI et al., 2005).

Quadro 1: Classificacdo das enzimas pécticas.

Enzima Nlérgiro Reac&o catalitica
Esterase PME (Pectina metilesterase) 3.1.1.11 Pectina + nH,O — pectato + n metanol
PAE (Pectina acetilesterase) 3.1.16 Pectina + nH,O — pectato + n acetato
Exo0-PG (Exo-Poligalacturonase) 3.2.1.67 Acido pético + H,0 — monogalacturonatos
3.2.1.82 Acido pético + H,0 — digalacturonatos
Endo-PG (Endo-Poligalacturonase) | 3.2.1.15 Acido pético + H,0 — oligogalacturonatos
Despolimerase PMG (Polimetilgalacturonase) Pectina — metil oligogalacturonatos
Exo- PGL (Exo - Pectato liase) 4.2.2.9 Acido pético — digalacturonatos insaturados
Endo- PGL (Endo - Pectato liase) 4222 Acido pético — oligogalacturonatos insat.
Endo - PMGL (Pectina liase) 4.2.2.10 Pectina — metil oligogalacturonatos insat.
Protopectinase PPase Protopectina + H,O — pectina soltvel

Fonte: BLANCO et al. (1999), YADAV et al. (2009a), ALIMARDANI-THEUIL et al. (2011).
*NUmero EC - Enzyme Commission (NC-IUBMB)
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Essas enzimas podem ser isoladas de plantas ou produzidas por micro-organismos,
insetos e nematodides em culturas de superficie em substratos sélidos (casca de arroz,
cascas de frutas, farelo de soja ou farelo de trigo) ou em culturas submersas utilizando
substratos liquidos, tais como: melados, goma hidrolisada ou licor de milho (FELLOWS,
2006). Esses substratos podem ser utilizados como suporte inerte e fonte nutricional
durante o cultivo. O rendimento da producdo depende de diversos fatores, como: tipo da
cepa, condicdo de cultivo (pH, aeracdo, temperatura e tempo de incubagdo) e composigédo
do meio de crescimento, particularmente fontes de carbono (HOLKER et al., 2004;
GUMMADI e KUMAR, 2005; JAYANI et al., 2005; MURAD e AZZAZ, 2011).

A aplicacdo comercial das pectinases foi observada em 1930, porém somente nos
anos de 1960 sua estrutura quimica foi conhecida (DEL CANIZO et al., 1994; UHLIG,
1998). Comercialmente a pectinase € um termo geral que se refere a uma mistura de trés
diferentes atividades enzimaticas: poligalacturonase (PG), pectina liase (PL) e pectina
metilesterase (PME) (DIETRICH et al., 1991; KAUR et al., 2004; JAYANI et al., 2005;
PEDROLLI et al., 2009). Sdo empregadas na forma de solu¢bes concentradas, em po ou
imobilizadas, sob condi¢des brandas de temperatura e pH, com o objetivo de provocar
reagbes (FELLOWS, 2006; LARA-MARQUEZ et al., 2011).

Pectinases comerciais sdo amplamente utilizadas na extracdo de sucos, porque elas
degradam as substancias pécticas, aumentam a quantidade de solidos soluveis e
proporcionam a diminuicdo da viscosidade do fluido, promovendo a obtencdo de sucos
limpidos e de boas caracteristicas sensoriais (KASHYAP et al.,, 2001; DE VRIES e
VISSER, 2001; ADAPA et al., 2014; IRSHAD et al., 2014; SCHULTZ et al., 2014).

As poligalacturonases (PG) sdo enzimas hidroliticas que atua basicamente sobre a
homogalacturonase das unibes glicosidicas entre os residuos ndo esterificados. Essas
enzimas podem ser divididas em trés grupos (endo-PG, exo-PG tipo | e exo-PG tipo I1) de
acordo com sua forma de acdo sobre o substrato. Endo-PG atacam o substrato em forma
aleatéria gerando mesclas de oligo, tri e digalacturonatos e AGal. Exo-PG tipo |
(galacturono a-(1—4)-galacturonosidase) libera AGal e exo-PG tipo Il (exo-poli-a-
galacturonosidase) libera digalacturonato do extremo ndo redutor. As endo-PG e exo-PG
tipo |1 foram identificadas em vérios fungos filamentosos e tém sido extensamente
estudadas (LARA-MARQUEZ et al., 2011).

As enzimas exo-PG sdo usadas na &rea de alimentos devido a sua facilidade de

maceracdo, liquefacéo e extracdo, aplicada, tanto na produgédo de alimentos infantis, como
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na clarificacdo de suco e vinho (LANG e DORNENBURG, 2000; SILVA et al., 20053;
TARI et al., 2007; DIAZ et al., 2013). Alguns micro-organismos possuem muitos genes
codificados de poligalacturonases. Em Aspergillus niger, por exemplo, ha uma familia
completa de genes que produzem varias isoenzimas com considerdveis diferencas em
relacdo a especificidade por substrato, ao padrdo de clivagem e quanto ao pH étimo de
atividade (LANG e DORNENBURG, 2000).

A pectina liase (PMGL ou PL) é uma enzima que despolimeriza a pectina com alto
grau de metoxilacdo diretamente por B-eliminacdo, resultando na formacdo de &cido
galacturénico com uma insaturagéo entre os carbonos 4 e 5 no final n&o redutor, causando
uma rapida queda na viscosidade da solucdo do substrato. Esta enzima é particularmente
interessante por despolimerizar pectinas sem alterar seu grau de esterificacdo e sem a
necessidade de acdo prévia de outra enzima do complexo pectinolitico (MINUSSI et al.,
1998; GUMMADI e KUMAR, 2005; YADAV et al., 2009a). As PMGLs sé&o preferiveis
no processamento de sucos e vinhos, pois evitam a producdo de metanol e com isso, 0s
ésteres volateis responsaveis pelo aroma especifico das frutas ndo sdo afetados
(DELGADO et al., 1992; TARAGANO e PILOSOF, 1999).

A pectina metilesterase ou pectinaesterase (PME) € uma enzima importante na
degradacédo da pectina, pois catalisa a remoc¢do de grupos metil-ésteres, muito abundantes
na pectina citrica, que tem grau de esterificacdo variando entre 65 e 75 % (KOPECNY e
HODRAVA, 1995; NIELSEN e CHRISTENSEN, 2002; JOLIE et al., 2010). Sua atuagéo
no carbono Cg do GalA, presente na homogalacturonana dominante da pectina, resulta em
uma molécula de polipectato (acido péctico) e a formacdo de metanol e prétons. Essa
reacao faz com que o substrato fique mais suscetivel a acdo de poligalacturonase, podendo
acarretar diferentes consequéncias sobre a textura e firmeza dos tecidos vegetais, purés e
pastas vegetais. Além disso, pode favorecer a formacdo de ligacbes cruzadas entre
moléculas de pectina e fons Ca?*, causando precipitacdo de pectato de calcio insolivel e a
formacdo de gel e, consequentemente, ocorrera um aumento na firmeza dos vegetais
(ASSIS et al., 2002; NIELSEN e CHRISTENSEN, 2002; JOLIE et al., 2010).

A PME estd envolvida nos seguintes mecanismos em vegetais: crescimento,
amadurecimento, abscisdo e senescéncia de frutos; controle do pH entre a matriz das
paredes celulares e nos espacos intercelulares (apoplasto); e no processo de expansao
celular (ASSIS et al., 2000; REN e KERMONDE, 2000). A PME pode afetar positiva ou
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negativamente a qualidade estrutural dos alimentos de origem vegetal, alterando sua
estabilidade, viscosidade e textura (ANTHON e BARRETT, 2012).

A interacdo do acido pectinico, resultante da acdo da PME com ions calcio e a
formacdo de pectato de célcio insollvel, causa perda da estabilidade e da turbidez com
consequente clarificacdo do suco (ASSIS et al., 2000, 2001, 2002). A pectina metilesterase
apresenta especial interesse para a indUstria de alimentos, tanto por causar a clarificacdo de
sucos durante o processamento, quanto por promover a gelificacdo de sucos concentrados
congelados (ASSIS et al., 2002; JOLIE et al., 2010).

Além das enzimas PG, PMGL e PME, ha também outras enzimas que estdo
envolvidas na degradacdo das ligacOes presentes na pectina, como por exemplo, a-L-
arabinofuranosidase (E.C. 3.2.1.55), endo-1,5-a-L-arabinase (E.C. 3.2.1.99), -
galactosidase (E.C. 3.2.1.23), endo-1,4-B-galactanase (E.C.3.2.1.89) e feruloil e p-
coumaroil esterases (YADAV et al., 2009a).

Ha varios estudos sobre a aplicacdo das enzimas pecticas em indastria de bebidas
(auxilia no processo de filtracdo, clarificagdo e aumento do rendimento), industria de
alimentos (fermentacéo de café e cha e extracdo de 0leo), industria téxtil (degomagem de
fibras - algoddo, rami, juta e linho), racdo animal e industria de papel e celulose
(KASHYAP et al., 2001; HOONDAL et al., 2002; ABDULLAH et al., 2007; CSISZAR
etal., 2007; GRAMINHA et al., 2008; KHAIRNAR et al., 2009; YADAV et al., 2009b;
BRIJWANI e VADLANI, 2011; SANDRI et al., 2011; ZHANG et al., 2011; MURTHY e
NAIDU, 2012; DIAZ et al., 2013; PEREZ et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2013).

Algumas das aplicacdes mais especificas destas enzimas, nas industrias de alimentos
e bebidas, incluem o melhoramento na extracdo de sucos de frutas e de dleo de oliva;
liberacdo de aromas, enzimas e pigmentos; producdo de purés com alta viscosidade;
producdo de sucos vegetais ndo clarificados de baixa viscosidade; clarificacdo de sucos de
frutas, vinhos e cidras; e alteracdo das propriedades sensoriais de frutas e vegetais
(UENOJO e PASTORE, 2007; KHAN et al., 2013). Sandri et al. (2013), Esawy et al.
(2013), Oszmianski et al. (2011), Pinelo et al. (2010), Santin et al. (2008), Landbo et al.
(2007) e Ortega et al. (2004) aplicaram enzimas pectinoliticas no processamento de sucos,
tanto na etapa de extracdo, maceracao e clarificacdo, como para producdo de metabdlitos
de interesse comercial. Romeh et al. (2009) avaliaram o efeito do uso destas enzimas para

reduzir os niveis de pesticidas em tomate. Orgaz et al. (2006) aplicaram enzimas,
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produzidas por fungos filamentosos, em matriz de biofilmes bacterianos formados em
superficies, com o objetivo de auxiliar na remog¢do dos compostos organicos aderidos.

Em indUstria téxtil e de celulose € muito comum o uso de produtos quimicos nas
etapas de limpeza, degomagem, tingimento e branqueamento de tecido e papel. A mudanga
pela utilizagdo de enzimas possibilita a reducdo acentuada no tratamento dos efluentes,
minimizando o efeito da poluicdo ambiental (COELHO et al., 2008).

Além da aplicacdo das enzimas em diferentes segmentos industriais, os acidos
galacturénicos e seus derivados, formados pela clivagem das ligacGes de a-1,4-glicosidica
da pectina e do pectato, podem ser utilizados em varias aplicacGes biotecnoldgicas: em
industria de alimentos como agente acidulante, em industria quimica como agente
biodegradavel ou surfactantes e como aditivo na formulagdo de concreto e, em industria
farmacéutica para producdo de vitamina C (MOLNAR et al., 2009; RICHARD e
HILDITCH, 2009; BURANA-OSQOT et al., 2010; MALLER et al., 2011).

O Brasil, apesar de possuir enorme potencial de producéo e aplicacdo ainda importa
pectinases, tornando-se, entdo, necessario avangar nos estudos dessas enzimas, analisando
novas fontes de extracdo economicamente viaveis, propriedades e condicbes de aplicacéo.
A atuacdo de micro-organismos geneticamente modificados pode otimizar a producédo de
enzimas, aumentando consideravelmente o rendimento enzimatico em comparacdo a uma
cepa ndo modificada (SOLIS et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2011; HEERD et al., 2014a) e
0 aproveitamento de residuos agroindustriais com alto teor de pectina, em cultivo estado
solido, podem reduzir os custos relativo a bioproducdo e aumentar o rendimento

enzimatico.

2.3 CULTIVO ESTADO SOLIDO

A tecnologia de cultivo estado s6lido (CES) ou fermentacdo em estado sélido (FES)
aplica-se aos processos que se referem a cultura de micro-organismos sobre ou dentro de
particulas em matriz sélida, onde o conteudo de liquido ligado a ela esta a um nivel de
atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo das células e,
por outro, ndo exceda a maxima capacidade de ligacdo da agua com a matriz sélida
(PANDEY et al., 1999; BIANCHI et al., 2001; PANDEY, 2003; DIAZ et al., 2007;
SINGHANIA et al., 2009).

11
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Essa tecnologia desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos
solidos visando a sintese de diversos compostos de alto valor agregado e de grande
interesse industrial, como por exemplo, a producgéo de enzimas para aplicacdo na producdo
do café e chocolate (DANTAS e AQUINO, 2010; MURTHY e NAIDU, 2012; HO et al.,
2014).

O cultivo estado sélido, portanto, pode ser aplicado para producdo de enzimas
(KASHYAP et al.,, 2001; JAYANI et al., 2005; SINGHANIA et al., 2009), aromas
(UENOJO, 2003; ROSSI, 2011), acido citrico (LU et al., 1997; VANDENBERGHE et al.,
2000; KUMAR et al., 2003) e lactico (SOCCOL et al., 1994), pigmentos (PANDEY et al.,
1991; SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003), polyhydroxyalkanoates - PHAs
(OLIVEIRA et al., 2007; CASTILHO et al., 2009), surfactantes (ZHU et al., 2013), etanol
(ROCHA et al., 2013) e substancias quimicas diversas, utilizando diferentes substratos e
micro-organismos.

A geracdo de residuos e subprodutos é inerente a qualquer setor produtivo. O
aumento da conscientizacdo ecologica deixa evidente que o grande desafio para a
humanidade, nas préximas décadas, € equilibrar a producdo de bens e servigos,
crescimento econdmico, igualdade social e sustentabilidade ambiental (PINTO et al.,
2005).

Residuos agroindustriais frequentemente sdo secos e peletizados, servindo como
complemento a rac¢do animal ou utilizado como combustivel para caldeiras. A polpa citrica
e outros residuos pécticos, além de servir como nutrientes complementares em ragdes,
podem ser hidrolisados por acidos diluidos ou por hidrélise enzimatica, onde sdo liberados,
principalmente, acido D-galacturénico e outros agucares de importancia industrial, como a
arabinose. Porém, a hidrolise quimica resulta em elevadas quantidades de efluentes acidos,
consumo de energia, quebra inespecifica de polissacarideos e degradacdo dos monémeros
liberados. A hidrolise enzimatica, apesar do seu custo elevado, torna-se uma alternativa
atrativa na substituicdo de produtos quimicos, diminuindo, assim, o impacto ambiental
(LEIJDEKKERS et al., 2013).

Residuos, ricos em substancias pécticas, sdo produzidos em quantidades
significativas pelas agroindlstrias e tornam-se potencial fonte de matéria-prima para
diversos bioprocessos. Sua hidrélise ndo requer processos fisico-quimicos tdo severos
quanto aqueles utilizados na hidrolise de residuos ligno-celulésicos (EDWARDS e
DORAN-PETERSON, 2012; KUIVANEN et al., 2014).

12
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As enzimas podem ser produzidas por micro-organismos, utilizando técnicas de
cultivo submerso (CS) ou CES. Aproximadamente 90 % de todas as enzimas industriais
séo produzidas em CS, utilizando processo otimizado e micro-organismos geneticamente
modificados (HOLKER et al., 2004).

Os estudos utilizando a tecnologia de CES focam no desenvolvimento e
monitoramento de meios de cultivo a partir de residuos agroindustriais (RAIMBAULT,
1998). Os fungos sdo potencias candidatos para produzir enzimas mediante processos de
CES.

Uma variedade de produtos enzimaticos comerciais, tais como, compostos de fitases,
celulases, pectinases, xilanases, proteases e glicoamilases sdo produzidos a partir de
fungos. Aspergillus, Penicillum e Rhizopus s@o os principais géneros utilizados
industrialmente para a producéo de pectinases, pois estes micro-organismos sao capazes de
crescer satisfatoriamente no substrato solido e excretar grandes quantidades de enzimas
hidrossoluveis, de facil metodo de extracdo e recuperagdo (BLANDINO et al., 2001;
PANDEY, 2003; SOUZA et al., 2003; BRASIL, 2006; FERREIRA et al., 2013). Além dos
fungos filamentosos, leveduras e bactérias (Saccharomyce, Kluyveromyces e Bacillus)
também so utilizadas para a producdo de enzimas pectinoliticas (GAMEZ e DIAZ, 2008;
ALIMARDANI-THEUIL et al., 2011; MARTOS et al., 2013, EMBABY et al., 2014).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgao regulamentador sobre
a qualidade dos alimentos no Brasil, orienta que as enzimas de origem microbiana,
aplicadas na industria de alimentos e bebidas, devem ser obtidas a partir de micro-
organismos GRAS (Generally Recognized as Safe) e empregando métodos e condicbes que
garantam a fermentacdo controlada e impecam a formacdo de substancias toxicas ou
indesejaveis (BRASIL, 2010).

Conforme legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2009), que aprova a lista de
enzimas permitidas para uso como coadjuvante alimenticio destinado ao consumo humano,
define que a origem das enzimas produzida por meio de uma fermentacao deve provir dos
micro-organismos das espécies: A. awamori, A. foetidus, A. niger, A. oryzae, Penicillium
simplicissium, Rhizopus oryza e Trichoderma reesei. A legislacdo orienta que para
producdo da enzima poligalactunonase, pectina estererase e pectinaliase, A. niger deve ser
0 Unico micro-organismo utilizado para producdo destas enzimas. A legislacdo salienta

também, que as enzimas produzidas por micro-organismos geneticamente modificados
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devem ser purificadas, sem formas viaveis dos organismos que as produziram e, ainda, sem
tracos de material genético (acidos nucléicos).

Entre as vantagens da utilizacdo do CES tém-se 0 menor risco de contaminagdo por
bactérias e leveduras, obtencdo de matéria-prima de menor custo e de facil recuperacdo da
enzima extra-celular, micélio e esporos, requer baixa energia e menor quantidade de agua,
obtém alta produtividade e torna-se habitat natural para diversos micro-organismos,
principalmente fungos (LU et al., 1997; PANDEY et al., 2000; DURAND, 2003;
PANDEY, 2003; COUTO e SANROMAN, 2006; DIAZ, 2007; WANG e YANG, 2007;
TORTORA et al., 2012).

Dentre as desvantagens, citam-se a maior dificuldade no controle de processo
(umidade, pH, temperatura, condi¢fes de nutrientes e concentracdo gasosa), dificuldades
em scale-up, baixa homogeneidade da mistura e alta quantidade de impurezas, aumentando
0 custo de recuperacdo. A homogeneizacao pode auxiliar na transferéncia de massa e calor,
poréem a forca causada pelo movimento pode ter efeitos adversos na porosidade do meio.
Portanto, o design de um biorreator a ser utilizado em escala industrial, para producéo de
produtos utilizando tecnologia de CES, € um fator significante (DURAND, 2003;
RAGHAVARAO et al., 2003; COUTO e SANROMAN, 2006; DIAZ et al., 2007; WANG
e YANG, 2007).

Em face disso, o sucesso da producdo comercial de enzimas depende da
maximizacdo da atividade do micro-organismo e da minimizacdo dos custos do substrato e
da incubacdo. Muitos sdo os fatores que influenciam no processo de fermentacdo para
obtencdo do produto desejado, como: tipo de micro-organismo, tamanho das particulas
solidas, pH do meio, temperatura de incubacéo, tempo de fermentacdo, umidade e fonte de
nutrientes (PANDEY, 1991; SINGHANIA et al., 2009).

Os trabalhos da literatura visam avaliar em escala de bancada ou industrial,
parametros inerentes ao bioprocesso e a maximizacao da producdo enzimatica. O Quadro 2
apresenta uma breve revisao, dos ultimos oito anos de pesquisa sobre o aproveitamento de
residuos agroindustriais para producdo pectinases em CES, o respectivo micro-organismo e

algumas variaveis do processo de bioproducéo.
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Quadro 2: Producao de enzimas pectinoliticas em diferentes residuos sélidos.

Atividade enzimatica Indéculo
Suporte/Substrato Enzima Micro-organismo (tempo de Umidade | (esporos por Referéncia
fermentagéo) grama)
. . 909,5 U/gps 7 HEERD et al.
Polpa de beterraba agucareira Exo-PG A. sojae ATCC 20235 (8 dias) 2x10 (2014b)
Casca de melancia T. virens
PG ~140 U/gp, (4 dias) | 70 % 5 x 10° '\fOIHAZ'(\)"liD
Casca de meldo (cantaloupe) T. harzianum etal. (2013)
Pomace uva branca 3,2 U/gps (6 dias) .
Casca de laranja Ex0-PG A. awamori 16,9 Ulg,s (14 dias) | 709% | 45x10° | DlAZetal
Mistura pomace uva branca e 3.8 Ul (4 dias) (2012)
casca de laranja (1:1) '@ 1 Gs
Exo-PG 28,3 U/gps (5 dias)
Farelo de trigo e casca de Endo-PG A. sojae 30,1 U/gps (5dias) 20 x 107 HEERD et al.
laranja na proporcao de 70:30 Exo-PMG ATCC 20235 33,4 Ulgys (5dias) ’ (2012)
Endo-PMG 32,9 Ul/gys (5dias)
Bagaco de cana e bagaco de Pectinase i 0 7
laranja lavado (1:3) Aspergillus sp. 77 Ulgps (19 h) 70 % 1,0x 10 Bl1Z (2012)
Oidiodendron
Farelo de trigo PMGL echinulatum 0,21 U/mL (6 dias) 5,0 x 10° YA[()Z'A(‘)YZ(;t al
MTCC 1356
RODRIGUEZ
Polpa de citrus Exo-PG A. niger F3 26(2'%55/)% 60 % FERNANDEZ
et al. (2011)
Farelo de trigo Endo-PG A. niger t0005/007-2 78 U/gps 60 % 1,0 x 107 HENDGES

etal. (2011)




Quadro 2: Continuacéo.

FERREIRA et al.

Farelo de trigo e bagaco de L 0 7
laranja (1:1) PGL P.viridicatum RFC3 300,0 U/g (96 h) 70% | 1,0x10 (2010)
Casca de manga PG Fusarum moliniforme | 43,2 U/g (120 h) 58 % KUMAR et al. (2010)
- A
Bagaco do pedunculo de caju PG A. niger CCT 0916 11,0 U/gp, (71 h) 50 % 1,0 x 107 ':It‘(;'lb‘l\gé‘l%f
Albedo e casca de Maracuja PG A. niger CCT 0916 20,9 U/ges (66 h) | 40% | 1,0x10" | SOUZA etal. (2010)
Farelo de trigo, pectina . 107,2 Ulg (4 d) 6 POLIDORO
citrica, glicose e nutrientes Endo-PG A. niger T0O005/007-2 53% | 1,0x10 (2009)
0
Peddnculo de caju PG A. niger CCT 0916 | 16,0 Ul (16 1) | 0% | 10x107 | SANTOS et al. (2008)
Pomace de uva Exo-PG A. awamori 42,5 Ulgys (24 h) 60 % | 4,5x10° DI(Azgoe%[)al.
Pomace de uva Exo-PG A a""arﬂ%'lza%l 38,0 U/g (2 dias) | 65% | 0,3-5x 10° BOTEZLO%% etal
Bagaco de laranja seco e i - 17,0 U/mL 0 7 SILVA et al.
farelo de trigo Exo-PG P. viridicatum RFC3 (12 dias) 80% | 1,0x10 (2007)
, : 29,1 U/g meio 0 7 USTOK et al.
Milho esmagado PG A. sojae ATCC 20235 s6lido (6 dias) 50% | 2,3x10 (2007)

. . Exo-Pectinase . 17,0 U/g (4 dias) 0 7 PATIL e
Capitulo de girassol Endo-pectinase A. niger DMF45 5,0 Ulg (4 dias) 65% | 1,0x10 DAYANAND (2006)
Farelo de trigo e residuo de A. niger mutante 0 7 MENEZES
maracuja (2:1) PG 3T5B8 639 Ulges (64h) | 62% | 1,0x10 (2006)
E;ﬂfa%it{)'go 6 casca de Exo-PG Aspergillus sp N12 | 10,0 U/mL (72h) | 70% | 1,0x 10" | FREITAS et al. (2006)
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Além das referéncias citadas no Quadro 2, outras referéncias apresentam a producgéo
de enzimas pectinoliticas utilizando diversos residuos agroindustriais em CES
(CASTILHO et al., 2000; ZHENG e SHETTY, 2000; MARTINS et al., 2002) e em cultivo
submerso (SOLIS et al., 2009; SILVA et al., 2005a; PEDROLLI, et al., 2009;
KHAIRNAR et al.,, 2009; BUYUKKILECI et al.,, 2011; MALLER et al., 2011;
MARTINEZ-TRUJILLO et al., 2011).

Dentre os residuos agroindustriais sélidos, utilizados para a producdo de pectinases
por CES, destacam-se 0 bagaco e casca de laranja, farelo de trigo, casca de uva, casca de
limdo e o bagaco de macgd. Muitos destes substratos sdo utilizados em CES por serem
importantes fontes de carbono e proteina (MARTINEZ-TRUJILLO et al., 2011;
RODRIGUEZ FERNANDEZ et al., 2011).

A presenca de pectina no meio fermentativo é importante, pois esta apresenta efeito
indutivo e favorece a sintese das pectinases pelos micro-organismos produtores (THAKUR
et al., 1997; SORIANO, 2005). O farelo de trigo € rico em vitaminas e sais minerais, alem
de ser fonte de amido, proteina bruta e polissacarideos de parede celular, possui uma
grande area superficial por volume e, em geral, ndo favorece a compactacdo do meio de
cultivo (CARRE e BRILLOUET, 1986; RALET et al., 1990).

A selecdo do meio de cultivo utilizado na producédo de pectinases por CES depende
de diversos fatores, sendo, o de maior impacto, o custo e a disponibilidade do substrato, o
que torna bastante atrativa a utilizagdo de residuos agroindustriais. E importante que o
meio sOlido forneca os nutrientes necessarios ao crescimento celular (KAPOOR e
KUHAD, 2002). Por isso, muitas vezes deve-se enriquecer 0s substratos escolhidos com
solugdes de sais minerais e vitaminas ou tornar seus componentes mais disponiveis, por
meio de pré-tratamentos quimicos ou fisicos. Em alguns processos, pode ser necessario
remover compostos que possam agir como inibidores (PANDEY et al., 2000).

O percentual de umidade do meio varia de acordo com a natureza do substrato, tipo
de produto final e necessidade de cada espécie de micro-organismo utilizado no CES.
Fungos necessitam de um valor de umidade entre 40 e 60 % para seu crescimento e
metabolismo. Um nivel de umidade muito alto resulta em diminuicédo da porosidade, baixa
difusdo de oxigénio, aumento do risco de contaminacdo, reducao no volume de gases e de
troca gasosa (PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2009).

Frente a isso, diversas sdo as dificuldades envolvidas em mensurar os parametros de

crescimento dos micro-organismos em CES, incluindo analise de crescimento celular e
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determinacdo da composicdo do meio, por causa da heterogeneidade da natureza do
substrato, principalmente em subprodutos agroindustriais, que sdo compostos complexos
estruturalmente e nutricionalmente.

Botella et al. (2007) avaliaram o efeito do tamanho da particula, teor de umidade e da
suplementacdo na producdo de pectinase e xilanase, durante 7 dias de bioproducdo, por
A. awamori 2B.361 U2/1, utilizando como substrato pomace® de uva, sendo que a melhor
condicdo foi com 65 % de umidade. Diaz et al. (2012) estudaram a producdo de exo-PG
utilizando como substrato pomace® de uva branca e casca de laranja seca, analisando
isoladamente ou mistura na proporcédo de 1:1 (m/m). A melhor resposta foi observada
quando usando apenas casca de laranja como substrato, em 14 dias de bioproducéo
(16,9 U/gps).

'0 termo “Pomace” refere-se ao produto obtido de fontes agro-industriais,
principalmente casca de citrus e bagaco de macé obtido apds um pré-tratamento

térmico seguido de diversas lavagens para diminuir a concentragdo de agucar e
acido antes da secagem (RODRIGUEZ-JASSO, 2003 apud RUIZ et al., 2012).

Ustok et al. (2007), utilizando-se da ferramenta planejamento experimental na
producdo da PG, avaliaram a interacdo entre os substratos solidos (sabugo de milho, milho
e milho esmagado) e obtiveram a maxima producdo de PG (29,1 U/g) apds 6 dias de
bioproducdo, por A. sojae ATCC 20235, empregando milho esmagado.

Heerd et al. (2012) pesquisaram a producdo de exo e endo-(PMG e PG) por trés
espécies de Aspergillus inoculados em farelo de trigo e casca de laranja na proporc¢éo de
70:30 (m/m), sendo que apds 5 dias de bioproducao, A. sojae ATCC 20235 (re-classificado
como A. oryae) foi o agente bioldgico que produziu a maior atividade (30 U/gys), para
ambas as enzimas.

Outra variavel importante que influencia no processo de fermentacdo € o tamanho da
particula. O meio de cultivo deve conter particulas de tamanho reduzido para promover
area superficial maior e consequentemente maior grau de transformacdo; porém se forem
pequenas demais, pode ocorrer a compactacdo do substrato, dificultando a aeracdo do
meio. PorcGes maiores promovem mais espaco interparticulas, diminuindo o rendimento e
a absorcao dos nutrientes pelos micro-organismos (ALCANTARA et al., 2007). Em estudo
realizado por Ruiz et al. (2012), utilizando quatro tipos de peneiras (mesh 10, 25, 50 e 180)
para selecdo de 8 espécies de fungos filamentosos (sete do género Aspergillus e um do

género Penicillium), observaram que o melhor crescimento celular foi quando utilizaram
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particulas com mesh 25 (0,7 a 2,0 mm) e o agente biolégico A. niger Aa-20, sendo isto
atribuido a maior &rea especifica, porosidade e condicdes de aeracao.

Em determinados casos, torna-se necessario a suplementacdo com minerais
especificos, os quais devem ser adicionados aos substratos, visando maximizar a producgéo
enzimatica (FELLOWS, 2006). Yadav et al. (2012) e Kashyap et al. (2003) investigaram a
producdo da pectinase em CES suplementado com sais minerais. A adicdo de Ca e Mg
aumentou consideravelmente a producdo da enzima pectinolitica.

Outro aspecto importante, no processo de CES, é a recuperacdo adequada dos
metabdlitos bioproduzidos que envolvem a extracdo solido-liquido, empregando diferentes
solventes e parametros experimentais, como: temperatura, tempo, pH, razdo sélido-liquido,
tamanho de particula, agitacdo e polaridade do solvente (BlZ, 2012; BAIANO, 2014). O
processo de extracdo solido-liquido consiste na dissolugdo preferencial de um ou varios
solutos de interesse, por meio do contato entre um sélido e um liquido. Portanto, é
interessante avaliar tipos de solutos e suas interacOes, observando em grande parte a
difusividade do soluto na fracdo do solvente ou solugdo extratora selecionada
(RODRIGUEZ-FERNANDEZ, 2009).

As pectinases sdo enzimas extracelulares em sua maioria e o solvente utilizado no
processo de extracdo € geralmente agua destilada ou tampdo acetato e citrato (em
diferentes valores de pH) e sais (com forca ibnica diferenciada, como NaCl e CaCl). O
volume da solucdo, em mililitros, é de 5 a 20 vezes a massa de substrato seco, em gramas,
e 0 tempo de exposicdo varia de 10 min a 1 h, com ou sem agitacdo. A temperatura de
extracdo varia de 4 a 45°C (CASTILHO et al., 2000; DIAZ et al., 2007; BIZ, 2012). A
eficiéncia de extracdo é um fator critico que determina a viabilidade econémica da
fermentacdo para producdo de enzimas. Contudo, a recuperacdo de enzimas produzidas por
fungos filamentosos em CES visam a minimizacdo de custos e tempo, maximizacdo de

rendimento e produtividade.

2.4 BIOFILME BACTERIANO

Biofilme pode ser definido como uma comunidade de células microbianas,
praticamente constituida por bactérias, aderidas as superficies, que por sua vez, sao

envolvidas por uma camada de particula de matéria organica, caracterizada como matriz de
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substancias poliméricas extracelular — EPS (HALL-STOODLEY et al., 2004; ANDRADE,
2008; RASAMIRAVAKA et al., 2015).

A composicdo da matriz varia entre espécies e depende do nicho ecoldgico que os
micro-organismos habitam. Bactérias do género Pseudomonas sd0 micro-organismos
psicrotroficos que causam deterioracdo principalmente em produtos lacteos liquidos
pasteurizados e apresentam a caracteristica de formacdo de biofilme em diferentes
superficies (SIMOES et al., 2010; MASAK et al., 2014).

Pseudomonas sp. produzem variados componentes da matriz do biofilme, como
polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos (MANN e WOZNIAK, 2012). Proteinas e
carboidratos encontram-se em 75-89 % da composicdo dos EPS do biofilme (SIMOES et
al., 2010). Alginato, celulose, Psl (polysaccharide synthesis locus, rico em manose) e Pel
(rico em glicose) sdo os principais polissacarideos encontrados na matriz de biofilmes
bacterianos (MANN e WOZNIAK, 2012).

A formacéo de biofilmes tem implicacdes substanciais em processos industriais, em
segmentos da area de alimentos, téxtil, celulose e médica. A presenca de biofilmes é um
fator de risco relevante na industria de alimentos e bebidas, devido a contaminacéo cruzada
de produtos alimentares por micro-organismos patogénicos e deteriorantes (HOUDT e
MICHIELS, 2010). Talvez, o ambiente onde as pessoas mais estdo expostas a biofilmes é o
ambiente doméstico (HALL-STOODLEY et al., 2004).

Normalmente os biofilmes sdo formados pela negligéncia da execucdo da etapa de
higienizacéo, principalmente em locais de dificil acesso, como gaxeta, valvulas e curvas de
tubulacdes. O ideal é prevenir e controlar a formacéo de biofilmes utilizando técnicas de
higienizacdo das superficies da linha de processamento de alimentos e bebidas, materiais
de superficies polidos e incorporados com agentes antimicrobianos, ferramentas de
controle de qualidade e manipuladores treinados (SIMOES et al., 2010).

Como estratégia, visando a tecnologia limpa, pesquisas que impecam a adesdo e
facilitem a remocdo de biofilmes bacterianos, vem sendo realizadas nas Gltimas décadas
(HOUDT e MICHIELS, 2010; MEERVENNE et al., 2014; WINKELSTROTER et al.,
2014). A utilizacdo de detergentes a base de enzimas como bio-produtos de limpeza pode
servir como uma opcdo viavel para resolver o problema de biofilme na inddstria alimentos
e bebidas e de impacto ambiental.

Devido & heterogeneidade da EPS e do modo de acdo das enzimas, um mix de

enzimas (liases e hidrolases) podem ser Uteis na degradacdo do biofilme. Portanto,
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formulagdes contendo enzimas diferentes parecem ser fundamentais para o seu controle
(SIMOES et al., 2010; ZANAROLI et al., 2011). Como perspectiva, biocompostos
poderiam ser produzidos e otimizados com o propdsito de degradar a matriz do biofilme,
contribuindo para a eficiéncia da etapa de higienizagdo e para serem utilizadas em
determinadas circunstancias industriais (JOHANSEN et al., 1997; HALL-STOODLEY
et al., 2004; ORGAZ et al. 2006; CORDEIRO e WERNER, 2011; RASAMIRAVAKA
et al., 2015).

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Na Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia, o Brasil criou o Comité Nacional
de Biotecnologia (BRASIL, 2007), que inclui entre as acdes estruturantes: desenvolver
tecnologia enzimatica para a producgdo de produtos Uteis e de maior valor agregado; desenvolver
tecnologias apropriadas para producdo de enzimas em grande escala por processos
fermentativos e extrativos, utilizando a biodiversidade brasileira como fonte de
biocatalisadores; estimular o uso de enzimas em segmentos industriais, tais como
alimenticio, detergentes, farmacéutico, téxtil, celulose e papel e também no tratamento de
efluentes e residuos.

Frente a isto, visto que o rendimento da producdo da enzima é influenciado por
diversos fatores e que a tecnologia de CES oferece a possibilidade de aproveitamento dos
residuos agroindustriais solidos, desta forma, minimizando os efeitos da poluicdo gerados
pelas industrias do setor alimenticio, este trabalho apresenta alternativa de valorizacdo de
residuos agroindustriais para a producéo e aplicacdo de enzimas pectinoliticas, com vistas
ao constante avanco e otimizacdo de produtos, focando no atendimento as demandas da

sociedade e considerando seus aspectos econdmicos, éticos e ambientais.
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3 MATERIAL E METODOS

Este capitulo apresenta as metodologias utilizadas para a otimizacdo e/ou
maximizacdo do processo de bioproducdo, extracdo e caracterizacdo das enzimas
pectinoliticas (exo-PG, PME e PMGL), bem como, para a aplicacdo do extrato bruto

enzimatico.

3.1 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS

A casca de laranja, género Citrus, variedade Valéncia (residuo da producéao de suco)
e o farelo de trigo (Triticum aestivun) foram obtidos de estabelecimento comercial local
(Erechim, RS). A agua de maceracdo de milho foi cedida pela empresa Ingredion Brasil
(Mogi Guagu, SP). O residuo da casca de laranja foi previamente preparado, as sementes e
as partes internas da casca (endocarpo) foram removidas manualmente. A casca (albedo e
flavedo, umidade de 75 %) foi triturada em processador de alimentos (Walita, modelo
Master). O farelo (umidade de 11 %) e a agua de maceracdo de milho (umidade de 56 %)
foram utilizados na forma adquirida.

Para caracterizacdo fisico-quimica dos residuos agroindustriais, utilizados no
processo de bioproducdo de pectinases (casca de laranja, farelo e agua de maceragédo de
milho), foram realizadas analises de pH, atividade de dgua, minerais totais, pectina, K, Cu,
Cr, Zn, Cd, Na, Al, Mg, Fe, Ca, Mn e N..

3.2 DEFINICAO DAS CONDICOES DE BIOPRODUGCAO E RECUPERACAO DE
PECTINASES

3.2.1 Micro-organismo

A cepa do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642 foi o agente bioldgico
utilizado na bioproducdo de enzimas pectinoliticas, cultivado em meio de cultura Potato
Dextrose Agar (PDA, Acumedia) durante sete dias, a 28 °C. Os esporos foram preservados
sobre refrigeracdo até seu uso, ndo excedendo o prazo de 30 dias.

Visando manter a concentragdo de esporos na mesma ordem de grandeza e especifica

para cada fermentagdo, foi realizada a sua contagem (FREIRE, 1996) em Cé&mara de
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Neubauer espelhada (LO-Laboroptik Ltd, modelo Neubauer Improved). Ao o frasco de
Erlenmeyer contendo os esporos, 20 mL de solucdo aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v) e
pérolas de vidro foram adicionadas para extracdo. Para facilitar a remocdo, uma leve
agitacdo foi realizada e a suspensdo foi transferida para um frasco de Erlenmeyer
esterilizado. Aliquota de 1 mL, desta suspenséo, foi diluida de 10 a 10° vezes em solugéo
aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v). A contagem dos esporos foi realizada utilizando camara
de Neubauer e microscépio optico (Leica, modelo DMIL). Em seguida, a suspensdao de
esporos foi diluida em &gua e inoculada ao meio de cultivo em concentragdes especificas
para cada estudo. Todo o procedimento foi realizado em cémara de fluxo laminar

(Pachane, modelo PA 310) e com material previamente esterilizado.

3.2.2 Cultivo estado solido

O cultivo estado solido (CES) foi realizado em béquer de polipropileno de 500 mL,
contendo uma mistura composta por casca de laranja triturada, farelo de trigo e agua de
maceracdo de milho em concentracdo especifica para cada etapa em estudo. Cada béquer
foi coberto com manta bacterioldgica e recoberto com folha laminada, esterilizado em
autoclave vertical (Phoenix, modelo AV75) por 15 min a 1 atm, seguido de resfriamento a
temperatura ambiente.

Em seguida, uma aliquota (1:10, v:m) de suspensdo de esporos, contendo a
concentracdo desejada para cada ensaio, foi inoculada sobre a mistura de substratos. O
meio de cultivo foi incubado em camara de germinacdo (Tecnal, modelo TE401) a
temperatura de 30°C, com umidade relativa e tempo de bioproducdo controlados,
conforme condicdo de cada experimento. Ressalta-se, que para manter a umidade relativa

do meio foi injetado ar umido saturado.

3.2.3 Avaliacao de fatores que influenciam a bioproducéo

Experimentos preliminares foram realizados para avaliar os fatores intrinsecos e
extrinsecos que podem influenciar na bioproducédo de exo-PG, tais como a concentragdo de
esporos, umidade, pH do meio e tempo de bioproducao. Nestes ensaios, fixou-se 0 meio de
bioprodugdo em 16 g de casca de laranja triturada, 2 g de farelo de trigo, 2 g 4gua de

macerac¢do de milho (8:1:1, m:m:m). Para extracdo da enzima exo-PG, utilizou-se 10 g de
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meio cultivado, diluido em 50 mL de solu¢do de 0,1 mol/L de NaCl (Sigma), sendo esta

mistura homogeneizada a 175 rpm, 20°C e durante 30 min. O sobrenadante obtido foi

transferido para tubo tipo Falcon (50 mL), procedendo a centrifugacdo (MPW Med.

Instruments, modelo 351R), nas condi¢des de 4.000 rpm, por 15 min a 4°C, seguido da

anéalise da atividade enzimatica.

a) Concentracdo de esporos no inbéculo: Para avaliar se a quantidade de esporos

apresentava algum efeito na produgdo da exo-PG, foram realizados estudos em
diferentes concentragdes de esporos (5x10%, 5x10°, 5x10° e 5x10” esporos de A. niger
ATCC 9642 por grama de meio tmido) e tempos de bioproducdo (24, 48, 72 e 96 h).

b) Teor inicial de umidade: O teor de umidade é um fator determinante no crescimento

dos micro-organismos, portanto foi analisada a influéncia do teor de umidade na
producéo enzimatica de exo-PG em diferentes tempos de bioprodugédo (24, 48, 72 e
96 h). A casca de laranja triturada foi dessecada em estufa (Marconi, modelo MA 037) a
50 °C, com renovacdo e circulacdo de ar, por 48 h. Realizaram-se, também,
experimentos com a casca in natura. O meio de bioproducdo, composto por casca de
laranja, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho, na propor¢édo de 8:1:1 (m:m:m),
foi ajustado o teor de umidade para 30, 40, 50, 60 e 70 % (b.u.). A quantidade
volumétrica de agua foi dimensionada através de célculo de balanco de massa,

descontando a umidade inicial da mistura e a aliquota de suspensédo de esporos.

Tempo de bioproducdo: Para avaliar a producdo enzimatica ao longo do tempo
(240 h), ensaios foram realizados fixando a umidade e concentracdo de esporos das

melhores condi¢cdes obtidas nos experimentos anteriores.

d) pH inicial do meio de bioproducdo: Ensaios de producdo de exo-PG foram realizados

em diferentes pH (2,5 a 6,5) do meio de bioproducdo, ajustando o pH com solucdes
tampao de 0,2 mol/L de citrato-acido cloridrico (2,5-4,0) e fosfato-hidréxido de sodio
(4,5-6,5). O tempo de fermentacéo foi de 96 h.
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3.2.4 Avaliacéo dos fatores que influenciam no processo de extracao

Primeiramente, foram testados solventes e solucbes extratoras, com forgas idnicas
diferenciadas, no processo de extracdo de exo-PG, PME e PMGL, para a melhor condig¢ao
de bioproducéo obtida nos ensaios realizados anteriormente (item 3.2.3). Agua destilada,
NaCl (0,1 mol/L), tampdo citrato (0,005 mol/L, pH 5,4), tampdo acetato (0,1 mol/L,
pH 5,0) e Tween 80 (0,1 % v/v) foram os solventes e solucbes utilizados, sendo estes
adicionados na razéo de 5:1 (v:m) ao meio de cultivo e homogeneizados a 175 rpm, na
temperatura de 20 °C e durante 30 min.

Na sequéncia, como estratégia para otimizar o processo de recuperacdo das enzimas,
foi realizado um planejamento fatorial completo 2° (Delineamento Central Composto
Rotacional - DCCR), incluindo 8 ensaios fatoriais, 6 ensaios nos pontos axiais e 3
repeticdes no ponto central, totalizando 17 ensaios. As variaveis independentes foram:
temperatura de extracdo (°C, Xj), tempo de contato (min, X;) e frequéncia de agitagédo
(rpm, X3). A Tabela 2 apresenta as variaveis independentes e seus respectivos niveis.
Considerou-se a medida da atividade enzimatica (U/gp,) de exo-PG, PME e PMGL como

variavel dependente (resposta).

Tabela 2: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo
28 para a extracdo da exo-PG, PME e PMGL.

Niveis
Variaveis independentes  Codigos
-1,68 -1 0* +1 +1,68
Temperatura (°C) X1 13,2 20 30 40 46,8
Tempo (min) X 4,8 15 30 45 55,2
Frequéncia de Agitacdo (rpm) X3 12 80 180 280 348

* Triplicata do ponto central

Posteriormente, realizou-se a avaliacdo de diferentes ciclos de extracdo, da melhor
condicdo obtida no planejamento fatorial completo 2, visando a total extracdo das enzimas
pectinoliticas (exo-PG, PME e PMGL) presentes no meio de bioproducdo. Nesta etapa,
também, avaliou-se a necessidade de efetivar a homogeneizacdo ap6s cada ciclo de
extracdo. Desta forma, apds a filtracdo, ao final de cada ciclo, o meio retido na peneira foi
transferido para o frasco de Erlenmeyer, adicionando 25 mL de solvente/solucdo extratora
e homogeneizado mecanicamente em agitador orbital (New Brunswick Scientific, modelo

Excella E25), com controle da freqiiéncia de agitagdo, temperatura e tempo, nas condi¢fes
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otimizadas de cada enzima em estudo (Tabela 2). Nos ensaios com 0 meio nhdo

homogeneizado (estético), realizou-se a filtracdo de cada ciclo adicionando 25 mL do

solvente/solucdo extratora diretamente na peneira onde se encontrava o meio de cultivo

fermentado.

Apobs cada ciclo, o sobrenadante obtido foi transferido para um tubo tipo Falcon

(50 mL), procedendo-se a centrifugacdo (MPW Med. Instruments, modelo 351R) nas

condi¢des de 4.000 rpm, por 15 min a 4°C e realizada a analise da atividade enzimatica. A

Figura 3 apresenta um fluxograma esquematico das etapas da bioproducdo e extracdo

enzimatica.
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Figura 3: Fluxograma das etapas de produgdo em cultivo estado sélido por A. niger ATCC

9642 e extracao enzimética.
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3.3 MAXIMIZACAO E/OU OTIMIZACAO DA BIOPRODUCAO DE PECTINASES

Os efeitos da composicdo do meio de cultura no processo de CES foram avaliados
através de um planejamento fatorial completo 2° (Delineamento Central Composto
Rotacional - DCCR), incluindo 8 ensaios fatoriais, 6 ensaios nos pontos axiais e 3
repeticGes no ponto central, totalizando 17 ensaios. As variaveis independentes estudadas
foram: concentracdo de casca de laranja triturada (g, X1), farelo de trigo (g, X;) e agua de
maceragdo de milho (g, Xs), conforme demonstrada na Tabela 3. Como variaveis
independentes foram fixadas a concentracdo de esporos (5x10° por grama de substrato),
umidade (65%), tempo (96 h) e a temperatura (30°C) de bioproducdo. Como varidveis
dependentes (respostas) avaliaram-se as atividades de exo-PG, PME e PMGL (U/gpy).

Tabela 3: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2°
para a bioproducéo de exo-PG, PME e PMGL.

. Niveis
Variaveis independentes**

Codigos 168 -1 0*  +1  +168

Casca de laranja (g) X1 9,28 12 16 20 22,72
Farelo de trigo (9) X 0 0,81 2 3,19 4
Agua de maceracao de milho (g) X3 0,32 1 2 3 3,68

* Triplicata do ponto central; **Variaveis independentes fixas: concentracio de esporos 5x10° por grama de
substrato Umido, umidade 65%, 96 h e temperatura 30°C.

Baseado nos resultados obtidos no planejamento 2°, um novo planejamento fatorial
completo 27 foi realizado para a producéo da exo-PG, deslocando-se os niveis das variaveis
independentes agua de maceracao de milho (g, X;) e farelo de trigo (g, X») e fixando-se o
teor de casca de laranja (9 g), concentracdo de esporos (5x10° esporos/gy,), umidade
(65%), tempo (96 h) e temperatura (30°C) de bioproducao.

O Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) incluiu 4 ensaios fatoriais, 4
ensaios nos pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios. A
Tabela 4 apresenta os niveis das variaveis independentes estudados no planejamento
fatorial completo 22 Como varidvel dependente (resposta) avaliou-se a atividade

enzimatica de exo-PG (U/gpy).
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Tabela 4: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22
para a bioproducéo de exo-PG.

Niveis
Variaveis independentes** Cadigos
-1,41 -1 0* +1  +1,41
Agua de maceracio de milho (g) X3 3,7 4,66 7 934 103
Farelo de trigo (Q) X3 0 1,16 4 648 75

* Triplicata do ponto central; **Variaveis independentes fixas: 9 g de casca de laranja, concentracdo de
esporos 5x10° por grama de substrato, umidade 65%, 96 h e temperatura 30°C.

O estudo cinético foi realizado a partir das condigdes experimentais
otimizadas/maximizadas de bioproducdo da exo-PG (9 g de casca de laranja, 4 g de farelo
de trio, 7 g de dgua de maceracdo de milho), PME (12 g de casca de laranja, 0,81 g de
farelo de trio, 7 g de agua de maceracdo de milho) e PMGL (16 g de casca de laranja, 2 ¢
de 4gua de maceracéo de milho), tendo como objetivo, avaliar a atividade das enzimas exo-
PG, PME e PMGL, consumo de agucares redutores totais (ART), concentracdo celular
(biomassa) e o pH em funcdo do tempo. As amostras foram coletadas periodicamente a

cada 12 h, durante 204 h de bioproducéo.

3.4 CARACTERIZACAO PARCIAL DAS PECTINASES

Para a caracterizacdo parcial das enzimas presentes no extrato bruto foi determinado
a temperatura e o pH 6timo de reacdo através da realizacdo de um planejamento fatorial
completo 2°. Para avaliagdo da estabilidade, 0 extrato enzimatico foi submetido a
diferentes condicdes de temperatura, pH e tempos de incubacdo, definidos com base em
relatos de literatura (ANDRADE et al., 2011; GOMES et al., 2011; DAMASIO et al.,
2011; Ll etal., 2012; YADAV et al., 2012; ZENI et al., 2013; ZENI et al., 2014).

3.4.1 Avaliacdo da temperatura e pH 6timos

Para a determinacdo dos valores 6timos de temperatura e pH das pectinases, nas
condigbes maximizadas/otimizadas, foi realizado um planejamento fatorial completo 22,
onde o pH variou de 3 a 6 e a temperatura de 30 a 80°C para as enzimas exo-PG e PMGL
(Tabela 5) e, para a enzima PME os valores de pH variaram de 5,0 a 11,0 e a temperatura
de 24 a 66°C (Tabela 6).
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Tabela 5: Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2° de pH e
temperatura 6tima das enzimas exo-PG e PMGL.

Niveis
Variaveis Independentes**  Codigos  -1,41 -1 0* +1 1,41
pH X1 3 35 45 55 6
Temperatura (°C) X 30 37 55 73 80

* Triplicata do ponto central; **Variaveis independentes fixas: solvente de extracdo: NaCl 0,1 ()mol/L, razdo
10:1 (v:m); processo de extracdo: 180 rpm, 30 °C, 30 min (exo-PG) e 180 rpm, 30 °C, 55 min (PMGL)

Tabela 6: Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2? de pH e
temperatura 6tima da enzima PME.

Niveis
Variaveis independentes**  Cdédigos -1,41 -1 0* +1 1,41
pH X1 3,02 4,2 7,0 9,8 11,0
Temperatura (°C) Xa 24 30 45 60 66

* Triplicata do ponto central; **Variaveis independentes fixas: **Variaveis independentes fixas: solvente de
extracdo: NaCl (0,1 mol/L), razdo 10:1 (v:m); processo de extracdo: 180 rpm, 30 °C, 55 min.

O pH da solucdo de reacdo da exo-PG e PMGL foi ajustado com solugdo tampéo
acetato de sodio 0,2 mol/L e Tris-HCI 0,05 mol/L, respectivamente, e incubados em
banho-maria (Nova Etica) nas diferentes temperaturas. Para analise da PME, o pH da

solucéo de reacéo foi ajustado, titulando com solucdo de NaOH (0,01 mol/L).

3.4.2 Avaliacdo da temperatura e do pH de estabilidade enziméatica

A fim de avaliar a estabilidade térmica das enzimas exo-PG, PMGL e PME, o extrato
enzimatico foi submetido a altas (40, 50, 60 e 70°C) e baixas (-80, -10 e 4°C)
temperaturas. Em altas temperaturas, 0 extrato enzimatico foi armazenado em um periodo
de 24 h e determinado a atividade enzimatica em intervalos de 1 h, durante 8 h, e apds
24 h. Em baixas temperaturas o extrato bruto enzimatico de exo-PG e PME foi armazenado
durante 21 semanas nas temperaturas de -80 e -10 °C e durante 14 semanas a 4 °C. Para a
analise de estabilidade de PMGL, o extrato bruto enzimético foi armazenado durante 10

semanas nas temperaturas de -80, -10 e 4 °C. Foi avaliada a atividade enzimatica das
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amostras, armazenadas a baixas temperaturas, em intervalos de 7 dias. A estabilidade
frente & temperatura foi expressa em termos de porcentagem residual da atividade
enzimatica.

Além de avaliar a estabilidade térmica, foi avaliado também, a estabilidade das
enzimas exo-PG e PMGL frente a diferentes pH (3 a 8). Para tanto, o pH do extrato bruto
enzimatico, obtido da fermentacdo, foi ajustado. SolugBes tampdo contendo acetato de
sodio (0,1 mol/L) foi utilizado para ajustar o pH do meio em 3,0, 4,0 e 5,0 e fosfato de
potassio (0,1 mol/L) para os pH 6,0, 7,0 e 8,0, para a enzima exo-PG. Ja, para o0 extrato
enzimatico do meio maximizado/otimizado da enzima PMGL, o pH foi ajustado aos
valores de 3,0 a 8,0 utilizando a solucdo de Tris-HCI (0,05 mol/L). A temperatura de
incubacéo da exo-PG e PMGL foi de 50 °C e 55 °C, respectivamente. A estabilidade frente

ao pH foi expressa em termos de porcentagem residual da atividade enzimatica.

3.5 APLICACAO DAS PECTINASES NA REMOCAO DE BIOFILMES

O extrato bruto enzimatico obtido do cultivo de 16 g de casca de laranja, 2 g de
farelo de trigo e 3,68 g de agua de maceracdo de milho, apds 96 h, foi avaliado quanto a
capacidade de remocéo de biofilmes formados por Pseudomonas sp., isolado de resfriador
de expansdo de leite cru apds processo de higienizacdo (FLACH et al. 2014, 2015). Deste
extrato bruto, foi quantificada a atividade das pectinases, exo-PG, PME, PMGL, xilanase,
carboximetilcelulose (CMCase) e FPase, conforme metodologia analitica descrita no item
3.6.

A cepa de Pseudomonas sp. foi inoculada em Agar Luria-Bertani (LBA) e
subcultivada por duas vezes a 30°C/24 h, para ativacdo das células. Em seguida foi
efetuada uma suspensdo de células em solucdo salina (NaCl 0,9 %) e a turbidez foi
comparada & escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL). A suspenséo de células foi
diluida em caldo LB (Luria-Bertani Broth) esterilizado visando a obtencdo do indculo
inicial de 5x10°UFC/mL (Biofilme). Uma aliquota de 150 pL do inéculo inicial
padronizado foi adicionada a cada cavidade da microplaca poliestireno de 96 cavidades
(Olen, modelo K30-5096P) e incubada a 30 °C/24 h.

Na sequéncia, para remocdo de células plancténicas, foi aspirado o meio de cultura
das cavidades e lavado por duas vezes com 200 pL de solugdo salina (NaCl 0,9 N). Apos,

uma aliquota de 200 pL de extrato bruto enzimatico foi aplicada sobre os biofilmes
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previamente formados nas microplacas de poliestireno (96 cavidades), variando-se o tempo
de contato (10, 15, 20, 30 min, 60, 120 e 360 min) e concentracdo do extrato enzimatico
(2:2,5, 1:5 e 1:7,5 - massa do meio fermentado:volume de solu¢gdo NaCl 0,1 mol/L) e
incubados a 30 °C. As cavidades foram lavadas com solucdo salina, para remocgédo das
enzimas, adicionado metanol (99 %) para fixacdo das células, coradas com solugdo de
cristal violeta, incubadas por 5 min e ressuspendido com &cido acético glacial (33 %). A
leitura foi realizada em espectrofotometro (EL 900 Biotel Instrumens, INC.) a 490 nm
(Aa90). Todos os ensaios foram realizados com controle de crescimento e de esterilidade. Os

resultados obtidos foram expressos em porcentagem de remocao de biofilme.

3.6 METODOS ANALITICOS

A seguir serdo descritas as determinacdes fisico-quimicas realizadas para
caracterizacdo dos substratos (avaliagdo e macro e micro-nutrientes, atividade de agua,
umidade inicial e pH), cinética de producdo (ART, biomassa e pH) e os protocolos para

avaliacdo das atividades enzimaticas (exo-PG, PME, PMGL, Xilanase, CMCase e FPase).

3.6.1 Acucares redutores totais (ART)

Para determinacdo do teor de acgUcares redutores totais utilizou-se 0 método descrito
por Fontana et al. (2005) e Poletto (2015). Inicialmente, 1 g de meio umido fermentado foi
tratado com 10 mL de H,SO4 (1,5 mol/L) a 100 °C por 30 minutos. Apos resfriamento, a
suspensdo foi neutralizada com NaOH (4 mol/L), tratada com solucdes de ferrocianeto de
potassio (15%) e sulfato cuprico (30%) a fim de promover a desproteinizacdo e
clarificacdo e filtrada. Os agUcares redutores totais foram quantificados pelo método do
acido dinitrosalicilico, DNS (Miller, 1959). A concentracdo de acUcar redutor foi
determinada através da curva de calibracdo utilizando glicose na concentracdo de 0,01 e
0,1 g/mL. A absorbancia das amostras foram medidas em espectrofotdmetro (Agilent
Technologies, modelo 8453) a 545 nm ((As4s) € 0s resultados foram expressos em mg de

acucares redutores por grama de meio iumido fermentado (mg/gpu)
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3.6.2 Atividade de agua

A medida da atividade de &gua do meio de bioproducdo foi realizada em
equipamento (Aqualab, modelo CX 2), previamente calibrado com solucdo de NaCl
(4,5 mol/L, a, 0,882) na umidade de equilibrio 25 + 0,5 °C.

3.6.3 Atividade da exo-PG

A atividade da exo-PG foi mensurada pela quantificagdo dos grupos redutores,
expressos em &cido galacturdnicos liberados durante incubacdo de 0,8 mL de solucdo de
pectina citrica (0,5% m/v, diluida em tampdo acetato de sédio (200 mmol/L) e
previamente aquecida em banho-maria, 37 °C, 15 min) e 0,2 mL do sobrenadante (extrato
enzimatico), por 6 minutos a 37 °C. Passado o tempo de reacdo, imediatamente, a cada
tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de reagente de &cido 3,5-dinitrosalicilico, DNS
(MILLER, 1959), encaminhou-os para aquecimento (banho de agua em ebuli¢do) por um
periodo de 8 min (desnaturacdo da enzima e formacao da cor) seguido de resfriamento em
banho de gelo. Apos, adicionou-se 8 mL de solugdo de tartarato duplo de so6dio-potassio
(50 mmol/L, Vetec) procedendo-se a homogeneizacéo e efetivacdo da leitura da medida da
absorbancia em espectrofotémetro (Agilent Technologies, modelo 8453), no comprimento
de onda de 540 nm (As40).

Realizaram-se ensaios de controle e pectina, seguindo as mesmas condic6es descritas
anteriormente, porém sem adicdo pectina citrica na solu¢do tampdo e do extrato bruto
(adicdo de solucao tampao), respectivamente. Uma unidade de atividade (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de acido galacturénico por
minuto (U=umol/min), nas condi¢bes de reacdo e segundo a curva padrdo estabelecida,
utilizando acido a-D-galacturénico monoidratado (peso molecular 212,16 g/mol, Sigma)
como acucar redutor, na faixa de 0 a 1 mg/mL.

A atividade da exo-PG foi expressa em unidade de atividade por grama de meio

Umido fermentado (U/gy,) e calculado de acordo com a Equacéo 1.
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Equacdo 1:
EX0-PG = [(ABSreacio — ABSpectina — ABSextrato) X X d X R] + [ PM x ] Q)
Onde: Exo-PG = Atividade da enzima exo-poligalacturonase (U/gpy);
ABSieaczo = Absorbancia do extrato enzimatico no meio reacional (enzima+substrato);
ABSeciina = Absorbancia do substrato;
ABSexirato = Absorbancia do extrato enzimatico sem o substrato;
f = Fator de conversdo da curva padréo (g/mL);
d = Diluig&o da enzima no meio reacional;
R = Razdo solvente/meio fermentado na extragdo enzimatica (mL/g);
PM = Peso molecular do &cido a-D-galacturdnico monoindratado (212,16 g/mol);
t = Tempo de reacdo (min).

3.6.4 Atividade da PME

A atividade de pectina metilesterase (PME) foi determinada segundo método
titulométrico descrito por Hultin et al. (1966). Um mililitro do sobrenadante (extrato bruto
enzimatico) foi adicionado sobre 30 mL de pectina citrica (1 % m/v, diluida em NaCl
0,2 mol/L, pH 7,0, 30 °C + 2). O pH da solu¢édo foi mantido em 7,0 £ 0,2 durante 10 min,
titulando-se com NaOH (0,01 mol/L). Uma unidade de PME foi definida como a
quantidade de enzima capaz de catalisar a desmetilacdo de pectina correspondente ao
consumo de 1 pmol de NaOH min™ mL™, nas condiges do ensaio. Realizaram-se ensaios
de branco, seguindo as mesmas condicdes descritas anteriormente, porém utilizando agua
destilada com agente de reacdo. A atividade da PME foi expressa em unidade de atividade

por grama de meio umido fermentado (U/gy,) e calculado de acordo com a Equacéo 2.

Equacéo 2:
PME = [VxMxR] +[t] (2)
Onde: PME = Atividade da enzima pectina metilesterase (U/gyu);

V = Volume gasto na titulacdo durante 10 min de reacdo a 30 °C e pH 7,0;

M = Molaridade do NaOH (0,01 mol/L);

R = Razdo solvente/meio fermentado na extracdo enzimatica (mL/g);

t = Tempo de reagdo (min).
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3.6.5 Atividade da PMGL

A atividade da pectina liase (PMGL) foi determinada segundo método de Ayers et al.
(1966), descrito por Pitt (1988). O método determina os produtos insaturados finais da
degradacdo da pectina pelo acido tiobarbitirico. A mistura de reacdo, constituida de
50mL da solucdo de pectina citrica (1% m/v, Sigma, diluida em tampdo Tris-HCI
(0,05 mol/L, pH 4,5), 1,0 mL da solugdo de CaCl, (0,01 mol/L), 1,0 mL do sobrenadante
(extrato enzimatico) e 3,0 mL de agua destilada foi disposta em tubo tipo Falcon,
homogeneizada e incubada por 20 min a 55°C. Passado o tempo de reacdo, adicionou-se a
mistura, 0,6 mL de uma solugdo de ZnSO, 7.H,O (9% m/v) e 0,6 mL de NaOH
(0,5 mol/L) e a mistura de reacédo foi centrifugada (4.000 rpm, 10 min, 5°C; MPW Med.
Instruments, modelo 351R). Em seguida, uma aliquota de 5 mL do sobrenadante (mistura
de reacdo) foi transferida a um tubo de ensaio e adicionado 3,0 mL de &cido tiobarbitdrico
(0,04 mol/L), 1,5 mL de HCI (0,1 mol/L) e 0,5mL de agua destilada. Os tubos foram
fechados, encaminhados para aquecimento (banho de dgua em ebulicdo) por um periodo de
30 min e resfriados. Em seguida foi efetivada a medida de absorbancia em
espectrofotometro (Agilent Technologies, modelo Agilent 8453) no comprimento de onda
de 550 nm (Ass0). Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima que causa a mudanca de 0,01 na absorbancia a Asso, nas condi¢des do ensaio (PITT,
1988). A atividade da pectina liase foi expressa em unidade de atividade por grama de
meio Umido fermentado (U/gy,). Realizaram-se ensaios de branco, seguindo as mesmas

condic@es descritas anteriormente, porém sem adicdo pectina citrica na solucéo.

3.6.6 Atividade da FPase

Para a enzima celulase, a atividade foi determinada como atividade de papel filtro
(FPA) e expressa em unidades de papel filtro (FPU — Filter Paper Units) por volume de
enzima original (GHOSE, 1987) e quantificada seguindo o método de DNS (MILLER,
1959), descrito em Astolfi (2014), nas condi¢bes de ensaio (tampdo citrato de sddio 0,05
mol/L, pH 5,3, 50 °C, 60 min). Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 umol de acucar redutor por minuto (U=umol/min). A

curva padréo foi estabelecida utilizando glicose nas concentracfes de 0,1-6,7 mg/mL. A
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atividade da FPase foi expressa em unidade de atividade por mL de extrato bruto
enzimatico (U/mL).

3.6.7 Atividade da Carboximetilcelulase (CMCase)

A atividade da enzima CMCase foi determinada pela medida dos agucares redutores
(GHOSE, 1987) seguido do método de DNS (MILLER, 1959), descrito em Astolfi (2014),
nas condicdes de ensaio (tampdo citrato de sddio 0,05 mol/L, pH 4,8, 50 °C, 30 min). Uma
unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar
1 umol de acgucar redutor por minuto (U=umol/min), nas condicGes de reacdo e segundo a
curva padrdo, utilizando glicose nas concentragdes de 0,1-6,7 mg/mL. A atividade para
CMCase foi expressa em unidade de atividade por mL de extrato bruto enzimatico (U/mL).

3.6.8 Atividade da Xilanase

A atividade da enzima Xilanase foi determinada pela quantidade de acUcares
redutores liberados a partir de xilana (BAILEY et al., 1992) e medida pelo método de DNS
(MILLER, 1959), descrito em Astolfi (2014), nas condicGes de ensaio (tampéo citrato de
sodio 0,05 mol/L, pH 5,3, 50 °C, 5 min). Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de acglcar redutor por minuto
(U=umol/min). A curva padrdo foi estabelecida utilizando xilose nas concentra¢Ges de 0,1-
5,0 mg/mL. A atividade da xilanase foi expressa em unidade de atividade por mL de

extrato bruto enzimatico (U/mL).

3.6.9 Determinacdo da concentracado celular (Biomassa)

Para determinacdo da concentracdo celular foi utilizado o método indireto descrito
por Aidoo et al. (1981), mensurando a quantidade de glicosamina. Esse método pode ser
observado em trabalhos realizados por Scotti et al. 2001, Desgranges et al. (1991),
Valaddo (2005), Zamani et al. (2008), Ruiz et al. (2012), Mohammadi et al. (2013),
Chysirichote et al. (2014), Steudler e Bley (2015) e por Poletto (2015).
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Para estimar a concentragdo celular (biomassa) em CES (mg de biomassa/g de meio
fermentado Umido), seguiu-se a metodologia sugerida por Scotti et al. (2001) e descrita em
Poletto (2015), na qual demonstraram que existe uma correlagéo definida entre a medida
de glicosamina e a biomassa (concentracdo celular) obtida em condi¢des submersas. Para
tanto, primeiramente foi determinado o teor de glicosamina (mg) das amostras de micélio
seco de A. niger ATCC 9642 cultivado em meio liquido, sendo que os valores obtidos
foram correlacionados com a massa de biomassa seca do micro-organismo (mg).

Para a quantificacdo da glicosamina, adicionou-se 5 mL de solucdo de HCI
(6 mol/L) a 0,5 g de amostra, sendo mantida em banho de &gua fervente por duas horas.
Em seguida, a amostra foi resfriada e filtrada a vacuo. Do sobrenadante, transferiu-se 1 mL
para um baldo de 25 mL, adicionando uma gota de solugdo alcodlica de fenolftaleina
(0,5%, p/v). Logo apos, a neutralizacdo foi efetuada titulando com solugdo de NaOH
(3 mol/L), seguindo-se da titulacdo reversa, utilizando solucdo de KHSO, (1%) até a
coloracdo rosa desaparecesse. O volume do baldo foi completado para 25 mL utilizando
agua destilada. Para determinacdo do teor de glicosamina, 1 mL da solucéo resultante da
hidrolise foi misturada a 1 mL do reagente acetilacetona (0,5 mol/L). A mistura foi
mantida em banho de agua fervente por 20 minutos. Apds resfriamento, 6 mL de etanol e
1 mL do reagente de Erlich foram adicionados a solucdo, seguido de aquecimento a 65 °C
por 10 minutos. Os valores de absorbancia foram medidos contra o branco, no
comprimento de onda de 530 nm (As30), em espectrofotdmetro (Agilent Technologies,
modelo 8453). Para a curva padrdo, utilizou-se glicosamina como agucar redutor na faixa
de 0 a 0,05 mg/mL. Para determinacdo da biomassa fungica (mg/g meio de fermentado) em
CES foi determinado o valor de glicosamina do cultivo de A. niger ATCC 9642 em meio

submerso na concentracdo de 0 a 0,5 g de biomassa seca.

3.6.10 Determinacdo de minerais totais componentes minerais

O teor de minerais totais foi determinado apds a queima das amostras em mufla a
550°C, por 6h (Instituto Adolfo Lutz, 2005). Os resultados foram expressos em
porcentagem (%, m/m).

Nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl (VELP DK-20 e UDK-
126D) segundo metodologia da AOAC (1995). Os teores de cobre, cromo, zinco, cadmio,

aluminio, sddio, calcio, magnésio, potassio, manganés e ferro foram determinados por
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espectrometria de absorcdo atdmica em chama FAAS (Varian Spectra AA-55), segundo
metodologia descrita pela AOAC (1995). Foram utilizadas lampadas de catodo oco de Mg,
K, Mn, e Fe como fonte de radiacdo. Os elementos foram medidos em condicGes de
operacao otimizadas por FAAS em chama ar/acetileno ou 6xido nitroso/acetileno. Para
eliminar possiveis interferéncias foi adicionado cloreto de lantanio 1% na determinacéo de
Mg e Ca, cloreto de potéssio 25% para a determinacdo do Al e solucéo de Ca a 1000 ppm,
para determinacdo do elemento Fe. Os célculos dos teores dos minerais nas amostras foram
baseados em uma curva de calibracdo obtida com as solug¢Ges padrdo. Os resultados foram

expressos em mg/goy.

3.6.11 Quantificagdo de pectina

A determinacdo de pectina foi baseada no procedimento proposto por Rangana
(1979). A extracdo da pectina foi realizada utilizando HCI (0,05 N), seguido de
aquecimento (80-90 °C) por duas horas e mantendo-se o volume inicial constante. Apds
resfriamento a temperatura ambiente, a solucdo foi neutralizada com NaOH (0,1 N),
adicionado 10 mL de NaOH (1 mol/L) e acondicionado por 12 h. Apés esse procedimento,
sob agitacdo constante, foi misturado 50 mL de acido acético (1 mol/L) e mantido por
5 min. Passado este tempo, adicionou-se 25mL de cloreto de calcio (1 mol/L) e
permaneceu-se em repouso por 1 (uma) hora. A amostra foi levada a ebulicdo por 2 min e
filtrada. O precipitado foi lavado com agua destilada fervente, para eliminacdo dos
cloretos. Para verificacdo da presenca destes cloretos, fez-se o teste usando uma solucéo de
nitrato de prata (1%), até que o liquido filtrado ndo se tornasse turvo. O papel de filtro,
previamente seco e pesado, com o precipitado, foi mantido em estufa a 105 °C até peso
constante. As amostras foram resfriadas em dessecador e pesadas. O teor de pectina foi
calculado pela diferenca ente o peso inicial e final e expresso em porcentagem de pectato

de calcio.

3.6.12 pH

Preparou-se uma suspensdo de 10 mL de agua destilada e 1,0 g da amostra (mistura

dos substratos). Apds homogeneizagdo a suspensao foi deixada em repouso por um periodo
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de 30 min, seguida da medida de pH que foi mensurada em potenciometro digital,
previamente calibrado com as solucdes padrdes (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

3.6.13 Umidade

Para analise de umidade pesou-se aproximadamente 2 g do meio de bioprodugdo em
cadinho de aluminio previamente dessecado em estufa (Odontobras, modelo EL1.3) de
renovacdo e circulacdo de ar a 105 °C por 24 h. O teor de umidade foi expresso em
porcentagem, sendo calculado pela diferenca de peso inicial e final da amostra
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

3.6.14 Determinacdo dos fatores de producdo, conversdo e da produtividade do
processo

A determinacdo dos fatores de producdo especifica, relacionada a formacao de
enzimas com a concentracdo celular no processo, conversdo de substrato em produto,

conversao de substrato em célula e produtividade méassica apresentam-se nas 3 a 6.

Equacéo 3:
Ypix = Pmax/Xmax (3)
Onde: Yp/x = Fator de producéo especifica (U/mg);

Pmax = Maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/gpu).

Equacéo 4.
Ypis = Pmax/(So - Spmax) (4)
Onde: Ypss = Fator de conversao de substrato em enzimas (U/mg);
max = Maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/gpy);
So = Concentracdo inicial de substrato (mg/gpy);

Sp.max = Concentracao de substrato no instante em que ocorreu Pmax (Mg/gby).
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Equacdo 5:
Yxis = Xmax/(So— Sxmax) (5)
Onde: Yxs = Fator de conversdo de substrato em células (mg/mg);

Xmax = Maxima concentragdo celular obtida no processo (mg/gpu);

So = Concentracdo inicial de substrato (mg/gpu);

Sx max = Concentracdo de substrato no instante em que ocorreu Xmax (Mg/gbu)-

Equacdo 6:
Pv = Pmax/ Tp.max (6)
Onde: P = Produtividade méssica (U/gpy /h);

Pmax = Maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/gpu);

Tpmax=Tempo de processo em que ocorreu Pmax (h).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos referente a atividade enzimatica dos ensaios preliminares da
bioproducdo de exo-PG, das diferentes condigdes de extracdo, cinética de producéo,
caracterizacao e aplicacdo foram representados graficamente, mediante média (triplicata) e
barra de erro (desvio padrao). Esses resultados foram tratados estatisticamente pela Anélise
de Variancia (ANOVA) e a comparacdo entre as diferencas das médias pelo teste de Tukey
com auxilio do software Statistica versdao 8.0, com nivel de significancia de 95 % de
confianga.

Os resultados obtidos nos planejamentos fatoriais foram tratados estatisticamente
segundo metodologia de planejamentos de experimentos, com auxilio do software
Statistica versdo 8.0, ao nivel de significancia de 95 % de confianca. Para validacdo dos
modelos foi utilizada a analise de variancia, verificando-se o coeficiente de correlacdo e a

amplitude de grandeza do Fcajcuiado €M relacéo ao Fiapelado (P<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discussdes referentes a
otimizacdo/maximizacdo da producdo e extracdo das pectinases exo-poligalacturonase
(exo-PG), pectina metilesterase (PME) e pectina liase (PMGL) por Aspergillus niger
ATCC 9642 em cultivo estado solido (CES), empregando casca de laranja (CL), farelo de
trigo (FT) e &gua de maceracdo de milho (AMM) como substrato, bem como a
caracterizacdo parcial e aplicacdo do extrato bruto enzimético. Primeiramente, serdo
apresentados os resultados da caracterizacdo fisico-quimica dos residuos agroindustriais e
dos efeitos da concentracdo de esporos, umidade, tempo de fermentacdo e pH na
bioproducdo de exo-PG. Em seguida, serdo apresentados o0s resultados da
otimizacdo/maximizacdo do processo de extracdo, recuperacdo e bioproducdo e da
caracterizacao parcial das enzimas exo-PG, PMGL e PME. Finalizando esse capitulo, sera
mostrado os resultados da aplicacdo do extrato bruto enzimatico na remoc¢éo de biofilmes

formados por Pseudomonas sp.

4.1 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS

Diversos compostos proteicos e nao proteicos podem exercer efeito inibitorio, ou
mesmo, indutor na producdo das pectinases. Os principais componentes nutricionais dos
residuos agroindustriais sdo celulose, amido, lignina e a pectina. Durante o crescimento e a
multiplicacdo dos micro-organismos, compostos de carbono sdo metabolizados e
convertidos em biomassa e didéxido de carbono. Varios sdo 0s micro-organismos capazes
de utilizar estas substancias como fontes de carbono e de energia através da producdo de
uma vasta gama de enzimas (JOLIE et al., 2010; OLIVEIRA, 2013).

A caracterizacdo dos residuos agroindustriais, visando a quantificacdo de micro e
macronutrientes, utilizados como meio na bioproducdo das enzimas pectinoliticas em
cultivo estado solido (CES) e pelo agente microbiologico A. niger ATCC 9624,
apresentam-se nas Tabelas 7 e 8 e teve por objetivo caracterizar os residuos em termos de
pH, atividade de agua, umidade, pectina e componentes minerais. Os valores foram

expressos em base Umida.

40



Resultados e Discussao

Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas dos residuos agroindustriais e no meio
formulado.

. . . Minerais
Residuo gzctgns) Atlv;;dige de Ur?(izz)ide pH Totais
D g (%, b.u.)
Casca de laranja 3,38 +£0,46 0,99+ 0,01 76,40% £0,17 488" +0,07 0,93"+0,16
Farelo de trigo - 0,72°+0,02 13,65° £ 0,23 6,89°+0,02 4,03 +0,48
AMM - 0,93° +0,01 57,40°+ 0,80 4,18°+0,14 7,45°+0,97
Meio* - 0,98%+0,01 65,38° + 0,09 4,31°+0,08 2,67°+0,07

Meédias (b.u. - base imida) + desvio padrdo seguidas de letras iguais nas colunas indicam ndo haver diferenca
significativa ao nivel de 95% de confianca (Teste de Tukey). *Meio de cultivo: 16 g de casca de laranja
triturada, 2 g de farelo de trigo e 2 g de 4gua de maceracdo de milho.

Tabela 8: Teores de componentes minerais nos residuos agroindustriais € no meio
formulado.
Componentes Residuos e meio de brioproducao* (mg/gy.)
minerais Casca de laranja Farelo de trigo AMM Meio**
Fe 0,57° +0,07 9,98+ 0,38 7,27° +0,25 2,41°+0,14
Mn 0,09° +0,01 10,16 + 0,29 0,42°+0,04 2,07° +0,01
Na 14,68 + 1,54 45,24% + 0,58 38,89° + 3,36 26,01 + 0,48
K 5,58 +0,65 451,12*+9,93 85,50 + 9,70 19,49°+ 1,12
Cd 0,04°+0,01 0,16+ 0,01 0,07° +0,01 0,04°+0,01
Cu 0,16°+ 0,07 0,74*+0,04 0,74*+0,12 0,37° +0,17
Al 6,01°+ 2,22 14,05 + 0,39 7,78° 0,06 1,89°+0,18
Ca 783,62° + 13,03 1045,37% + 39,55 268,88°+ 9,59 764,40° + 20,77
Cr 0,06" + 0,04 1,50* + 0,04 0,07° +0,06 0,08" + 0,05
Mg 163,62°+ 7,71 339,46" + 15,74 471,45% + 24,22 134,03 + 3,68
Zn 0,40°+ 0,41 5,53+ 1,86 0,31°+ 0,04 2,36 + 0,12
N, 1,60° + 0,10 25,60 £ 0,30 30,50 + 0,40 8,40° £ 0,70

*Médias + desvio padrdo seguidas de letras iguais nas linhas indicam ndo haver diferenca significativa ao
nivel de 95% de confianca. **Meio de cultivo: 16 g de casca de laranja triturada, 2 g de farelo de trigoe 2 ¢
de &dgua de maceragéo de milho.

Conforme dados mostrados na Tabela 7, a casca de laranja apresentou 3,4 % by — pase
amida. (14 % ps _ pase seca) d€ pectina. O teor em substancias pécticas varia de acordo com a
origem botanica do produto vegetal. Entre os subprodutos de inddstrias agricolas e
alimentares ricos em substancias pécticas, bagaco de macd, albedo citrico e a polpa de
beterraba acucareira apresentam teores superiores a 15 %ps de pectina (PANCHEYV et al.,
2010; CANTERI et al., 2012). Farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho apresentaram
maiores teores de nitrogénio e minerais totais (Tabela 8), quando comparados com a casca
de laranja. O meio de formulado apresentou teor de nitrogénio de 8,4 mg/gu, (24 mg/gps).

O meio de bioproducdo apresentou atividade de agua (Aw) de 0,98 e umidade de
65,4 %, respectivamente. Esses parametros de processo apresentam efeitos significativos

no crescimento dos micro-organismos, esporulacdo e producdo de enzimas, como pode ser
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constatado na literatura. Gervais e Molin (2003) avaliaram a producdo das enzimas
poligalacturonase e D-xylanase em diferentes valores de atividade de &gua (0,95-0,99)
produzida por Trichoderma viride TS e a maxima produgdo ocorreu no valor de A, de
aproximadamente 0,98. Taragano e Pilosof (1999) avaliaram a influéncia do pH, tempo e
atividade de agua utilizando a ferramenta de planejamento experimental para producgdo das
pectinases e observaram que utilizando um substrato com A,, de 0,93 favorece a produgéo
das enzimas PME e PMGL e acima de 0,97, a producéo de PG em fermentacdo em estado
solido (FES) por A. niger 148. Hamidi-Esfahani et al. (2004) analisaram o crescimento do
fungo filamentoso A. niger em diferentes teores de umidade (40-65 %) e atividade de dgua
(0,45-0,65) e observaram que estes dois parametros propicia no aumento do numero de
células vidveis presente no meio contendo farelo de trigo. Corona et al. (2005)
investigaram o teor de agua de agua durante o cultivo de Gibberella fujikuroi em FES
(farelo de trigo e amido soluvel) e verificaram que altos contetdos de umidade e atividade
de a&gua (0,99) favorecem o processo de fermentacdo e a producdo de metabolitos.
Alcantara et al. (2010), no processo de fermentacdo semisélida (pedunculo de caju, A.
niger CCT 0916) destacam o valor da atividade de &gua como um fator importante, pois
estd diretamente relacionada com a quantidade de agua disponivel ao micro-organismo
responsavel pela sintese de pectinases, sendo que a maxima atividade pectinolitica foi
obtida com A, igual a 0,99.

Outro fator importante que influencia na producéo das pectinases é o pH do meio de
bioproducdo, que neste estudo obteve como resposta 4,3, sendo esse favoravel ao
crescimento dos fungos filamentosos, conforme relatos de literatura (SANTOS, 2007;
OLIVEIRA, 2013). Malvessi e Silveira (2004) estudaram a influéncia do pH (2 a 7) na
producdo da PG por A. oryzae CCT3940 e melhores resultados foram obtidos em pH entre
4 e 5, durante 96 h de fermentacdo submersa (FS). Fawole e Odunfa (2003) analisaram
algumas variaveis que afetam a producdo de enzimas pectinoliticas e constataram que a
utilizacdo de um meio de bioproducdo com pH proximo ao valor de 5 favorece o
crescimento do A. niger em FS e que valores abaixo e acima reduzem o crescimento do
micro-organismo e o nimero de micélio, afetando assim, a producéo enzimatica.

Koser et al. (2014) avaliaram a atividade enzimatica da PMGL utilizando diferentes
residuos agroindustriais (palha de trigo, bagaco de macd, casca de liméo,casca de laranja e
papel), fontes de nitrogénio (extrato de levedura) e carbono (glicose), pH (2 - 7) e teores de

umidade (50 - 75 %) e os resultados obtidos, desta investigacdo, demonstraram que as
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condicdes de cultura tém grande influéncia sobre o potencial de producédo de pectina liase
por A. oryzae.

Além dos residuos apresentarem diversificada quantidade de nutrientes e condi¢bes
favoraveis para o crescimento e multiplicagdo dos micro-organismos (Tabela 7 e 8), os
meios em estudo, apresentam, também, consideravel quantidade de componentes minerais
(Tabela 8), tais como, K, Ca e Mg. Gummadi et al. (2007) indica que a presenca de sais
com o Na, K e Li, favorecem a producdo das enzimas pectina liase e pectato liase.
Normalmente o substrato do meio de fermentacdo é suplementado com sais minerais como
reportado por Camargo et al. (2005), Diaz et al. (2013) e Sandri et al. (2013).

4.2 ESTUDO DE VARIAVEIS QUE INFLUENCIAM NA BIOPRODUCAO DA EXO-
PG

Estudos preliminares foram realizados para maximizar o processo de bioproducao de
exo-PG. Paratanto, foi avaliada a influéncia da concentracéo de esporos, teor de umidade e
pH em diferentes tempos de cultivo por A. niger ATCC 9642.

4.2.1 Concentracao inicial de esporos

Avaliou-se a concentracdo de esporos viaveis de A. niger ATCC 9642 (5x10* a
5 x 10" esporos/gyy) inoculados ao meio sélido de cultivo (24 a 96 h) e os resultados
apresentam-se na Figura 4. A maxima atividade de exo-PG foi de 10,7 U/gp, (30,6 U/gps)
em 72 h de bioproducdo e na concentragdo de 5 x 10" esporos/gy, (65% de umidade). Esta
atividade ndo diferiu significativamente (p>0,05) da obtida ao empregar a concentracdo de
5 x 10° esporos/gy, € desta forma, definiu-se esta concentragdo de esporos para 0s ensaios
subsequentes deste estudo.

Estes resultados de producédo de exo-PG corroboram os obtidos por Alcantara e Silva
(2011) ao empregar pedunculo de caju seco (50 % de umidade) e concentracdo de esporos
de 10° esporos/gyy. Gomes et al. (2010) e Zeni et al. (2011), em FS utilizando A. niger
ATCC 9642 e Penicillium brasilianum, respectivamente, também utilizaram concentracéo

de 5x10° esporos/mL.
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Figura 4: Atividade de exo-PG em funcdo do tempo de fermentacdo (24 a 96 h)

empregando diferentes concentragdes de esporos (5 x 10*a 5 x 107 esporos/gsy) Condicoes
de cultivo: composicdo do meio (casca de laranja triturada, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho,
8:1:1, m:m:m), 65 % de umidade, pHinicia 4,3, 30 °C. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relacdo
solvente:substrato 5:1 (v:m), 30 min, 20 °C, 175 rpm. Letras maiusculas iguais indicam ndo haver diferenca
significativa ao nivel de 5 % entre diferentes hachuras, isto ¢, mesma concentracdo de esporos, letras
minusculas iguais indicam ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5 % entre hachuras iguais, isto é,
mesmo tempo de fermentacdo (Teste de Tukey).

4.2.2 Teor inicial de umidade dos meios

O teor de umidade é um parametro significativo no crescimento dos micro-
organismos e consequentemente na producdo de enzimas, que catalisam substancias
complexas, gerando compostos de facil assimilacdo. A agua apresenta papel de destaque
no CES em virtude do seu grau de interacdo com as substancias que compdem a fase sélida
(GERVAIS e MOLIN, 2003).

Neste estudo, na mistura de bioproducdo (umidade 18 %) contendo casca de laranja
triturada e previamente dessecada, farelo de trigo e dgua de maceracdo de milho, foi
adicionada agua destilada para corrigir o teor de umidade para 30 % (aw = 0,830), 40 %
(aw=10,861), 50 % (a = 0,888), 60 % (a, = 0,936) e 70% (ay = 0,985). A casca de laranja
ndo dessecada (in natura) apresentou o valor de umidade de 65% (aw = 0,965).

A Figura 5 apresenta a atividade de exo-PG (U/gn,) em funcdo dos diferentes teores
de umidade inicial do meio de cultivo (30, 40, 50, 60, 65 e 70 %) e do tempo de
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fermentacdo (0 a 96 h). Observa-se que, ao utilizar a casca de laranja in natura (65 % de
umidade), a méaxima atividade de exo-PG foi de 10,3 U/gy, (29,42 U/gys), ap6s 48 h de
bioproducdo. Este resultado indica que ndo € necessaria a operacdo de pré-dessecacao do
residuo, reduzindo custos energéticos e tempo de bioprocesso, definindo assim, a umidade,

de 65 %, para 0s proéximos ensaios.
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Figura 5: Atividade da exo-PG em diferentes teores de umidade (30 a 70 %) e tempos de

fermentacdo (0 a 96 h), utilizando casca de laranja triturada in natura e pre-dessecada.
Condicdes de cultivo: composicdo do meio (casca de laranja, farelo de trigo e 4gua de maceracao de milho,
8:1:1, m:m:m), 30°C, 5x10° esporos/gs,. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relacéo solvente:substrato
5:1 (v:m), 30 min, 20 °C, 175 rpm.

Avaliando relatos de literatura, alguns autores estudaram a influéncia da umidade na
atividade enzimatica da PG. Alcantara et al. (2010) em CES (A. niger CCT 0916,
pedunculo de caju seco e moido, 80 h) atingiram maior atividade (11,0 U/gy,) ao utilizar o
meio com 50 % de umidade, suplementado com 0,5 % de sulfato de aménio e 71 h de
fermentacdo. Souza et al. (2010) empregando casca e albedo de maracuja (40 % de
umidade e 1 % de fonte de nitrogénio) encontraram um valor de 20,9 U/g,, em 66 h de
cultivo. Santos et al. (2008) observaram que a melhor condicdo de producdo de exo-PG
(10,1 U/gpy) por A. niger CCT0916 foi na umidade de 40% (residuo do peddnculo de caju
seco em FES) e suplementado com 1 % de sulfato de amdnia, em 22 h de fermentacao.
Castilho et al. (2000), em cultivo de farelo de trigo, soja e A. niger, verificaram &étimos
rendimentos de exo-PG (25,0 U/mL) com umidade de 40 % em 70 h de fermentagéo.

Rodriguez Fernandez (2009), utilizando polpa citrica (50 a 65 % de umidade) por A. niger
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F3, verificou que a atividade enzimética (238,5 U/gys) foi maior no meio com umidade
inicial de 65 %. Blandino et al. (2002) investigaram o efeito do teor de umidade (50 a
60 %) na producdo da poligalacturonase por A. awamori e constataram que o contetdo de
60 % favorece o crescimento e a producdo da enzima devido aos efeitos de difusdo de

oxigénio, contetdo de agua disponivel e hidratacdo dos substratos.

4.2.3 Tempo de fermentagéo

A Figura 6 apresenta os resultados da influéncia do tempo de fermentacdo (24-
240 h) na bioproducéo da exo-PG em CES. Observa-se que a maior producdo enzimatica
foi de 10,61 U/gy, (30,1 U/gys) obtida em 216 h, porém ndo apresentando diferenca
significativa ao nivel de 95% entre 48 a 240 h.
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Figura 6: Atividade da exo-PG em diferentes tempos de fermentacdo (24 a 240 h).
Condicdes de cultivo: casca de laranja, farelo de trigo e &gua de maceracdo de milho (8:1:1, m/m/m), 65 % de
umidade, 30°C, 5x10° esporos/gs,. Condices de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relacdo solvente:substrato
5:1 (v:m), 30 min, 20 °C, 175 rpm. Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5 %
(Teste de Tukey).

Na literatura encontram-se citados alguns trabalhos relacionando a producdo de
pectinases em CES em funcdo dos substratos e tempo de fermentacdo. Diaz et al. (2012)
estudaram a producéo de exo-PG, por A. awamori, usando como substrato uva branca e/ou
casca de laranja pré-dessecadas, atingiram atividade de aproximadamente 15,0 U/gps
empregando como substrato apenas casca de laranja (70 % de umidade), apds 96 h de
fermentacdo. Heerd et al. (2012) em meio de cultivo farelo de trigo e casca de laranja, na
propor¢do de 70:30 (m/m), a atividade maxima (19,5 U/gys) encontrada foi em 96 h de

fermentacdo.
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Os requisitos nutricionais e ambientais podem afetar o crescimento micelial e
refletir diretamente na sintese das demais enzimas pectinoliticas (PME e PMGL). Para
tanto, para os demais ensaios de otimizagdo e/ou maximizacdo da extragdo e bioproducédo
das pectinases, optou-se em realizar o processo de CES no tempo de 96 h, podendo obter

assim, a total formag&o da massa filamentosa (micélio).

4.2.4 Efeito do pH

A Figura 7 apresenta os resultados da producgéo de exo-PG em diferentes pH (2,5 a
6,5) ajustando o meio com solucGes tampdo de 0,2 mol/L de citrato-acido cloridrico (2,5-
4,0) e fosfato-hidroxido de sdédio (4,5-6,5). Observa-se que ndo houve diferenca
significativa, ao nivel de 95%, na producdo de exo-PG, obtendo-se aproximadamente
14,0 U/gp, (40,0 Ulgys) na faixa de pH de 4 a 6,5. No entanto, em pH abaixo de 4,0
verificou-se valores de atividade menores que 11,0 U/gy, (31,4 U/gys). Portanto, para os
demais ensaios, na bioproducdo de pectinases, manteve-se 0 pHinicia d0 meio de cultivo
proximo a 4,5, ou seja, valores de pH obtidos da propria mistura dos substratos, sem

ajustes com solucdes tampdes.
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Figura 7: Producdo de exo-PG em diferentes valores de pH (2,5 a 6,5). Condicdes de
bioproducdo: meio composto de casca de laranja, farelo de trigo e dgua de maceracdo de milho (8:1:1,
m:m:m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10° esporos/gy,, 96 h. Condigdes de extragio: NaCl (0,1 mol/L), relagio
solvente:substrato 5:1 (v:m), 30 min, 20 °C, 175 rpm. Letras iguais indicam nédo haver diferenca significativa
ao nivel de 5 % (Teste de Tukey).
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Tari et al. (2008) relataram que a méaxima producéo de poligalacturonase geralmente
encontra-se entre os valores de pH entre 3,5 e 5,5, dependendo da fonte microbiana.
Valores de pH do meio nutriente menores que 4,5, o risco de contaminacgdo por bactéria é
reduzido (BUYUKKILECI et al., 2011, TORTORA et al., 2012).

4.3 EFEITOS DAS VARIAVEIS QUE INFLUENCIAM NA RECUPERACAO DE
PECTINASES

Neste item, analisaram-se as variaveis que podem interferir no processo de extracao
das enzimas presente no meio de cultivo, tais como, tipo de solvente, homogeneizagéo e

ciclos de extracao.

4.3.1 Solvente de extragao

A Tabela 9 apresenta os valores de atividade de exo-PG, PME e PMGL utilizando
diferentes tipos de solventes e solugbes extratoras (agua destilada, 0,1 mol/L de NacCl,
0,005 mol/L de tampdo citrato, pH 5,4; 0,1 mol/L de tampé&o acetato, pH 5,0; 0,1 %, v/v de
Tween 80). O solvente NaCl (0,1 mol/L) foi eficiente no processo de extracdo de exo-PG,
PME e PMGL, obtendo-se atividades de 10,18 U/gp, (29,1 U/gps), 6,28 U/gpy (17,9 U/gys),
43,31 U/gn, (127, 7 Ulgys), respectivamente. Ressalta-se que, a extracdo das enzimas PME
e PMGL com NaCl nédo diferiu estatisticamente (p>0,05) das extracdes com os tampdes
acetato e citrato, respectivamente. Frente a isso, nos demais experimentos, foi utilizado

NaCl (0,1 mol/L) como solvente para recuperacdo das enzimas exo-PG, PME e PMGL.

Tabela 9: Atividade enzimatica das pectinases utilizando diferentes tipos de solventes e
solugdes no processo de extracao da enzima hidrossoluvel.

Atividade enzimatica (U/gpy)

Solvente exo-PG PME PMGL

Agua destilada 8,06 + 0,53 °° 3,22+0,42° 38,86+1,81°"
NaCl 10,18 + 0,15 6,28 + 0,42 ® 43,31+ 0,93 °
Tampdo citrato 8,84 +0,26°" 417 +0,76 " 44,14 + 1,88
Tampéo acetato 7,49+0,60° 7,42+058° 40,00 + 0,64 °
Tween 80 7,73+0,22°¢ 3,72+0,63° 34,47 +0,88°

Solventes (agua destilada, NaCl 0,1 mol/L) e solucBes extratoras (tampdo citrato 0,005 mol/L, pH 5,4;
tampdo acetato 0,1 mol/L, pH 5,0 e Tween 80, 0,1 %, v/v). CondicGes de extragdo: 30 min, 20 °C, 175 rpm,
5:1 (vim). Condicles de fermentacdo: Composicdo do meio (casca de laranja, farelo de trigo e agua de
maceracdo de milho, 8:1:1 (m:m:m), 65 % de umidade, pHiniciar 4,3), 30°C, 5x10° esporos/gyy, 96 h. Letras
iguais entre linhas indicam ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5% (Teste de Tukey).
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Alguns trabalhos relatam a recuperacdo de enzimas empregando diferentes solventes
na extracdo. Diaz et al. (2007) avaliaram o processo de extracdo de exo-PG empregando 0s
mesmos solventes do presente estudo e obtiveram, também, a maior recuperacao da enzima
(42,5 Ulgys) com NaCl (0,1 mol/L). Fadel (2001) aplicou agua, cloreto de sodio e tampao
citrato, fostato e acetato no processo de extracdo da enzima xilanase, sendo que ao utilizar
a solucdo de 0,3 mol/L de NaCl a atividade foi incrementada em aproximadamente 25 %
quando comparado com a agua destilada e em 16 % em relagdo aos tampdes citrato e
acetato.

Castilho et al. (2000) avaliaram o tempo de extracdo (10, 30 e 50 min), tipos de
solventes (4gua destilada, tampdo acetato pH 4,4 e glicerol 50 %) e temperatura de
extracdo (20 a 50°C) e observaram que o tratamento com tampéo acetato, por 30 min, a
35°C foi a melhor condicdo de extracdo da poligalacturona produzida por A. niger
inoculado em farelo de trigo e soja. Singh et al. (1999) investigaram a extracdo enzimatica
da poligalacturonase (bioproduzida por A. carbonarius no substrato farelo de trigo)
empregando &gua e tampdo acetato, isolados ou com adicdo de diferentes sais, obtendo
como melhor resposta ao utilizarem uma solucéo de agua e Na SO, (0,1 mol/L).

A avaliacdo das condicOes de extracdo das enzimas produzidas em CES e o tipo de
solvente utilizado € de fundamental importancia para otimizar o processo, maximizar a
producdo e favorecer etapas subsequientes, como, concentracéo e purificacdo enzimatica.

As proteinas interagem com o solvente através de atomos que participam de ligacdes
peptidicas e dependem do pH, forca i6nica e temperatura. Possivelmente, a substancia
iobnica NaCl na concentracdo de 0,1 mol/L, diluida em agua apresentou interagdes com a
proteina aumentando sua solvatacdo e consequentemente sua solubilizacdo, devido as

forcas intermoleculares que ocorre no processo de extracao.

4.3.2 Otimizacao do processo de recuperacao de pectinases

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 2° (valores reais e
codificados) para a recuperacdo das enzimas e as respostas em atividade de exo-PG, PME
e PMGL, utilizando NaCl (0,1 mol/L) no processo de extracao.

Os resultados foram tratados estatisticamente e as Tabelas 17 e 18 (Apéndice A)

apresentam o0s coeficientes de regressao, erro padrdo, valores de p, t(2) e a analise de
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variancia — ANOVA do delineamento composto central rotacional (DCCR) 2°, para a
recuperagéo da exo-PG.

Tabela 10: Matriz do planejamento fatorial completo 2° (valores reais e codificados) da
recuperacdo enzimatica e as respostas em atividade de exo-PG, PME e PMGL (U/gy).

) Variaveis independentes* Atividade enzimatica (U/gpy)
Ensaio X1 X2 Xs exo-PG  PME  PMGL
1 -1 (20) -1 (15) -1 (80) 8,02 4,83 43,88
2 1 (40) -1 (15) -1 (80) 7,91 6,50 39,14
3 -1 (20) 1 (45) -1 (80) 8,75 5,17 40,12
4 1 (40) 1 (45) -1 (80) 7,00 6,50 38,48
5 -1 (20) -1 (15) 1 (280) 8,68 5,17 46,63
6 1 (40) -1 (15) 1 (280) 9,84 4,83 43,32
7 -1 (20) 1 (45) 1 (280) 8,86 5,00 37,85
8 1 (40) 1 (45) 1 (280) 8,68 6,33 41,11
9 -1,68 (13,2) 0 (30) 0 (180) 7,49 5,17 27,36
10 1,68 (46,8) 0 (30) 0 (180) 6,79 6,00 24,65
11 0 (30) -1,68 (4,8) 0 (180) 7,70 5,58 45,56
12 0 (30) 1,68 (55,2) 0 (180) 9,31 6,83 50,41
13 0 (30) 0 (30) -1,68 (12) 8,37 5,83 35,96
14 0 (30) 0 (30) 1,68 (348) 8,58 6,67 46,96
15 0 (30) 0 (30) 0 (180) 9,42 6,17 42,73
16 0 (30) 0 (30) 0 (180) 9,94 6,50 41,11
17 0 (30) 0 (30) 0 (180) 9,63 6,33 41,52

*X,= Temperatura (°C), X,= Tempo (min), Xs= Frequéncia de agitacdo (rpm). Variavel independente fixa:
solvente de extracdo NaCl (0,1 mol/L), relacdo solvente:substrato 5:1 (v:m). Condic¢des de bioproducdo: meio
composto de casca de laranja, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho (8:1:1, m:m:m), 65 % de
umidade, 30°C, 5x10° esporos/gp., 96 h.

A Equacdo 7 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da exo-PG em funcdo das varidveis analisadas (temperatura e frequéncia de
agitacdo), dentro da faixa estudada. Observa-se que a variavel temperatura apresentou
efeito significativo (p<0,05) negativo e a variavel agitacdo, efeito positivo (p<0,05). No
entanto, o tempo e as interagbes entre as variaveis estudadas ndo exerceram efeitos
significativos (p>0,05) sobre a resposta. Os fatores ndo significativos foram adicionados a
falta de ajuste para a anélise de variancia - ANOVA. O modelo foi validado pela analise de
variancia, onde se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,88 e Fcaiculado d€ 1,8 vezes
maior que Franelado, 0S quais permitiram a construcdo da superficie de resposta e curva de

contorno apresentadas na Figura 8.
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Equacdo 7:
Exo-PG = 9,62 — 0,773 (X1)* + 0,350 (X3) (7)
Onde: Exo-PG = Atividade de exo-poligalacturonase (U/gpu);

X1 = Temperatura (°C);

X3 = Frequéncia de agitagéo (rpm).
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Figura 8: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) do delineamento composto
central rotacional (DCCR) 2 para a recuperacio da exo-PG (U/gy,) em funcdo da agitacéo

e temperatura. Condicoes de bioprodugdo: meio composto de casca de laranja, farelo de trigo e agua de
maceracdo de milho (8:1:1, m/m/m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10° esporos/gy., 96 h. Solvente de extracio:
NaCl (0,1 mol/L), relacdo solvente:substrato 5:1 (v:m).

De acordo com a Figura 8, verifica-se que hd uma regido de maxima de recuperagéo
da exo-PG e que se encontra proxima ao ponto central de temperatura (25-35°C) e
frequéncia de agitacdo (180-300 rpm), 0s quais caracterizam a otimizacdo da recuperacao
da exo-PG com o solvente de extracdo, NaCl (0,1 mol/L). Importante destacar que a faixa
de temperatura de 25 a 35°C é considerada interessante na pratica industrial, pois
praticamente corresponde a temperatura ambiente, ndo necessitando gastos energéticos
adicionais na etapa de extracao.

Em relacdo a extracdo de PME (Tabela 10), verifica-se que a maxima recuperacéo
foi de 6,83 U/gpy (19,5 Ulgys), a 30°C, 55,2 min e 180 rpm (ensaio 12) e a minima
atividade foi de 4,83 U/gp, (13,8 U/gys) nos ensaios 1 e 6, 0 que representa um acréscimo

de 41 % sobre o valor da atividade quando comparada ao ensaio 12.
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Os resultados foram tratados estatisticamente e as Tabelas 19 e 20 (Apéndice A)
apresentam os coeficientes de regressao, erro padrdo, valores de p, t(2) e a analise de
variancia — ANOVA do delineamento composto central rotacional (DCCR) 2%, para a
recuperacdo da PME. A Equacéo 8 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que
descreve a atividade da PME em funcéo das variaveis analisadas (temperatura e tempo de
contato), dentro da faixa estudada. Verifica-se que a varidvel temperatura e tempo linear
exerceram efeito significativo (p<0,05) positivo sobre a recuperacdo da PME. O modelo
foi validado pela anélise de variancia (Tabela 20, Apéndice A), onde se obteve um
coeficiente de correlagdo de 0,84 e Fcaiculado de 1,65 vezes maior que Fiapelado, 0S quais
permitiram a construcdo da superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na

Figura 9.

Equacdo 8:
PME = 6,36+ 0,396(X1)-0,367(X1) + 0,276 (X») (8)
Onde: PME = Atividade de pectina metilesterase (U/ghy);

X1 = Temperatura (°C);

Xz = Tempo (min).
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Figura 9: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) do delineamento composto
central rotacional (DCCR) 2° para a recuperagdo da PME (U/gp.,) em funcdo do tempo e

temperatura. Condicdes de bioprodugdo: meio composto de casca de laranja, farelo de trigo e dgua de
maceracdo de milho (8:1:1, m:m:m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10° esporos/gy., 96 h. Solvente de extracao:
NaCl (0,1 mol/L), relagdo solvente:substrato 5:1 (v:m).
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Pode-se observar que através da analise da superficie de resposta e curva de contorno
(Figura 9) h& uma regido 6tima para obter o maior valor da atividade enziméatica da PME,
podendo assim, serem utilizadas, em processos operacionais, as combinacdes das varidveis
de extracdo: temperatura (32 - 45°C) e tempo (35 - 60 min), 0s quais caracterizam a
otimizacdo da extracdo com o solvente NaCl (0,1 mol/L). Em face disso, para 0s proximos
ensaios foi estabelecido as condigbes de temperatura de 30°C, 55 min e 180 rpm, para o
processo de extracdo da enzima PME.

J4, na andlise da enzima PMGL, de acordo com a Tabela 10, verifica-se que a
maxima atividade recuperada foi de 50,41 U/gy, (144 U/gys) ao utilizar 30 °C, 55,2 min e
180 rpm (ensaio 12), e a minima atividade foi 24,41 U/gp, (69,7 U/gys) ao utilizar 46,8 °C,
30 min e 180 rpm (ensaio 10), portanto, a0 aumentar a temperatura de processo diminui a
quantidade de enzima extraida, bem como, o tempo influencia positivamente no processo
de extracédo (p<0,05).

Os resultados foram tratados estatisticamente e as Tabelas 21 e 22 (Apéndice A)
apresentam os coeficientes de regressao, erro padréo, valores de p, t(2) e a analise de
variancia — ANOVA do delineamento composto central rotacional (DCCR) 2°, para a
recuperacdo da PMGL. A Equacéo 9 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que
descreve a atividade da PMGL em funcéo das variaveis avaliadas (temperatura, frequéncia
de agitacdo e tempo de contato), dentro da faixa estudada. As variaveis, tempo quadréatico
e agitacdo linear, apresentaram efeito significativo (p<0,05) positivo e a variavel
temperatura quadratica exerceu efeito negativo (p<0,05) sobre a recuperacédo de PMGL. O
modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 22, Apéndice A), onde se obteve um
coeficiente de correlagdo de 0,90 e Fcaiculado de 5,62 vezes maior que Fiapelado, 0S quais
permitiram a construcdo da superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na

Figura 10.

Equacéo 9:
PMGL = 41,58 — 4,91 (X1)* + 2,87 (X2)*+1,89(X3) (9)
Onde: PMGL = Atividade de pectina liase (U/gpy);

X1 = Temperatura (°C);

X, = Tempo (min);

X3 = Frequéncia de agitagdo (rpm).
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Figura 10: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) do planejamento fatorial

completo 23 para a extracdo da PMGL (U/gy,) em funcdo da agitagdo e temperatura.
Condicdes de bioproducdo: meio composto de casca de laranja, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho
(8:1:1, m:m:m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10° esporos/gp,, 96 h. Solvente de extragio: NaCl 0,1 mol/L,
relagdo solvente:substrato 5:1 (v:m).

Pode-se observar através da analise da superficie de resposta e curva de contorno
(Figura 10), que ha uma regido Otima para obter a maxima recuperacdo da PMGL, proxima
a 30°C, 55 min e na frequéncia de agitacdo superior a 280 rpm.

Na literatura alguns estudos avaliaram diferentes parametros para a recuperacdo de
enzimas pectinoliticas. Sousa et al. (2012) no estudo da otimizacdo da extracdo de
poligalacturonase (fermentacdo semi-sélida, residuo agroindustrial do maracuja-amarelo,
A. niger mutante CCT 0916) determinaram a frequéncia de agitacdo, tempo de contato e
relacdo solvente (tampé&o acetato de sodio 200 mM, pH 4,5)/substrato, sendo que a relacdo
solvente/substrato (10:1) promoveu aumento na atividade enzimatica (48,9 U/gy,) €
proporcionaram a melhor recuperacdo da enzima. Santos et al. (2008) constataram que o
sistema com agitacdo (200 rpm) em tempo de contato de 100 min e razdo 5:1 (v:m)
solvente:meio fermentado foi a melhor condicdo avaliada no processo de extracdo da
enzima bioproduzida em FES (16,1 U/gp,, pedinculo de caju lavado, 40 % de umidade,
16 h por A. niger CCT0916).

Hendges (2006), utilizando residuo de farelo de trigo e o agente biolégico A. niger,
obtiveram a maxima recuperacao de poligalacturonase (100 U/gys) no tempo de contato de
15 min a 30°C, com agua (pH 4). Castilho et al. (1999) verificaram que 30 min a 25 °C
foram as condig¢Oes adequadas para a extracdo da PG produzida por A. niger em FES,

dentro da faixa estuda. Castilho et al. (2000) em FES (farelo de trigo e soja, 40 % de
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umidade, 22 h, A. niger) compararam as condi¢des de tempo de extracdo (10, 30 e 50 min),
tipos de solventes (agua destilada, tampéo acetato pH 4,4 e glicerol 50 %) e temperatura de
incubagéo (25 a 45 °C) no processo de extracdo e os melhores resultados foram em 30 min,
35 °C e tampéo acetato (pH 4,4).

Singh et al. (1999) investigaram os parametros que influenciam no processo de
extracdo enzimatica poligalacturonase produzida por A. carbonarius em FES (farelo de
trigo, 60 % de umidade, 77 h de fermentacdo a 30 °C) incluindo temperatura (4 a 40°C),
tempo de extracdo (5 a 120 min), razdo solvente:substrato, condi¢cdes de extracdo (estatico
e 220 rpm) e tipos de solventes (agua destilada e tampdo acetato pH 4,3). Os autores
verificaram que ap6s 15 min de contato entre o solvente (dgua destilada) e a massa
fermentativa a atividade permaneceu constante (tempos prolongados promovem a extracéo
de outras proteinas e pigmentos). Temperaturas entre 28 e 30 °C foram as melhores
condices avaliadas, pois temperaturas acima e abaixo deste valor resultaram em um
decréscimo de aproximadamente 60 % no valor da atividade enzimatica e a agitacdo nédo
aumentou significativamente a atividade.

A eficiéncia da solubilidade das proteinas presentes nas enzimas pectinoliticas
obtidas do processo de extracao solido-liquido, possivelmente é influenciada pela interagao
entre diferentes fatores: grau de hidratacdo, densidade e distribuicdo de cargas das
moléculas, temperatura, metodos de ruptura celular e lavagem do tecido. Em geral,
analisando o comportamento do processo de extracdo das enzimas pectinoliticas (exo-PG,
PME e PMGL), o aumento excessivo da variavel temperatura apresentou efeito negativo
no processo de extracdo da enzima.

No caso dos produtos naturais (esséncias e farmacos) e bioldgicos (proteinas e
enzimas), o incremento, excessivo da temperatura, afeta a qualidade dos produtos extraidos
(RODRIGUEZ FERNANDEZ, 2009). E possivel que altas temperaturas influenciem nos
componentes do meio fermentado, causando efeito de gelatinizacdo e/ou desnaturacdo dos
carboidratos e proteinas, respectivamente, dificultando assim, o processo de extracdo da
enzima hidrossolavel. Além disso, em periodos muito prolongados de agitacdo poderia
ocorrer um aumento da extracdo de agentes desnaturantes, diminuindo assim o rendimento
da extracdo. Portanto, fica evidente que a escolha dos parametros de processo e métodos de
recuperacdo deve ser previamente definida para se obter 0 maximo de rendimento do

biocomposto desejado e menor exposicdo de agentes improprios.
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4.3.3 Avaliagéo do ciclo de extracio

A Figura 11 apresenta as atividades das enzimas pectinoliticas em relagdo a dez
ciclos de extracdo produzidas por A. niger ATCC 9642 em CES. E importante ressaltar que
para ambos os tratamentos, o primeiro ciclo de extracdo foi conduzido da mesma maneira,
obtendo uma atividade enzimatica de aproximadamente 9 U/gy, (25,7 U/gps, Figura 11a),
6 U/gpy (17,14 U/gps, Figura 11b) e 47 U/g,, (134,3 U/gys, Figura 11c) para exo-PG, PME
e PMGL, respectivamente. O rendimento diminui significativamente (p<0,05) apds o
segundo ciclo para as pectinases estudadas e mantém praticamente constante a partir deste
ciclo.

Trabalhos semelhantes foram realizados por Castilho et al. (1999), Fadel (2001) e
Diaz et al. (2007). Os primeiros autores avaliaram a evolucdo da atividade de pectinases
produzidas pelo A. niger nos extratos oriundos de lavagens sucessivas e notaram que a
atividade enzimatica diminui significativamente a cada nova extragdo, fornecendo, nas
ultimas passagens de solvente, extratos muito diluidos e uma atividade préxima de zero.

Fadel (2001) avaliou o efeito da extracdo do extrato bruto de xilanase apos
sucessivas centrifugacdes e obteve uma eficiéncia de 77 % ap0s a sexta extracdo. Diaz
et al. (2007) verificaram a eficiéncia da extracdo de casca de uva fermentada utilizando
como solvente agua destilada apos seis ciclos e o resultado indicou que apds o sexto
estagio de extracdo mais enzimas poderiam ser separadas do solido fermentado.

Singh et al. (1999) determinaram o0s parametros de recuperacdo da pectinase
(A. carbonarius) e constataram que apos o terceiro ciclo aumentou de 10,0 para 42,0 U/mL
no fim da terceira extracdo sequencial. RODRIGUEZ FERNANDEZ et al. (2012) em seu
estudo sobre a extracdo sucessiva (6 ciclos) da enzima PG (FES, A. niger F3, 96h de
fermentacdo) observaram que em trés ciclos de extracdo foi possivel recuperar 70% de
toda enzima PG recuperada, sendo portanto muito proximo ao valor encontrado neste
estudo, que foi de 57% e, além disso, repararam que aplicacdes de duas etapas de extracdo
equivalem a duas fermentacdes.

Baseado nos resultados obtidos (Figura 11), para os proximos experimentos definiu-
se a extracdo com NaCl (0,1 mol/L) nas condi¢des de 30°C, 30 min, 180 rpm para exo-PG
e 30°C, 55 min, 180 rpm para a PME e PMGL, respectivamente e a realizacdo de 3 ciclos
de extracdo (relacdo solvente:meio cultivado 10:1, v:m) obtendo o valor de atividade de
13,1 Ulgny (37,4 Ulgys), 6,83 U/gu, (19,5 U/gys) , 59,5 U/gny (169,1 U/gps), para exo-PG,
PME e PMGL, respectivamente.
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Figura 11: Evolucdo da atividade enzimética de exo-PG (a), PME (b) e PMGL (c) ap6s
sucessivas extracdes do meio fermentado, sem homogeneizagdo (estatico, tratamento 1) e

homogeneizado a cada ciclo (tratamento 2). Condicoes de bioproducdo: meio composto de casca de
laranja, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho (8:1:1, m:m:m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10°
esporos/gyy, 96 h. Solvente de extracdo: NaCl (0,1 mol/L). Letras iguais maitsculas/mindsculas indicam nédo
haver diferenca significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos/ciclos (Teste de Tukey).
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4.4 MAXIMIZACAO E/OU OTIMIZACAO DA BIOPRODUCAO DE PECTINASES

A partir dos resultados obtidos nos ensaios preliminares (itens 4.2 e 4.3) foi realizado
um planejamento fatorial completo 2° (Delineamento Composto Central Rotacional,
DCCR) para a otimizagdo do processo de bioproducdo das pectinases. A Tabela 11
apresenta a matriz do DCCR (valores reais e codificados) com as variaveis independentes
(concentracdo de casca de laranja, farelo de trigo e agua de maceracdo de milho) e
respostas em atividades das pectinases (exo-PG, PME e PMGL).

Tabela 11: Matriz do planejamento fatorial completo 2° (valores codificados e reais) e as
respostas em atividade de exo-PG, PME e PMGL, obtidos no processo de produgédo
enzimatica utilizando diferentes concentragdes de substratos.

i Variaveis independentes* Atividade enzimatica (U/gy.)
Ensaio X Xa Xa ExoPG  PME  PMGL
1 -1(12) -1(0,81) -1 (1) 13,91 8,67 40,82
2 1 (20) -1(0,81) -1 (1) 13,04 4,67 31,99
3 -1(12) 1(3,19) -1 (1) 14,20 6,00 31,31
4 1 (20) 1(3,19) -1 (1) 12,57 5,67 18,26
5 -1(12) -1 (0,81) 1(3) 14,80 11,00 67,60
6 1 (20) -1 (0,81) 1(3) 14,21 4,67 48,10
7 -1(12) 1(3,19) 1(3) 14,05 6,67 45,37
8 1 (20) 1(3,19) 1(3) 15,11 5,33 42,82
9 -1,68 (9,28) 0(2) 0(2) 13,49 10,33 58,80
10 1,68 (22,72) 0(2) 0(2) 12,44 4,67 50,04
11 0 (16) -1,68 (0) 0(2) 13,30 7,67 78,50
12 0 (16) 1,68 (4) 0(2) 15,23 7,00 59,95
13 0 (16) 0(2) -1,68 (0,32) 14,78 7,33 34,58
14 0 (16) 0(2) 1,68 (3,68) 15,47 7,67 76,90
15 0 (16) 0(2) 0(2) 12,96 8,00 55,50
16 0 (16) 0(2) 0(2) 13,01 7,67 55,82
17 0 (16) 0(2) 0(2) 12,90 8,33 56,89

*X;= Casca de laranja (g), X,= Farelo de trigo (g), Xs= Agua de maceracdo de milho (g). Varidveis
independentes fixas: 5x10° esporos/gn, 65 % umidade, 30°C por 96h. Solvente de extracdo: NaCl
(0,1 mol/L), relacdo solvente:substrato 10:1 (v:m). Condi¢des de extragdo: 30 °C, 30 min, 180 rpm (exo-PG)
e 30 °C, 55 min, 180 rpm (PME e PMGL)

4.4.1 Exo-Poligalaturonase - PG

A maxima atividade de exo-PG foi de 15,47 U/gy, (44,2 U/gys) com meio a base de

74,1 % de casca de laranja, 9,3 % de farelo de trigo e 16,6 % de agua de maceracdo de
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milho (ensaio 14, Tabela 11), nas condi¢cdes de 65 % de umidade, 30°C, 96 h de
bioproducao, pHiniciar de 4,3 e concentragdo de esporos de 5x10° esporos/ghy.

Os resultados foram tratados estatisticamente e a Figura 12 apresenta o Grafico de
Pareto com os efeitos estimados das variaveis estudadas. Verifica-se que a agua de
maceragdo de milho e o farelo de trigo apresentam efeito significativo (p<0,05) positivo,
demonstrando que quando a concentracdo e/ou faixa desta varidvel aumentar do nivel -1
para 0 +1 possivelmente ocasionard um incremento na atividade da exo-PG. A variavel
casca de laranja apresentou efeito significativo (p<0,05) negativo, ou seja, se concentracéo
desta variavel diminuir, possivelmente ocasionard um incremento da atividade, no entanto,
apresentou-se efeito positivo (p<0,05) na interacdo com farelo de trigo e &gua de

macerac¢do de milho.

AMM(Q) 47 47

(3)AMM(L) } / 29,74

Farelo(Q) Z

1LX3L 7

1L X 2L 6;28

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 12: Gréafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas

no planejamento fatorial completo 2° no valor da atividade enzimatica (exo-PG). Condicdes
de bioproducéo: 5x10° esporos/gp., 65 % umidade, 30°C por 96 h. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L),
relacdo solvente:substrato 10:1 (v:m), 30 °C, 30 min, 180 rpm.

Portanto, considerando que a casca de laranja € um importante indutor para a
formacdo de pectinases (NIGHOJKAR et al., 2006), que a concentracdo de casca poderia
influenciar na compactacdo do meio e transferéncia de massa devido a porosidade entre as
particulas e que existe interacdo entre a variavel X; (casca de laranja) e das demais
variaveis em estudo (Figura 12), manteve-se constante a quantidade de casca de laranja

(9 g). A partir destas constatacdes, a faixa da variavel farelo de trigo e 4&gua de maceracao
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de milho foram deslocadas e um novo planejamento fatorial completo 22 foi realizado,
sendo que os resultados sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Matriz do planejamento fatorial completo 2° (valores codificados e reais) e
resposta em atividade da exo-PG em funcdo da concentracdo de farelo de trigo e agua de
maceracao.

Ensaios *Variaveis independentes Exo-PG

Xa X3 (U/90u)
1 -1(1,16) -1 (4,66) 16,96
2 -1(1,16) 1(9,34) 10,64
3 1 (6,48) -1 (4,66) 18,61
4 1 (6,48) 1(9,34) 17,54
5 0 (4) -1,41 (3,7) 16,70
6 0 (4) 1,41 (10,3) 8,41
7 -1,41 (0) 0(7) 13,10
8 1,41 (7,5) 0(7) 18,03
9 0 (4) 0(7) 20,29
10 0 (4) 0(7) 19,84
11 0 (4) 0(7) 20,19

*X,= Farelo de trigo (g), Xs= Agua de maceragio de milho (g).Variaveis independentes fixas: casca de
laranja (9 g), 5x10° esporos/gp., 65 % umidade, 30°C por 96 h. Condigdes de extragdo: NaCl (0,1 mol/L),
relacdo solvente:substrato 10:1 (v:m), 30 °C, 30 min, 180 rpm.

De acordo com a Tabela 12, a maxima atividade da enzima exo-PG foi de
20,29 U/gy, (58,0 U/gys) em meio composto por 9,0 g de casca de laranja, 4,0 g de farelo de
trigo e 7 g de agua de maceracao de milho (ensaios 9, 10, 11).

Os resultados foram tratados estatisticamente e a Tabelas 23 e 24 (Apéndice B)
apresentam os coeficientes de regressao, erro padrdo, valores de p, t(2) e a analise de
variancia — ANOVA do planejamento fatorial completo 27, para a atividade de exo-PG.

A Equacdo 10 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da exo-PG em funcdo das variaveis (farelo de trigo e AMM) que apresentaram
efeito significativo (p<0,05), dentro da faixa estudada. O modelo foi validado pela analise
de variancia (Tabela 24, Apéndice B), onde se obteve um coeficiente de correlacéo de 0,97
e Fealculado d€ 2,92 vezes maior que Frapelado. 0S quais permitiram a construcao da superficie

de resposta e curva de contorno, apresentadas na Figura 13.
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Equacdo 10:

Ex0-PG = 20,01+1,94 (X>) - 1,80( X2)? - 2,39 (X3) - 3,31( X3)*+1,31 ( X, X3) (10)
Onde: Exo-PG = Atividade da enzima exo-poligalacturonase (U/gyu);
Xz = Quantidade de farelo de trigo (9);

X3 = Quantidade de 4gua de maceracéo de milho (g).
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- 20
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Figura 13: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da exo-PG
(U/gwy) em funcéo da concentracédo de farelo de trigo (g) e agua de maceracdo de milho (g).

Condigdes de bioprodugio: 5x10° esporos/gy,,, 65 % umidade, 30°C, 96 h. Solvente de extracdo: NaCl
(0,1 mol/L). Relacéo solvente:substrato: 10:1 (v:m). Condic¢des de extracdo: 30 °C, 30 min, 180 rpm.

De acordo com a Figura 13 verifica-se que a maxima producdo de exo-PG foi de
20,3 U/gpy (58,0 U/gps) e encontra-se em uma ampla faixa de concentracdo de farelo de
trigpe AMM de 4 a 6,59 e 5 a 7,5 g, respectivamente, fixando em 9 g de casca de laranja,
caracterizando, desta forma a otimizacdo da producéo de exo-PG em CES.

Heerd et al. (2012) utilizando uma mistura de casca de laranja:farelo de trigo
(70:30 m/m) na bioproducdo de enzimas pectinoliticas sinalizou que o uso deste meio
complexo, em FES, apresenta um grande potencial para a producdo de pectinases por

micro-organismos do género Aspergillus, obtendo-se atividade de 14 a 28 U/gps,
dependendo da cepa.
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4.4.2 Pectina metilesterase — PME

As maximas atividades enzimaticas de PME (Tabela 11) foram de 11,0 U/gy,
(31,4 U/gys) e 10,33 U/gpy (29,4 U/gys), obtidas nos ensaios 5 (75,9 % de casca de laranja,
5,1 % de farelo de trigo e 20 % de agua de maceracao de milho) e 9 (70 % de casca de
laranja, 15 % de farelo de trigo e 15 % de agua de maceracao de milho), respectivamente.

A Tabela 25 (Apéndice B) apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrdo,
valores de p e t(2), para a atividade da PME ao nivel de confianca de 95 %.

A Equacdo 11 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve a
atividade de PME em funcdo das variaveis: casca de laranja, farelo de trigo e AMM, dentro
da faixa estudada. Verifica-se que a variavel casca de laranja e farelo de trigo,
isoladamente, teve efeito (p<0,05) negativo na atividade da pectina metilesterase, porém a
interacdo entre estes dois substratos apresentou efeito significativo (p<0,05) positivo.

O modelo (Equacgéo 11) foi validado pela analise de variancia (Tabela 26, Apéndice
B), onde se obteve um coeficiente de correlagdo de 0,91 e Feaculado de 6,26 vezes maior que
Frabelado, 0S quais permitiram a construcdo das superficies de resposta e curvas de contorno
apresentadas na Figura 14. Os fatores ndo significativos foram adicionados a falta de ajuste

para a analise de variancia (ANOVA).

Equacéo 11:
PME =8,05- 1,58 (X1) - 0,473 (Xz) + 1,08 (X1 Xz) (11)
Onde: PME = Atividade da enzima pectina metilesterase (U/gpy);

X1 = Quantidade de casca de laranja triturada (g);

Xz = Quantidade de farelo de trigo (g).

De acordo com a Figura 14, verifica-se que ha uma tendéncia de maximizacdo da
producdo de PME em concentracBes proximo a regido de 2 g de agua de maceragdo de
milho e teores menores que 2 g de farelo de trigo, apds 96 h de cultivo pelo agente
bioldgico A. niger (5 x 10° esporos/gn,). Em relacdo a utilizacdo de casca de laranja,
observa-se que a maximizacdo da producdo de PME ocorre em baixas concentracdes
(~ 12 g). Outros autores também constataram isto; Santi (2005) ao avaliar a producdo de
PME por fungo P.oxalicum observou que ao aumentar a concentracdo de casca de laranja
diminui a atividade enzimatica, e a melhor resposta foi quando utilizou 2 % do residuo
(3,0 U/mL) apos 72 h de fermentacéo.
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Figura 14: Superficies de resposta (esquerda) e curvas de contorno (direita) na atividade
da PME (U/gy,) em funcdo da quantidade em gramas de casca de laranja e farelo de trigo
(a), casca de laranja e &gua de maceracdo de milho (b) e, farelo de trigo e &gua de

maceracdo de milho (). Condices de bioproducio: 5x10° esporos/gy,, 65 % umidade, 30°C, 96 h.

Solvente de extracdo: NaCl (0,1 mol/L). Relacdo solvente:substrato: 10:1 (v/m). Condi¢bes de extracao:
30 °C, 55 min, 180 rpm .
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Segundo Hahn-Hé&gerdal et al. (2005), a adicdo de meio de cultivo complexo
contendo fonte de nutrientes como aminoécidos, vitaminas e sais minerais melhora a
performance da fermentacdo, além de proporcionar possivel reducdo nos custos
operacionais. Em relagdo aos substratos utilizados para a produgdo de PME, tem-se que
agua de maceracdo de milho sem pré-tratamento (Tabela 7 e 8) é rica principalmente em
nitrogénio (30 mg/g) e magnésio (471 mg/g); a casca de laranja em pectina (3,4 %) e célcio
(784 mg/g); e o farelo de trigo em potéssio (451 mg/g), magnésio (340 mg/g), célcio
(1045 mg/g), manganés (10 mg/g), zinco (5,5 mg/qg) e ferro (10 mg/g).

4.4.3 Pectina liase - PMGL

De acordo com a Tabela 11, a maxima atividade para a enzima PMGL foi de
78,50 U/gw, (224,3 Ulgys) correspondente a 88,9 % de casca de laranja e 11,1 % de agua de
maceracdo de milho (ensaio 11), 65 % de umidade, 30°C, 96 h de bioproducéo, pHinicia de
4,3 e concentracao de esporos de 5x10° esporos/gp..

A Tabela 27 (Apéndice B) apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrao,
valores de p e t(2), para a atividade da PMGL ao nivel de confianca de 95 %. Os fatores
ndo significativos foram adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia - ANOVA
(Tabela 28, Apéndice B).

A Equacdo 12 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da pectina liase em funcdo das variaveis analisadas, dentro da faixa estudada.
Verifica-se que todas as variaveis apresentaram efeito significativo sobre a producéo da
enzima PMGL (Tabela 27, Apéndice B). O modelo foi validado pela analise de variancia
(Tabela 28, Apéndice B), onde se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,83 e Fcajcutado de€
1,18 vezes maior que Fiapelado, 0S quais permitiram a construcdo das superficies de resposta

e curvas de contorno apresentadas na Figura 15.

Equacéo 12:
PMGL=57,35-4,29(X1)-4,88( X1)%-6,00(X2)+11,18( X3)-4,41(X3)*+1,59(X1 X>) (12)
Onde: PMGL = Atividade da enzima pectina liase (U/gu);

X1 = Quantidade de casca de laranja triturada (g);

X, = Quantidade de farelo de trigo (g);

X3 = Quantidade de 4gua de maceracéo de milho (g).
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Figura 15: Superficies de resposta (esquerda) e curvas de contorno (direita) na atividade
da PMGL (U/gy,) em funcdo da concentragdo de casca de laranja e farelo de trigo (a), casca
de laranja e 4gua de maceracdo de milho (b) e, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de

milho (c). Condigdes de bioproducéo: 5x10° esporos/gy,, 65 % umidade, 30°C, 96 h. Solvente de extragao:
NaCl (0,1 mol/L). Relac&o solvente:substrato: 10:1 (v:m). Condicdes de extracdo: 30 °C, 55 min, 180 rpm .
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A Figura 15a demonstra a interacdo entre os substratos casca de laranja e farelo de
trigo na bioprodugéo da enzima PMGL, demonstrando que ao diminuir a concentracdo de
farelo de trigo (<0,81 g) e utilizando concentracdes de casca de laranja na faixa de 12 a
16 g, ha uma tendéncia de maximizacao da producdo de PMGL. Na Figura 15b observa-se
que o conteudo de &gua de maceracdo de milho favorece a producdo da enzima PMGL
encontrando uma regido de otimizacdo da producdo da enzima, correspondendo a
concentracdes na faixa de 12 a 16 g de casca de laranjae 2,5 a 3,5 g de AMM.

Yadav et al. (2012) ao utilizar uma mistura de casca de laranja, farelo de trigo e uma
solucdo com sais minerais (1:1:2, m:m:v) a atividade enziméatica de PMGL foi 95% menor
comparada com a mistura de farelo de trigo e sais minerais (1:1 m:v), indicando que a
presenca de casca e bagaco de laranja, neste caso, ndo favoreceu a producdo de PMGL por
Oidiodendron echinulatum MTCC 1356.

Santi (2005), ao produzir a enzima PMGL em FS, utilizando diferentes
concentracdes de casca de laranja (0 - 3 %), observou que a producdo da enzima foi
estimulada em utilizando 1 % (9,6 U/mL) de casca, e que, ao utilizar alta (3 %) e baixa
concentracdo (0,5 %) deste residuo, diminui o rendimento da enzima secretada por
P. oxalicum, ap6s 96 h.

Silva et al. (2002) estudaram a producdo de pectina liase, pela cepa P. viridicatum
Rfc3 em FES, empregando bagaco de laranja, tegumento de milho, farelo de trigo e cascas
de manga e banana como fonte de carbono. Quando os residuos foram utilizados
isoladamente, o valor maximo de atividade de PMGL (2000 U/gys) foi obtido em meio de
bagaco de laranja apds 4 dias de cultivo. Porém, utilizando a mistura de bagaco de
laranja:farelo de trigo (1:1 m/m) elevou a producédo de PMGL para 3540 U/gys, em 12 dias
de fermentacéo.

Camargo et al. (2005) estudaram a producéo de pectina liase extracelulares, a partir
de Aspergillus sp. isolado do solo, em meio submerso contendo bagaco de laranja (polpa,
semente e casca) como Unica fonte de carbono e observaram que a atividade enzimatica
aumentou de 8 para 11,3 U/mL, com o aumento da concentracdo de substrato (0,5 a 4 %,
m/v).

Frente a este estudo, acredita-se que o0s substratos selecionados atuardo tanto como
fonte de nutrientes, quanto como suportes inertes para o crescimento e multiplicacdo dos

micro-organismos e consequentemente na produgéo de enzimas.
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4.5 CINETICA DA BIOPRODUCAO DAS PECTINASES EM CES

Para o estudo cinético da bioproducdo foi avaliado o comportamento da atividade das
enzimas exo-PG, PMGL e PME (U/gp), biomassa (mg/gw.), pH e consumo de agUcares
redutores totais (mg/gny) em funcdo do tempo, empregando as condi¢des otimizadas de
bioproducéo de cada enzima.

Para mensurar a concentracdo celular (biomassa) foi utilizado o método indireto de
analise da glicosamina. Para tanto, primeiramente foi determinado o teor de
glicosamina (mg) das amostras de micélio seco de A. niger ATCC 9642 cultivado em meio
liquido, sendo que os valores obtidos foram correlacionados com a massa de biomassa seca
do micro-organismo (mg), conforme mostra a Figura 27 (Apéndice D). A equacao da reta
foi utilizada para estimar a biomassa produzida em CES em diferentes tempos de

fermentagdo e concentragdes de substrato.

4.5.1 Cinética de bioproducéo da exo-PG

Tendo em vista as condicbes pré-estabelecidas de bioproducdo da exo-PG (9 g de
casca de laranja, 3 g de farelo de trigo e 7 g de agua de maceracdo de milho, 65 % de
umidade, 5 x 10° esporos/gs, de meio fermentado) e extracdo (solvente de extracdo: NaCl
0,1 mol/L, relacdo solvente:substrato fermentacdo 10:1, 180 rpm, 30 min e 30 °C) foi
realizado o estudo cinético do processo e os resultados da atividade das enzimas exo-
poligalacturonase, pectina liase e petina metilesterase, pH e concentracdo celular ao longo
de 204 h de cultivo apresentam-se na Figura 16. A maxima producdo de exo-PG foi de
23,2 U/gp, (68 U/gps) obtida em 192 h (Figura 16a). Na condicdo otimizada de bioproducéo
da exo-PG, a atividade maxima de PME e PMGL foi de 20,7 U/gy, (59,1 U/gps) € 108,0
U/gny (308,6 U/gps) em 48 h e 192 h, respectivamente (Figura 16b).

Mata-Gomez et al. (2014) avaliaram a atividade de diferentes pectinases utilizando
dois fungos filamentosos do género Aspergillus, inoculados em meio contendo aglcar de
beterraba como fonte de carbono, e alta produtividade da exo-PG foi obtida ap6s 4 dias de
fermentacdo (>700 U/g). Silva et al. (2002) utilizando residuo de casca de laranja e farelo
de trigo (1:1) em FES por P. viridicatum Rfc3 obtiveram a maxima atividade da exo-PG

apos 8 dias de fermentacao (~48 U/gps).
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Figura 16: Estudo cinético da bioproducdo de exo-PG e pH (a), atividade enzimética da
PME e PMGL (b) e crescimento celular e acUcares redutores totais (c), em funcdo do

tempo. Condigdes de cultivo: 9 g de casca de laranja, 3 g de farelo de trigo e 7 g de 4gua de maceracio de
milho, 65% de umidade, 5x10° esporos/g,. Solvente de extracdo: NaCl (0,1 mol/L). Relagéo
solvente:substrato: 10:1 (v:m). CondicOes de extracdo: 30 °C, 30 min, 180 rpm.
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O pH do meio de fermentacdo (Figura 16a) apresentou um leve declinio nas
primeiras 36 h (4,2) e a partir de 72h o valor do pH voltou a aumentar atingindo
aproximadamente 6,8, ap6s 204 h de cultivo. Malvessi e Silveira (2004) avaliaram
diferentes pH durante o cultivo de A. oryzae CCT3940 em frascos contendo farelo de trigo
e pectina na producdo da endo-PG. Poletto (2015) monitorou o pH do meio fermentativo
da producéo de pectinases por A. niger LB-02-SF em FES em biorreator de tambor rotativo
em escala de bancada e, também, constatou uma leve reducéo do valor inicial de 4,8 para
4,1 em 48 h e ao final do processo houve um aumento (5,1). O autor justifica que,
possivelmente, esse comportamento seja devido a liberacdo de amdnia resultante da quebra
de proteinas e da oxidacdo de aminoécidos durante a utilizacdo das fontes de carbono na
producdo de pectinases por A.niger, o que também foi relatado por Berovi¢ &
Ostroversnik (1997) e Silva et al. (2005b).

Ao analisar os agucares redutores totais (Figura 16c), observa-se um consumo lento
nas primeiras 36 h (~120 mg/gny), caracterizado pela adaptacdo do micro-organismo ao
meio. ApGs este periodo, constata-se um consumo progressivo, bem como, um incremento
da biomassa e da producdo de exo-PG, sendo que, em 84 h observa-se um consumo
acucares de aproximadamente 83 % e a producéo de exo-PG de 23,8 U/gp..

A biomassa atingiu seu valor maximo de 27,0 mg/gwy (77,1 mg/gys) apos 84 h de
cultivo (Figura 16¢). O comportamento da curva apresentou um perfil classico, uma vez
que, observa-se a fase de adaptacdo nas primeiras 24 h, de multiplicacdo exponencial em
24 a 84 h e a fase estacionaria, apos 84h. Poletto (2015) encontrou um valor maximo de
biomassa de aproximadamente 160 mg/gys apos 60 h de incubacdo. Hendges et al. (2011)
também avaliaram o teor da biomassa durante a producdo da endo-PG por A. niger
T0005/007-2 e obtiveram um valor maximo de biomassa de aproximadamente 100 mg/gps
apos 72 h de incubacéo.

Outros relatos podem ser observados na literatura sobre a cinética de bioproducao.
Diaz et al. (2012), utilizando a tecnologia de FES e analisaram a evolucdo temporal da
concentracdo de acUcares redutores, pH e a producdo de exo-PG, por A. awamori,
empregando como substrato apenas casca de laranja e uma mistura de casca de laranja e
pomace de macd. Os autores constataram que a concentracdo de acUcar cai drasticamente
apos 120 h de fermentacdo em ambas as condi¢des; que o valor do pH diminui de 4,0 para
3,5 nas primeiras 3 h, subindo e mantendo-se constante (4,8) ap6s 4 h e que a atividade
enzimatica atingiu um valor maximo em 14 dias de fermentagdo (16,9 U/gps), porém

mantendo-se constante a partir de 96 h ao utilizar apenas casca de laranja, e 120 h
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(~ 5,5 U/ges) ao utilizar uma mistura de casca de laranja e pomace de maca na proporgao de
1:1.

Souza et al. (2010) utilizando casca e albedo de maracuja (40 % de umidade e 1 %
de fonte de nitrogénio) avaliaram o pH, consumo de acucar redutor e atividade enzimética
da PG durante 72 h. O pH (~ 4,9) apresentou-se constante durante as 72 h de fermentagéo.
Entre 7 e 22 h de cultivo, os autores observaram que ndo houve consumo de agucares
redutores no meio, diminuindo consideravelmente apos esse tempo e a producdo de PG
atingiu um pico de atividade igual a 20,9 U/g,, em 66 h de processo.

Fontana et al. (2005) acompanharam a producgéo de exo-PG (A. niger T0005007-2,
farelo de trigo como fonte de carbono, 70 h), biomassa, pH e consumo de carboidratos
totais. A maxima producdo foi de 232 U/gns em 48 h. Avaliando a producdo de biomassa,
observaram que a fase lag estendeu-se ate 10h e a fase log até 48 h, tornando-se
estacionaria apos esse tempo e atingindo a concentracdo maxima em 50 h de incubagéo
(~120 mg/gps). O consumo de carboidratos foi de 70 % ap06s 30 h de processo, obtendo
uma quantidade inicial de 360 mg/gps, sendo praticamente consumido apos 70 h de cultivo.
Durante a fase exponencial, o pH caiu consideravelmente de 5,0 para 4,1, aumentando para
5,2 e mantendo-se constante apos 48 h.

Ha outros estudos retratados na literatura avaliando a evolugdo do pH, acucar
redutor, atividade enzimatica e biomassa em diferentes tempos e utilizando como agente
biologico, no processo de CES e CS, o género Aspergillus e como substrato, compostos
organicos (BLANDINO et al., 2002; BOTELLA et al., 2005; BOTELLA et al., 2007).

4.5.2 Cinética de bioproducédo da PME

Definidas as condi¢es de maximizacdo da bioproducdo de PME (12 g de casca de
laranja, 0,81 g de farelo de trigo e 3 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 % de umidade,
5x 10° esporos/gy, de meio fermentado) e de extragdo (solvente de extragdo: NaCl
0,1 mol/L, relacdo solvente:substrato fermentacdo 10:1, 180 rpm, 55 min e 30 °C) foi
realizado o estudo cinético em funcdo do tempo da bioproducdo das enzimas PME,
consumo de acUcares redutores totais, biomassa e o pH. Nestas condigdes, também,
determinou-se as atividades de exo-PG e PMGL. Os resultados deste estudo apresentam-se

na Figura 17.
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Figura 17: Estudo cinético da bioproducdo de PME e pH (a), atividade enzimatica da exo-
PG e PMGL (b) e, biomassa e acglcares redutores totais (c), em fungdo do tempo. Condicdes
de cultivo: 12 g de casca de laranja, 0,81 g de farelo de trigo e 3 g de agua de maceracdo de milho, 65 % de
umidade, 5 x 10° esporos/gy.. Solvente de extracdo: NaCl (0,1 mol/L). Relacdo solvente:substrato: 10:1
(v:m). Condicdes de extracao: 30 °C, 55 min, 180 rpm .
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Conforme apresentado na Figura 17a, a méxima atividade da enzima PME foi de
21,6 U/guy (61,7 U/gys), obtida em 36 h de fermentagdo e apoOs este periodo houve um
decréscimo da atividade. Quanto as atividades das enzimas exo-PG e PMGL (Figura 17b),
ao utilizar-se do meio otimizado da PME, observa-se que a producdo foi de 22,1 U/gp,
(63,1 U/gys) e 134,1 U/gy, (383,1 U/gps) apds 180 e 144 h de producéo, respectivamente.

Ha alguns relatos na literatura avaliando a producdo da PME em diferentes tempos
de cultivo utilizando a tecnologia de fermentacdo submersa e apresentando esse
comportamento de queda na atividade. Crotti et al. (1999) avaliaram a producdo da enzima
PME durante 72 h e 0 maximo valor da atividade foi obtido em 48 h (13 U/mL). Fawole e
Odunfa (2003) obtiveram méaxima atividade (49 U/mL) da PME em 96 h, decaindo
drasticamente ap0s esse tempo de fermentacao.

O valor do pH, no meio de fermentacdo (Figura 17a), apresentou um leve declinio
nas primeiras 48 h (4,0), seguido de uma aumento progressivo, atingindo em 168 h um pH
de aproximadamente 6,5 e mantendo-se constante até o final. O consumo de aglcares
redutores totais foi lento até as 48 h, pela adaptacdo do micro-organismo ao meio, e ap0s
este periodo o consumo foi de aproximadamente 73 % até as 108 h, permanecendo
praticamente constante até o final (204 h).

Quando um meio de cultura é inoculado, 0s micro-organismos consomem
seletivamente os nutrientes dissolvidos o 0s convertem em parte em biomassa, aumentando
a concentracdo celular. Nas condi¢des de cultivo da PME, a maxima concentracao celular

foi obtida em 60 h (Figura 17¢), onde se observou o inicio da fase estacionaria (26 mg/gpy).

4.5.3 Cinética de bioproducéo da PMGL

A Figura 18 apresenta o estudo cinético da bioproducdo da PMGL, pH, consumo de
acucares redutores totais e biomassa, utilizando a condi¢do otimizada de producdo e
extracdo de PMGL (16 g de casca de laranja e 2 g de agua de maceracdo de milho, 65 % de
umidade, 5 x 10° esporos/g, de meio, NaCl 0,1mol/L como solvente de extraco, relacio

solvente:substrato fermentacdo 10:1, 180 rpm, 55 min e 30 °C).
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Figura 18: Estudo cinético da bioproducdo de PMGL e pH (a), atividade enzimatica da
exo-PG e PME (b) e, biomassa e agUcares redutores totais (c), em funcdo do tempo.
Condicdes de cultivo: 16 g de casca de laranja e 2 g de dgua de maceracdo de milho, 65 % de
umidade, 5 x 10° esporos/gs,,. Solvente de extracdo: NaCl (0,1 mol/L). Relacdo solvente:substrato:
10:1 (v:m). CondicGes de extracdo: 30 °C, 55 min, 180 rpm .
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A Figura 18a demonstra que a méaxima producdo de PMGL foi de 114,6 U/gn,
(327,1 Ulgps) em 144 h, mantendo-se praticamente constante apds esse tempo. A biomassa
formada atingiu seu valor maximo em 120 h de fermentacdo estando associada a producéo
de PMGL. Este comportamento também foi relatado por Camargo et al. (2005) ao utilizar
Aspergillus em meio de cultivo contendo bagago de laranja como fonte de carbono e 0s
resultados mostraram que a velocidade de producdo da enzima pectina liase € mais
acentuada em 168 h e que o acimulo de biomassa no meio de cultivo foi proporcional ao
aumento da sintese enzimatica.

Mata-Gomez et al. (2014) avaliaram a atividade de pectinolitica de fungos
filamentosos do género Aspergillus inoculado em meio contendo agucar de beterraba como
fonte de carbono e obtiveram a maxima producédo da pectina liase ap6s 8 h de fermentacao,
ao ser inoculado com A. sojae ATCC 20235 (79 U/g) e o mutante M3 (123 U/g). Silva
et al. (2002) utilizando residuo de casca de laranja e farelo de trigo (1:1) em cultivo CES
por P. viridicatum obtiveram a maxima atividade da PMGL (~3000 U/gys) apos 10 dias de
fermentacao.

O valor do pH do meio de fermentacdo (Figura 18a) apresentou um leve declinio nas
primeiras 36 h (4,5 para 3,5). A partir de 48 h ha um aumento progressivo até as 96 h (5,0),
mantendo-se constante no intervalo de 96 a 156 h e, havendo ainda, um leve aumento (5,5)
até o final da fermentacdo. A Figura 18b demonstra que a maxima producédo da exo-PG e
PME foi de 16,1U/gy, (46 Ulgys) e 24,7Ulg,, (70,5U/gys) em 156h e 48h,
respectivamente. Os acUcares redutores totais (Figura 18c) foram consumidos a partir de
24 h, sendo que 0 maximo consumo (~67 %) foi verificado no intervalo de 24 a 60 h,
sendo que no intervalo entre 60 a 132 h houve um consumo de aproximadamente de 16 %.

Em face disso, os fungos filamentosos consomem seletivamente 0s nutrientes
presentes no meio de cultura e os convertem, em parte, em biomassa, aumentando a
concentracdo celular. Para melhor descrever a cinética de crescimento, pode-se definir
alguns parametros relacionados com a concentracdo celular, consumo de substratos,
velocidade especifica de crescimento microbiano, rendimento e produtividade do processo.
Portanto, a Tabela 13 representa um resumo dos valores maximos obtidos na cinética de
bioproducdo enzimaticas das exo-PG, PME e PMGL, bem como, o valor do pH inicial e
final, concentracdo inicial de substrato, fator de producéao especifica, fator de conversao de

substrato em enzimas, fator de conversao de substrato em células e produtividade massica.
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Tabela 13: Resultados gerais das condigdes otimizadas e/ou maximizada do processo de
bioprodugdo das enzimas exo-PG, PME e PMGL pelo agente bioldégico A. niger
ATCC 9642 em cultivo estado sélido.

Exo-PG PME PMGL
Condigdo* Condicgéo Condicgéo
A B C A B C A B C

Prax(U/Gb0) 23,2 22,1 16,1 20,7 216 247 108,0 1341 1146
Tomex () 192 180 156 48 36 48 192 144 144

Xinax (MY/Gou) 26,8 25,7 25,7 26,8 257 257 26,8 257 257
S (MY/Goy) 119,1  120,7 119,0 119,1 120,7 119,0 119,1 120,7 119,0
Spimax (MY/Gou) 215 20,5 22,7 102,0 1096 734 215 20,8 20,6
Sx,Max (MY/Goy) 27,2 28,7 324 272 287 324 272 287 324
Yex (Umg) 0,865 0,860 0,625 0,770 0,838 0,960 402 521 4,46
Yess (U/mg) 0,238 0,221 0,167 121 1,94 0,541 1,11 1,34 1,16
Y s (Mg/mg) 0,292 0,280 0,310 0,292 0,280 0,310 0,292 0,280 0,310
P (U/gp./h) 0,121 0,123 0,103 0,431 0,599 0,514 0,563 0,931 0,796
PH incial 4,31 4,27 4,48 431 427 4,48 431 427 4,48
PH final 6,67 6,55 5,47 6,67 655 547 6,67 655 547

* Condicdes de cultivo: A: 9gdeCL,4gdeFT e7gde AMM. B: 12 gde CL, 0,81 gde FT e 3 g de AMM.
C: 16 g de CL e 2 g de AMM. Pmax = maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/Qsu); Tpmax =
tempo de processo em que ocorreu Pra; Xmax = Maxima concentragdo celular obtida no processo; S, =
concentracdo inicial de substrato; Spmax = concentracdo de substrato no instante em que ocorreu Pray; Sxmax =
concentracdo de substrato no instante em que ocorreu Xax; Ypx = fator de producdo especifica; Yps = fator
de conversdo de substrato em enzimas, Yy;s = fator de conversdo de substrato em células; P = produtividade
massica.

Observa-se na Tabela 13 que 0 maximo valor de atividade da exo-PG (23,2 U/gy.)
foi obtido nas condi¢des de cultivo otimizado para exo-PG (9gde CL,4gde FT e 7 g de
AMM ), sendo que nesta condicdo obteve-se maior fator de producdo especifica
(0,865 U/mg) e fator de conversdo de substrato em enzimas (0,238 U/mg). A condicao
utilizada para producdo da PMGL nédo favoreceu a producdo da enzima exo-PG e a
produtividade massica foi maxima na condicdo otimizada da enzima PME (0,123 U/gp,/h).

No processo de producdo da enzima PME o maximo valor da atividade (24,7 U/gpy)
foi obtido na condicdo otimizada da PMGL (16 g de CL e 2 g de AMM) obtendo maior
valor do fator de producdo especifica (0,960 U/mg) e de substrato em células
(0,310 mg/mg), porém a produtividade massica (0,599 U/gn,/h) e de conversao de substrato
em enzimas (1,94 U/mg) foi maxima na condicdo otimizada para PME (2 g de CL, 0,81 g
de FT e 3 g de AMM). Por sua vez, a producao da enzima PMGL foi maxima na condicao
de cultivo otimizada da PME (134,1 U/gy,), assim como, a produtividade massica
(0,931 U/gpu/h).

Portanto, a utilizacdo de um meio bem definido, 0 acompanhamento do crescimento
celular e da producdo de enzimas sdo pardmetros que auxiliam no dimensionando da

producdo em escala industrial. Segundo Hiss (2001), os critérios de comparagcdo entre
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diferentes condicbes sdo relativos, isto é, dependem do que se espera obter de um
determinado processo fermentativo. Assim, quando o tempo de duracdo de cultivo for
importante por razdes econdmicas, as produtividades devem ser empregas como
referéncias numéricas, em vez de algum fator de conversdo. Por esse motivo, o tempo de
bioproducéo para os demais ensaios foram 84 h, 36 e 132 h para exo-PG, PME e PMGL,

respectivamente.

4.6 CARACTERIZACAO PARCIAL DAS PECTINASES EM CES

Alguns fatores, tais como pH e temperatura, podem influenciar na velocidade da
reacdo e na estabilidade enzimatica. A definicdo das condicGes ideais, bem com, a
avaliacdo da estabilidade das enzimas frente a diferentes condi¢bes de incubacdo séo
fatores importantes em aplicacdo industrial. Para tanto, buscou-se analisar as condicdes
Otimas de temperatura e pH das enzimas exo-PG, PME e PMGL empregando a ferramenta

de planejamento de experimentos, bem como, avaliar a estabilidade térmica e de pH.

4.6.1 Avaliacdo da temperatura e pH otimos dos extratos brutos enzimaticos

Para a determinacdo dos valores de pH e temperatura étima das enzimas
pectinoliticas, produzidas em condi¢des maximizadas e/ou otimizadas no cultivo estado
s6lido, foi utilizado um planejamento fatorial completo 22 e as respostas em atividades de
exo-PG e PMGL apresentam-se na Tabela 14 e, de PME, na Tabela 15.

Temperatura e pH 6timo da exo-PG

A Tabela 14 mostram que a maior atividade da exo-PG foi de 26,23 U/gy,
(74,9 U/gys) em pH 4,5 e 55 °C (ensaios 9, 10 e 11). Os resulados (Tabela 14) foram
tratados estatisticamente e as Tabelas 29 e 30 (Apéndice C) apresentam os coeficientes de
regressao, erro padrdo, valores de p, t(2) e analise de variancia - ANOVA para a atividade

da exo-PG ao um nivel de confianca de 95 %.
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Tabela 14: Matriz do planejamento fatorial completo 2 (valores codificados e reais) em
funcédo da temperatura e pH e as respostas em atividade de exo-PG e PMGL (U/gpy).

. Variaveis independentes* Atividade enzimatica (U/gpu)
Ensaio X1 Xs ex0-PG PMGL
1 -1(3,5) -1 (37) 5,68 73,75
2 -1(3,5) 1(73) 5,95 57,60
3 1(5,5) -1 (37) 20,89 62,48
4 1(5,5) 1(73) 12,49 66,70
5 0 (4,5 -1,41 (30) 20,84 55,23
6 0 (4,5 1,41 (80) 11,18 66,35
7 -1,41 (3,09) 0 (55) 5,91 72,90
8 1,41 (5,91) 0 (55) 23,83 107,65
9 0 (4,5 0 (55) 26,23 93,48
10 0 (4,5 0 (55) 25,67 91,05
11 0 (4,5) 0 (55) 26,16 92,55

*X1=pH, X,=Temperatura (°C). Variaveis independentes fixas: solvente de extracdo: NaCl 0,1 mol/L, relacdo
solvente:substrato 10:1 (v:m); processo de extracdo: 180 rpm, 30 °C, 30 min (exo-PG) e 180 rpm, 30 °C,
55 min (PMGL); tempo de fermentacdo: 84 h(exo-PG) e 132 h(PMGL).

Tabela 15: Matriz do planejamento fatorial completo 2 (valores codificados e reais) em
funcéo da temperatura e pH e as respostas em atividade de PME (U/gpu).

) Variaveis independentes* Atividade enzimatica (U/gpy)
Ensaio X X, PME
1 -1(4,2) -1 (30) 9,67
2 -1(4,2) 1 (60) 12,00
3 1(9,8) -1 (30) 40,33
4 1(9,8) 1 (60) 52,50
5 0 (7,0) -1,41 (24) 21,67
6 0 (7,0) 1,41 (66) 21,00
7 -1,41 (3,05) 0 (45) 0,67
8 1,41 (10,9) 0 (45) 67,20
9 0 (7,0) 0 (45) 21,00
10 0 (7,0) 0 (45) 21,67
11 0 (7,0) 0 (45) 20,67

*X1=pH, X,=Temperatura (°C). Varidveis independentes fixas: solvente de extracdo: NaCl 0,1 mol/L,
relagdo solvente:substrato 10:1 (v:m); processo de extragdo: 180 rpm, 40°C, 55 min; tempo de
fermentacdo: 36 h.

A Equacdo 13 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da exo-PG em funcdo das varidveis analisadas (pH e temperatura), onde verifica-
se que as variaveis influenciaram significativamente (p<0,05), dentro da faixa estudada. O
modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 30, Apéndice C), onde se obteve um
coeficiente de correlagdo de 0,97 e Fcaiculado de 3,55 vezes maior que Fiapelado, 0S Qquais
permitiram a construcdo da superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na
Figura 19.
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Equacdo 13:
Ex0-PG=26,03+5,90(X1)-6,65( X1)*-2,73(X2)-6,08( X2)*-2,17(X1.X>) (13)
Onde: exo-PG = Atividade da enzima exo-poligalacturonase (U/gyu);

X1 =pH;

Xz = Temperatura (°C).
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Figura 19: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da exo-PG

(U/gwy) em funcao do pH e da temperatura. Condicdes de cultivo: meio composto por 9 g de casca de
laranja, 4 g de farelo de trigo e 7 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 % de umidade, 5 x 10° esporos/g,

84 h. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relacdo solvente:substrato 10:1 (v:m), 180 rpm, 30 °C, 30
min.

Avaliando a Figura 19, observa-se uma regido de 6tima de pH e de temperatura, que
se encontra na faixa entre 4,5 a 5,5 e 40 a 60 °C, respectivamente, utilizando para 0s
proximos ensaios extrato bruto de exo-PG nas condicGes de pH 5 e temperatura de 50 °C.

Estes resultados, em CES, corroboram os obtidos por outros autores (DINU et al.,
2007; MALLER et al., 2011; SANDRI et al., 2013) que, ao empregar diferentes residuos
agroindustrias solidos e o agente biolégico A. niger, encontraram pH e temperatura 6timos
na faixa de 4 - 5 e 40 - 55°C, respectivamente, para a poligalacturonase.

Para fins comparativos, foram avaliados resultados de pH e temperatura étimos de
outros micro-organismos na producdo de PG em CES. Martins et al. (2013) utilizando
casca de laranja com Thermoascus aurantiacus CBMAI756 atingiram atividade maxima de
PG em pH 5 e 65 °C. Martin et al. (2004), empregando bagaco de laranja, cana de acgUcar
e farelo de trigo (1:1:1, m:m:m) com Miniliella sp. SB9 e Penicillium sp. EGC5 notaram

atividades 6timas em temperaturas de 55 e 40 °C, respectivamente, em pH 4,5. Silva et al.
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(2007), estudando a producdo de exo-poligalacturonases por P. viridicatum RFC3 em meio
composto de casca de laranja e farelo de trigo (1:1), mostraram que os melhores resultados
foram em pH 6,0 e 60 °C. Freitas (2009), utilizando como substratos farelo de trigo,
sabugo de milho e farelo de algoddo por Rhizopus pusillus A13.36, verificaram 0s
melhores resultados em pH 5,5 e 55 °C.

Na avaliacdo do pH e temperatura de reacdo, em extratos brutos obtidos pelo fungo
filamentoso do género Aspergillus e no processo de CS utilizando residuos agroindustriais
ou meios sintéticos, sdo encontrados na literatura a faixa de valores 6timos de pH de 4 a 6
e de temperatura entre 40 a 60 °C, sendo muito similar a este trabalho (FREITAS et al.,
2006; PEDROLLI, 2008; TARI et al., 2008; EL-SHEEKH et al., 2009; SANDRI et al.,
2015). Gomes et al. (2011), avaliando o efeito da temperatura e pH do extrato bruto obtido
pelo mesmo fungo filamentoso empregado neste estudo (A. niger ATCC 9642), porém em
CS e em meio sintético, obtiveram como melhor resultado pH de 5,5 e 37°C de
temperatura 6tima (73 U/mL). Ha relatos também, neste mesmo sentido, porém utilizando
outros géneros de fungos no processo fermentativo. Damasio et al. (2011) analisaram o
efeito do pH e temperatura da PG produzida por R. microsporus var. rhizopodiformis em
casca de limao encontrando valores 6timos de 3,5 e 65 °C. Ortega et al. (2004) e Ceci e
Lozano (1998) verificaram que o pH e temperatura 6tima de enzimas poligalaturonases

comerciais foi de aproximadamente de 4,5 e 55 °C, respectivamente.

Temperatura e pH 6tima da PMGL

Os resultados da Tabela 14 mostram que a maior atividade da PMGL foi de
107,65 U/gp, (307,6 U/gps) em pH 5,91 e 55 °C (ensaio 8). Os resultados da Tabela 14
foram tratados estatisticamente (p<0,05) e as Tabelas 33 e 34 (Apéndice C) apresentam 0s
coeficientes de regressdo, erro padrdo, valores de p, t(2) e analise de variancia - ANOVA
para a atividade da PMGL.

A Equacdo 14 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da pectina liase em funcdo das variaveis analisadas (pH e temperatura) dentro da
faixa estudada. O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 34, Apéndice C),
onde se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,88 e Fcajculado de 1,2 vezes maior que
Frabelado, 0S Quais permitiram a construcdo da superficie de resposta e curva de contorno

apresentadas na Figura 20.

79



Resultados e Discussao

Equacéo 14:
PMGL=92,40+6,18(X1)-3,81( X1)*-18,65( X2)*+5,72(X1.X>) (14)
Onde: PMGL = Atividade da enzima pectina liase (U/guu);

X1 = pH;

Xz = Temperatura (°C).

M -80
<30
M =60
=40
[J=20
<0

EHR DN A

30 T &5 T3 0.4

Temperatura(*C)

(b)

Figura 20: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da PMGL

(U/gwy) em funcdo do pH e da temperatura. Condicdes de cultivo: meio composto por 16 g de casca
de laranja e 2 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 % de umidade, 5 x 10° esporos/gy., 132 h. Condicdes de
extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relacdo solvente:substrato 10:1 (v:m), 180 rpm, 30 °C, 55 min.

De acordo com a Figura 20 verifica-se que hd uma regido 6tima de atividade de
PMGL proximo a 5,5 e 55 °C, utilizando essa condicao para os ensaios de estabilidade da
PMGL. Resultados similares de pH e temperatura 6tima da PMGL, em CES, podem ser
encontrados na literatura. Poletto (2015) avaliou o efeito do pH e da temperatura sobre a
atividade da enzima pectina liase produzidas por A. niger LB-02-SF em meio sélido (farelo
de trigo, como substrato de maior quantidade) e encontram valores 6timos na faixa de 5 e 6
de pH e 50°C. Dinu et al. (2007) avaliaram o extrato purificado produzido por A. niger
MIUG16 obtiveram pH 6timo de 4,2 a 6 e temperatura de 35 a 50 °C.

Ha relatos sobre esse estudo, também, em CES utilizando residuos agro-industriais,
porém utilizando outros géneros de micro-organismos, como constatado no trabalho de

Yadav et al. (2012) que utilizaram o agente biolégico Oidiodendron echinulatum MTCC
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1356, sendo pH e temperatura 6tima de 7 e 50 °C, respectivamente, e Martins et al. (2002)
(Thermoascus aurantiacus, pH 11, 65 °C).

Utilizando o processo de CS e o0 agente do género Aspergillus o pH varia de 4,5a 8,5
e as temperaturas de 40 a 55°C (JAYANI et al., 2005; PEDROLLI, 2008; PEDROLLI et
al., 2009; SOLIS et al., 2009; YADAV et al., 2009y). Pedrolli e Carmona (2014) avaliaram
0 pH e a temperatura 6tima da enzima PMGL no extrato enzimatico purificado produzido
pelo agente bioldgico A. giganteus CCT 3232, utilizando residuo de laranja e o maior nivel
de atividade foi observada a 8,5 de pH e 50°C.

Em estudo realizado por Xu e seus colaboradores (2014), usando extrato enzimatico
purificado de A. niger ZJ5, foi encontrado a atividade 6tima a 43 °C e pH 5. Martin et al.
(2004) encontraram temperatura 6tima da acdo da enzima pectina liase entre 40 a 45 °C e
pH de 9 a 10, porem, utilizando outras cepas de fungos. Ceci e Lozano (1998) verificaram
que o pH e temperatura Otima de acdo de enzimas pectinas liases comerciais foi de
aproximadamente 5-6 e 40 °C, respectivamente. Valores de pH e temperatura 6tima entre
6-9 e 40 a 55°C, respectivamente, da enzima PMGL produzida pelo género Aspergillus,

podem ser observados em relato de De Vries e Visser (2001).

Temperatura e pH 6timo da PME

A Tabela 15 mostra que a maior atividade para PME foi de 67,2 U/gp, (182,0 U/gpy)
com pH 10,9 e 45°C (ensaio 8). Os resultados da Tabela 15 foram tratados
estatisticamente (p<0,05) e, as Tabelas 31 e 32 (Apéndice C) apresentam os coeficientes de
regressao, erro padrao, valores de p, t(2) e analise de variancia - ANOVA, para a atividade
da PME.

A Equacdo 15 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da PME em funcdo das variaveis analisadas (pH e temperatura) dentro da faixa
estudada. O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 32, Apéndice C), onde
se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,99 e Fcaiculado de 12,35 vezes maior que
Ftanelado, 0S Quais permitiram a construcdo da superficie de resposta e curva de contorno
apresentadas na Figura 21, bem como, definir as regides de interesse.

A Figura 21 mostra que a PME apresenta um 6timo da atuacdo em temperatura
acima de 45°C e pH acima de 9,8. Portanto, nos proximos ensaios foi utilizado as
condicdes de pH 9,8 e 45 °C.
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Equacdo 15:
PME = 21,10+20,68(X1)+6,69( X1)?+1,70(X2)+2,45(X1 X>) (15)
Onde: PME = Atividade da enzima exo-poligalacturonase (U/Quy);

X1 =pH;

Xz = Temperatura (°C).
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Figura 21: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da PME

(U/gwy) em funcédo do pH e da temperatura. Condicdes de cultivo: meio composto por 12 g de casca
de laranja, 0,81 g de farelo de trigo e 3 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 % de umidade, 5 x 10°
esporos/gy,, 36 h. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relacdo solvente:substrato 10:1 (v:m), 180 rpm,
30 °C, 55 min.

Na literatura existem relatos de diferentes faixa de pH e temperatura 6tima para PME
variando em funcédo da cepa e das condi¢cdes de bioproducéo. Dinu et al. (2007) avaliaram
0 extrato purificado produzido pelo micro-organismo A. niger MIUG16 em FES e
obtiveram méaxima atividade da PME em pH 4,2 - 4,4 e 40 °C. Jayani et al. (2005) relata
que para o género Aspergillus os valores 6timos encontram-se em pH 4 - 5,5 e 50 °C.
Glinka e Liao (2011) investigaram o pH e a temperatura da PME produzida por Fusarium
asiaticum em FS e contataram 6timas atividades em pH 6,5 a 55 °C. Gonzalez e Rosso
(2011) e Ceci e Lozano (1998) determinaram o pH e a temperatura 6tima de amostras de
pectinases comerciais e 0s resultados demonstraram maior atividade em pH 4,0-4,5 a
45 °C. Zeni et al. (2013), utilizando a ferramenta de planejamento experimental completo
22, avaliaram a temperatura e pH 6timos de reacdo da PME em FS, obtiveram praticamente
0 mesmo comportamento obtido neste trabalho, isto €, altos valores de atividade em pH 11

e temperatura de 55 °C. Ja para PME extraida de frutas, foram relatados pH étimo na faixa
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de 7 a 9 e temperatura de 50 a 70 °C (VASU et al., 2012; DIXIT et al., 2013;
SPELBRINK e GIUSEPPIN, 2014).

Contudo, o conhecimento de pH e temperatura de acdo das pectinases é de suma
importancia no processo de aplicacdo industrial como relatado por Rodriguez-Nogales
etal. (2007) e por Mohamed et al. (2009). Tomlin et al. (2013), empregaram enzimas
comerciais no processo de clarificacdo de suco de maca visando a reducdo da viscosidade,
aumento do rendimento e clarificagdo do produto final. Esawy et al. (2013), aplicaram
extrato bruto livre e imobilizado no processo de classificagdo de suco de laranja. Teixeira
et al. (2013) utilizaram a enzima PG produzida por Paecilomyces variotii no processo de
extracdo de dleo de palma.

4.6.2 Avaliacdo da temperatura e pH de estabilidade enzimatica

Foi avaliada a estabilidade térmica do extrato bruto enzimatico obtido da condicéo
otimizada das enzimas exo-PG, PME e PMGL incubando-os em temperaturas de 40, 50, 60
e 70 °C, coletando amostra em intervalos de 1 (uma) hora, durante 8 h e, em temperaturas
de -80, -10, 4 °C, durante 21 semanas para exo-PG e PME e 10 semanas para PMGL,
coletando amostras a cada 7 dias. Para avaliar a estabilidade das enzimas exo-PG e PMGL
frente ao pH, foi ajustado o pH do meio contendo extrato enzimatico, nos valores de 3,0 a
8,0 e incubados a temperatura 50 °C (exo-PG) e 55 °C (PMGL), durante 8 h, avaliando a
atividade enzimatica periodicamente, e apds 24 h. A estabilidade frente a temperatura e pH

foi expressa em termos de porcentagem residual da atividade enzimatica.

Estabilidade da Exo-PG

Avaliando a estabilidade térmica do extrato enzimatico bruto de exo-PG (Figura 22a)
verifica-se que esta enzima manteve 80 % de sua atividade residual apés 8 h e 6 h de
incubacdo a 40 e 50 °C, respectivamente. No entanto, quando o extrato enzimatico foi
incubado a 60 e 70 °C manteve 50 e 40 % da atividade residual por aproximadamente 8 e
2 h, respectivamente. Ao armazenar 0S extratos enzimaticos em baixas temperaturas
(Figura 22b) a atividade residual de exo-PG encontra-se acima de 70 % por 21 semanas
nas temperaturas de congelamento (-80 e -10 °C) e durante 14 semanas sob refrigeracdo
(4 °C).
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Figura 22: Efeito de altas (a) e baixas (b) temperaturas e do pH (c) na estabilidade do

extrato bruto enziméatico da exo-PG em funcdo do tempo de incubagdo. Condicdes de cultivo:
meio composto por 9 g de casca de laranja, 4 g de farelo de trigo e 7 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 %
de umidade, 5 x 10° esporos/g,,, 84 h. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relagdo solvente:substrato
10:1 (v:m), 180 rpm, 30 °C, 30 min.
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Com relagdo a estabilidade da exo-PG (Figura 22c) frente a diferentes valores de pH,
observa-se a maior estabilidade da enzima nos valores de pH de 3 a 5, 0s quais mantém a
atividade residual superior a 70 % por uma hora.

Contudo, levando em conta a aplicacdo das enzimas pectinoliticas apresenta
potencial para alimentos acidos, tais como sucos de frutas, a utilizacdo deste extrato obtido
torna-se interessante. Os resultados obtidos de estabilidade, frente ao pH e temperatura,
apresenta comportamento similar ao reportado na literatura, como observado nos trabalhos
de Maller et al. (2011), Martins et al. (2013), Esawy et al. (2013), Martos et al. ( 2013) e
Sandri et al. (2015). Maller et al. (2011) encontraram valores estaveis de pH entre 3 a 5,
apés 24 h de incubagdo a 60 °C, com um descréscimo de 15 % em pH 5,5 e 91 % em pH
8,0. A enzima PG, produzida por A. niger utilizando residuos agroindustiais, reteve 91% de
sua atividade ap6s 90 min incubado a temperatura de 60°C e exauriu mais de 50 % em
10 min de armazenamento nas temperaturas de 65 e 70 °C. A maxima atividade da enzima

PG foi observada em pH 4 e temperatura de 55 °C.

Estabilidade da PME

Ao analisar a estabilidade do extrato bruto enzimatico de PME (Figura 23a) incubado
em altas temperaturas (40 a 70 °C) verifica-se que manteve a atividade residual superior a
80 % em 24h. Ao armazenar o extrato bruto enziméatico de PME a -80 e -10°C
(Figura 23b) observa-se 0 mesmo comportamento em 21 semanas de armazenamento. A
4 °C as amostras mantiveram 80 % da atividade por 14 semanas.

Joshi et al. (2011) avaliaram a estabilidade térmica (4°C/2 meses e 30 a 60 °C/72 h)
da enzima PME purificada produzida pelo fungo filamentoso A. niger em FES utilizando
pomace de macd como substrato e constataram que a enzima € estavel em temperaturas
abaixo de 50°C durante o tempo de incubacdo. Gonzalez e Rosso (2011) avaliaram a
estabilidade térmica de uma enzima comercial e observaram que 70 % e 100 % da
atividade enzimaética é perdida em 10 min nas temperaturas de 70 e 75 °C, respectivamente.
Vasu et al. (2012) analisaram a estabilidade térmica da enzima PME presente em
preparacdo comercial de papaina purificada e verificaram um decréscimo de mais de 75 %
no valor da atividade enzimatica da PME em menos de 5 min incubado a temperatura de

70 a 90°C. A estabilidade térmica da PME presente em vegetais também formam
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analisados e podem ser visualizados em trabalhos realizados por Dixit et al. (2013),
Spelbrink e Giuseppin (2014) e Unal e Sener (2015).
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Figura 23: Efeito de altas (a) e baixas (b) temperaturas na estabilidade do extrato
enzimatico da PME em funcdo do tempo de incubacao. Condicdes de Cultivo: meio composto por
12 g de casca de laranja, 0,81 g de farelo de trigo e 3 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 % de umidade,

5 x 10° esporos/gy,, 36 h. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relagdo solvente:substrato 10:1 (v:m),
180 rpm, 30 °C, 55 min.

Estabilidade da PMGL

A Figura 24a apresenta o comportamento do extrato bruto enziméatico de PMGL
incubado nas temperatura de 40 a 70 °C. A maior estabilidade foi verificada na temperatura
de 40 °C, a qual manteve 50 % de sua atividade residual durante aproximadamente 8 h. Ao
armazenar o extrato bruto enzimatico de PMGL em temperaturas de -80, -10 e 4°C

(Figura 24b) verifica-se que a atividade residual de 50 % foi mantida por aproximadamente

6 semanas de armazenamento.
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Figura 24: Efeito de altas (a) e baixas (b) temperaturas e do pH (c) na estabilidade do
extrato enzimatico da PMGL em funcdo do tempo de incubacdo. Condices de cultivo: meio
composto por 16 g de casca de laranja e 2 g de dgua de maceracdo de milho, 65 % de umidade, 5 x 10°

esporos/gyy, 132 h. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), relagdo solvente:substrato 10:1 (v:m), 180 rpm,
30 °C, 55 min.
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Pedrolli e Carmona (2014) armazenando o extrato enzimatico purificado produzido
por A. giganteus CCT 3232, em fermentacdo do submersa utilizando residuo de laranja nas
temperaturas de 40, 45 e 50 °C/20 min, observaram que h& uma perda de 50 % da atividade
enzimatica apds 20 min, nas temperaturas estudadas, e que a enzima praticamente se
desnatura apds 15 min de incubagdo a 50°C.

Outros estudos podem ser observados avaliando pH e temperatura de estabilidade da
enzima PMGL bioproduzida e comercial, observa-se que praticamente essa enzima
mantém sua atividade em temperaturas abaixo de 60 °C e pH entre 4 e 7, dependendo da
cepa (ORTEGA et al., 2004; MARTIN et al. 2004; HAMDY, 2005; JAYANI et al., 2005;
YADAV et al., 2009Db).

4.7 APLICACAO DO EXTRATO BRUTO NA REMOCAO DE BIOFILME

A Figura 25 apresenta os resultados de remocéo de biofilmes de Pseudomonas sp.
previamente formado, adicionando extrato bruto enzimatico nas proporcdes soluto/solvente

(NaCl 0,1 mol/L) de 1:2,5, 1:5, 1:7,5 (g/mL) em diferentes tempos de contato (30 min, 60 e
360 min).
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Figura 25: Percentual de remocdo de biofilme bacteriano (Pseudomonas sp.) apés
tratamento com extrato enzimatico em funcdo do tempo de contato (30 a 360 min) e razéo
soluto:solvente de extracdo (1:2,5 a 1:7,5 m:v). Condicdes de cultivo: meio composto por 16 g de
casca de laranja, 2 g de farelo de trigo e 3,68 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 % de umidade, 5 x 10°
esporos/gyy, 96 h. Condigdes de extragdo: NaCl (0,1 mol/L), 180 rpm, 30 °C, 30 min. Letras iguais maiuscula
indicam ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5% entre diferentes concentracbes de extracao,

hachuras diferentes (Teste de Tukey), letras iguais minuscula indicam ndo haver diferenca significativa ao
nivel de 5 % (Teste de Tukey), entre as mesmas concentracdes de extracdo, hachuras iguais.
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Avaliando a Figura 25, pode-se constatar que ndo houve diferenca significativa no
percentual de remocéo de biofilmes em diferentes tempos de contato ao utilizar um extrato
com maior concentracdo de metabdlitos, 1:2,5 (m:v), removendo praticamente 70 % do
biofilme formado por Pseudomonas sp obtida de tanque de expansdo de resfriamento de
leite. A remocédo de biofilme foi minima ao manter o extrato enzimatico durante 30 min
utilizando a concentracdao de 1:7,5 (m:v), porém, ao aumentar o tempo de contato, nesta
mesma concentragdo, observa-se um aumento na taxa de remocdo de biofilme, ndo
diferindo significativamente (p>0,05) das demais concentracdes.

Na sequéncia, foram avaliados diferentes tempos de contato (10, 15, 20 e 120 min)
na remog¢do do biofilme utilizando a concentracdo de extrato bruto enzimatico de 1:2,5
(m:v) e observa-se, na Figura 26, que ao utilizar extrato bruto enzimatico mais

concentrado, 10 min foram suficientes para remocéo de 77 % do biofilme bacteriano.
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Figura 26: Percentual de remocdo de biofilme bacteriano (Pseudomonas sp.) apds
tratamento com extrato enzimatico, na concentracao de extracdo de 1:2,5 (m:v), em fungéo

do tempo de contato (10 a 120 min). Condicdes de cultivo: meio composto por 16 g de casca de
laranja, 2 g de farelo de trigo e 3,68 g de 4gua de maceracdo de milho, 65 % de umidade, 5 x 10° esporos/gp.,
96 h. Condigdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), 180 rpm, 30 °C, 30 min. Letras iguais minuscula indicam néo
haver diferenca significativa ao nivel de 5 % (Teste de Tukey).

Ao comparar 0s valores da Densidade Otica (DO) das amostras que foram tratadas
com extrato enzimatico, em diferentes tempos de contato e diluicdo de extragdo, com a
DO, do controle de esterilidade (sem biofilme e sem extrato enzimatico), observou-se que

os valores ficaram muito proximos (dados ndo mostrados), indicando que a remogédo do
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biofilme foi praticamente completa, constatando que as condigdes de cultivo (casca de
laranja, farelo de trigo e dgua de maceracdo de milho, A. niger ATCC 9642) e de
recuperacdo selecionados, neste estudo, possibilitaram a extracdo de um extrato bruto
enzimatico que apresentou potencial para ser empregados em superficie de equipamentos,
utilizados em linha de processamento de leite e derivados, como agente anti-incrustante.

Escassas sdo as informagfes na literatura sobre a utilizagdo de extratos enzimaticos
na remocao de biofilmes microbianos aderidos as superficies de equipamentos de linha de
processamento de alimentos e bebidas. Orgaz et al. (2006) avaliaram a capacidade de
remocéo de biofilme formado por Pseudomonas fluorescens, utilizando o sobrenadante da
fermentacdo submersa produzido por trés cepas de fungos diferentes (A. niger,
Trichoderma viride e Penicillium spp) e obtiveram uma remocdo de 84 e 60 % ao
empregar extrato obtido do agente biologico T. viride e A. niger, respectivamente. Ao
aplicar o sobrenadante, da fermentacdo produzida por A. niger, obtiveram uma remocao de
60 % do biofilme apds 1 h de contato. Os autores relatam que ha possibilidade da remogéo
do biofilme ndo seja somente causada pela acdo das enzimas testadas (pectina esterase,
polygalacturonase, pectina liase, proteinase, cellulase, alginate lyase e arabinase), podendo
ser influenciado, também, por outros metabdlitos formados durante a bioproducéo.

Outro fator, que também pode ser vinculado a esta remocao do biofilme microbiano,
podera estar associado ao sinergismo entre o complexo enzimatico formado com distintas
atividades. Zanaroli et al. (2011) analisaram a acao de enzimas hidroliticas comerciais (a-
quimotripsina, ficina, a-amilase, celulase e lipase) sobre os componentes das substancias
poliméricas extracelulares (EPS) presentes no biofilme bacteriano, formado por
Pseudoalteromonas e Rhodobacter, e constataram que nenhuma das enzimas estudadas foi
capaz de inibir a formacdo de biofilme quando aplicado isoladamente. No entanto, uma
mistura destas mesmas enzimas apresentou um percentual de reducdo de 90%, sem afetar
crescimento planctdnico da mesma comunidade microbiana.

Em funcdo disso, devido a heterogeneidade EPS, uma mistura de enzimas pode ser
necessaria para eficiente degradacdo do biofilme. Para tanto, avaliou-se a atividade
enzimatica da exo-PG, PME, PMGL, FPase, CMCase e Xilanase do extrato enzimatico
obtido do CES. Conforme mostra a Tabela 16, as enzimas que apresentaram maior
atividade hidrolitica foram a PMGL e xilanase, indicando que ha possibilidade da acdo
dessas enzimas seja mais intensa no processo de remocdo do biofilme formado por

Pseudomona sp em tanque de expansdo de refrigeracdo de leite cru.
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Tabela 16: Valores das atividades das enzimas pectinases, celulases e hemicelulases no
extrato bruto enzimatico, obtido da diluicdo 1:2,5 (m:v) e utilizado na remocao de biofilme
de Pseudomonas sp.

Enzimas Atividade enzimatica (U/mL)
Exo-Poligalacturonase (Exo-PG) 1,93 £ 0,67
Pectina metilesterase (PME) 3,55 0,03
Pexina liase (PMGL) 26,5+511
FPase 0,15 + 0,047
Carboximetilcelulase (CMCase) 0,18 £ 0,001
Xilanase 32,0+0,11

Condicdo de cultivo: meio composto por 16 g de casca de laranja, 2 g de farelo de trigo e 3,68 g de agua de
maceracdo 65 % de umidade, 5 x 10° esporos/gp,. Condicdo de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), 180 rpm, 30 °C,
30 min. Condicéo de reacdo: tampdo acetato de sodio 0,2 mol/L, pH 5,5, 37 °C, 6 min (exo-PG); NaCl 0,2
mol/L, pH 7,0, 30°C, 10 min (PME); tamp&o Tris-HCI 0,05 mol/L, pH 4,5, 55 °C, 20 min (PMGL), tamp&o
citrato de de sédio 0,05 mol/L, pH 5,3, 50°C, 60 min (FPase); tampdo citrato de de sodio 0,05 mol/L, pH 4,8,
50°C, 30 min (CMCase); tampao citrato de de sodio 0,05 mol/L, pH 5,3, 50°C, 5 min (Xilanase).

Na literatura, encontram-se trabalhos sobre a aplicacdo de enzimas comerciais na
remocédo e a prevencgdo de biofilme formado em equipamentos da industria de alimentos,
papel, celulose e placas dentarias (LEQUETTE et al., 2010; CORDEIRO e WERNER,
2011; TORRES et al., 2011; MARCATO-ROMAIN et al., 2012). Lequette et al. (2010)
sugerem uma combinacdo de enzimas, componentes tensoativos, dispersantes e agentes
quelantes como a alternativa eficaz de agentes de limpeza de superficies de equipamentos.
Oulahal-Lagsir et al. (2003) utilizaram uma combinacdo de tratamento ultrasdnico e
preparacdo de enzimas para avaliar a eficiéncia da remocdo de biofilme formado por
E. coli em superficie de aco inoxidavel. Torres etal. (2011) avaliaram 17 enzimas
comerciais na prevencdo de biofilmes formados em biorreatores de fluxo continuo e
constataram que a acao da pectina metilesterase, uma enzima encontrada na formulacéo de
duas das misturas testadas, foi identificado como um composto ativo, capaz de reduzir a
formacdo de biofilme em 71% em comparacdo com ensaios de controle.

Johansen et al. (1997) avaliaram a acdo da enzima comercial Pectinex Ultra SP
(preparacdo enzimatica de multicomponentes contendo a atividade da protease, pectinase,
arabanase, celulase, hemicelulase, b-glucanase, xilanase) sobre os biofilmes formados por
S.aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e P. fluorescens e constataram uma reducdo
significativa no nimero de células bacteriana presente no meio, indicando que a atividade
da enzima é devido principalmente pela degradacdo de polissacarideos extracelulares, sem

qualquer atividade bactericida significativa contra qualquer das quatro estirpes estudadas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A andlise dos resultados desse trabalho indica que o extrato bruto enzimatico obtido
do cultivo estado sélido, em escala de bancada, utilizando residuos agroindustrias e o
agente bioldgico A. niger ATCC 9642 apresentou atividade enzimatica de exo-PG, PME e
PMGL, sendo possivel destacar algumas particularidades.

v' A casca de laranja é fonte de pectina (3,4 %p,), Ca (784 mg/g) e Mg (163 mg/qg).
Agua de maceracdo de milho, apresentou maiores teores de minerais totais
(7,45 %), Mg (472 mg/g), Ca (269 mg/g) e K (86 mg/g). O farelo de trigo ,por sua
vez, é fonte de Mn (10 mg/g), K (451 mg/g, Ca (1045 mg/g), Mg (339 mg/g), Fe
(10 mg/g), Zn (6 mg/g) e N2 (26 mg/qg).

v' Foi possivel obter um processo otimizado de bioproducdo e recuperacdo de
enzimas pectinoliticas utilizando combinacgdes de fatores intrinsecos (umidade, pH
e composicdo do meio fermentativo) e extrinsecos (tempo, temperatura e
velocidade de agitacdo no processo de extracdo). A maxima atividade enzimatica
da exo-PG foi de 15,6 U/gy, (44,6 U/gys) a0 empregar meio composto de casca de
laranja, farelo de trigo e agua de maceracdo de milho (8:1:1, m:m:m), 65 % de
umidade, 30°C, 5x10° esporos/gp. , 96 h e pH ~4,5.

v A utilizacdo de diferentes solventes e soluc@es extratoras influenciaram no processo
de recuperacio sélido-liquido, sendo que o NaCl (0,1mol L™) apresentou como
solvente adequado para o extracdo das pectinases. Os parametros que possibilitaram
a maior recuperacdo de exo-PG, PME e PMGL foram as condi¢bes de 30°C e 180
rpm, por um tempo de contato de 30 min para exo-PG e 55 min para PME e PMGL.
Enzimas obtidas do CES foram recuperadas do meio fermentativo ap0s sucessivos
ciclos de extracdo, ndo havendo necessidade de etapas subsequentes de
homogeneizacéo.

v' A composicdo dos substratos influenciou na atividade de cada pectinase em estudo,
pois 0 uso de diferentes concentracbes apresentou distintos valores de atividade
enzimatica. Exo-poligalacturonase apresentou valor de atividade méaxima de
20,3 U/gpy (58 U/gps) em meio composto por 9 g de casca de laranja, 4 g de farelo
de trigo e 7 g de agua de maceracdo de milho, apds 96 h de cultivo. A maxima
atividade obtida para a enzima PME foi de 11,0 U/gy, (31,4 U/gys) utilizando meio

composto por 12 g de casca de laranja triturada, 0,81 g de farelo de trigo e 3 g de
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agua de maceracdo de milho e para a enzima PMGL foi de 78,5 U/gp, (224,3 U/gps)
em meio composto por 16 g de casca de laranja triturada e 2 g de agua de
maceracdo de milho. O componente farelo de trigo de forma geral néo contribuiu
significativamente para 0 aumento da producdo das pectinases em estudo, porém
bons rendimentos foram obtidos ao utilizar esse tipo de substrato sélido de baixo
custo.

O crescimento celular e a formacdo do produto foram avaliados na cinética de
bioproducdo durante 204 h e o maximo valor de atividade foi de 23,2 U/gp,
(66,3 Ulgns), 24,7 Ulgoy (70,6 Ulgys) € 134,1 Ulgh, (383,1 Ulgys), para exo-PG, PME
e PMGL, respectivamente. O pH apresentou uma leve queda nas primeiras 36 horas
de cultivo e aumentou ao longo da fermentacgéo atingindo um valor de 6,67, 6,55 e
5,47 nas condicbes de cultivo otimizada para exo-PG, PME e PMGL,
respectivamente. Aproximadamente 85% da concentracdo de agucares redutores
totais foram consumidos apos 204 h de cultivo. A méxima concentragéo celular foi
de 26,8 mg/gpy para exo-PG e 25,7 mg/g,, para PME e PMGL.

As enzimas em estudo apresentaram diferentes valores de pH e temperatura 6tima
e de estabilidade. A caracterizacdo parcial do extrato da exo-PG indicou maximo
valor de atividade de 23,2 U/y,, (74,9 Ulg,s) em pH e temperatura 6tima na regido
de 4,5 e 55°C. Em relacdo a estabilidade de exo-PG, 50 % da atividade foram
inativadas apds uma hora de incubacdo a 70 °C e a enzima é mais estavel em pH
acido. Na caracterizacdo da PME, o valor de pH e temperatura 6tima foi encontrado
na regido proxima a 10,9 e 45°C (67,2 Ulgpy 0u 182,0 U/gys), ndo havendo perda de
atividade em diferentes temperaturas de armazenamento. Quanto a caracterizacdo
da PMGL, valores étimos foram encontrados em pH 5,91 e 55°C e a atividade
residual foi de 50 % apds 4 horas de incubacdo em diferentes pH e nas
temperaturas de 50 a 70 °C. Em baixas temperaturas de armazenamento as enzimas
exo-PG e PME apresentaram perda minima de estabilidade ap6s 21 semanas de
incubacdo. Fato esse ndo observado a enzima PMGL, que perdeu mais de 50 % de
sua atividade ap06s 6 semanas de armazenamento sob congelamento e refrigeracao.
Ao utilizar extrato bruto diluidos (1:7,5, m:v) observou-se que a eficiéncia da
remocao de biofilme foi 50 % menor comparado com outras dilui¢cdes, no tempo de
contato de 30 min. Em tempos de contato de 1 e 6 h ndo houve diferenca
significativa no processo de remogdo do biofilme entre diferentes razéo

soluto/solvente, removendo aproximadamente 70 % do biofilme formado por
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Pseudomonas sp. Ao avaliar o processo de remocgéo utilizando extrato bruto mais
concentrado (1:2,5, m:v), obteve percentual de remocdo de 77 % ap6s 10 min de
contato. Ha possibilidade de enzimas polissacaridicas estarem agindo
sinergeticamente na quebra da matriz polimérica do biofilme. Dependendo do
interesse, diferentes concentracdes de extracdo e tempo de contato podem ser

aplicadas em escala industrial.

O extrato bruto enzimatico, obtido do cultivo estado s6lido (base de casca de laranja,
farelo de trigo, agua de maceracdo de milho e por A. niger ATCC 9642) atende aos
requisitos necessarios de aplicacdo em processamento de alimentos e bebidas e na remocao
de biofilmes bacterianos. Os resultados obtidos de pH e temperatura 6tima da enzima
PME, por exemplo, nos permite, também, indicar seu uso, na industria quimica.

Como perspectiva futura, recomenda-se realizar estudos de purificagdo, imobilizagdo
e aplicacdo do extrato enzimatico. Ha, também, possibilidade de estudo da producdo em
escala piloto, destacando a modelagem, simulacdo e controle de processo.

Recomenda-se investigar, mais profundamente, a respeito do processo de remocao de
biofilmes. Como sugestBes: incubar o extrato enzimatico em diferentes temperaturas de
remocdo de biofilmes, particularmente na temperatura 6tima de cada enzima em estudo;
identificar outras enzimas ou metabdlitos produzidos no processo de bioproducdo que
possivelmente poderiam interferir na remocdo de biofilmes; realizar analises de remocao
de biofilme com enzima purificada e imobilizada, bem como, comparar a capacidade de
remocdo com extrato de enzimas comerciais.

Neste contexto, esta pesquisa abre o caminho para novas tecnologias a serem
aplicadas no Brasil e que fornecam métodos de prevencdo e remocdo de biofilmes formado
em superficies, utilizando uma combinacdo de enzimas hidroliticas biodegradaveis,

agentes de limpeza e sanitizantes.
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APENDICES

APENDICE A - Resultados do Planejamento Experimental: Processo de Extracdo da exo-
PG, PME e PMGL

Tabela 17: Coeficientes de regresséo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 23 para a extracéo da exo-PG.

Coeficientes de Erro t(2) p
Regressdo padrao
Média* 9,62 0,144 66,66 0,0002
(X1)Temperatura(L) -0,146 0,068 -2,15 0,1643
Temperatura (Q)* -0,773 0,075 -10,35 0,0092
(X2)Tempo(L) 0,114 0,068 1,68 0,2348
Tempo (Q) -0,293 0,075 -3,91 0,0595
(X3)Agitacao (L)* 0,350 0,068 5,15 0,0357
Agitacgdo (Q) -0,303 0,075 -4,05 0,0558
XiL. X5l -0,368 0,089 -4,15 0,0534
XiL. X5L 0,352 0,089 3,97 0,0579
XoL. X5L -0,098 0,089 -1,10 0,3848

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 18: Analise de variancia para a extracdo da exo-PG do planejamento fatorial
completo 2°.

Fontes de variacao Soma dos C_%raus de Quafj r_ados Fealculado
gquadrados liberdade medios

Regressédo 6,95 2 3,48 6,73

Residuo 7,23 14 0,52

Falta de Ajuste 7,10 12

Erro Puro 0,125 2

Total 14,18 16

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo = 0,88; Fy.14.005= 3,74.
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Tabela 19: Coeficientes de regresséo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 2° para a extracéo da PME.

Coeficientes de Erro t(2) P
regressdo padrao
Meédia* 6,36 0,096 66,27 0,0002
(Xy)Temperatura(L)* 0,396 0,045 8,771 0,0127
Temperatura (Q)* -0,367 0,050 -7,375 0,0179
(Xz)Tempo(L)* 0,276 0,045 6,118 0,0257
Tempo (Q) -0,145 0,050 -2,920 0,1000
(X3)Agitacdo (L) -0,020 0,045 -0,433 0,7071
Agitacgdo (Q) -0,130 0,050 -2,623 0,1197
XiL. X5l 0,167 0,059 2,828 0,1056
XL X3l -0,250 0,059 -4,243 0,0513
XoL. X5L 0,125 0,059 2,121 0,1679

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 20: Andlise de variancia para a extracdo da PME do planejamento fatorial
completo 2.

Fontes de variacio Soma dos Graus de Quadrados =

¢ quadrados liberdade médios calculado
Regresséo 4,38 3 1,46 5,61
Residuo 3,38 13 0,26
Falta de Ajuste 3,32 11
Erro Puro 0,055 2
Total 7,75 16

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo = 0,84; Fz.13.005 = 3,41.
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Tabela 21: Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento

fatorial completo 23 para a extracéo da PMGL.

Coeficientes de Erro t(2) p
regresso padrao
Meédia* 41,58 0,485 85,69 0,0001
(X1)Temperatura(L) -0,805 0,228 -3,53 0,0717
Temperatura (Q)* -4,91 0,251 -19,56 0,0026
(X2)Tempo(L) -0,532 0,228 -2,33 0,1447
Tempo (Q)* 2,87 0,251 11,44 0,0076
(X3)Agitacdo (L)* 1,89 0,228 8,28 0,0143
Agitacdo (Q) 0,563 0,251 2,24 0,1544
XiL. X5l 1,21 0,298 4,06 0,0557
XiL.XsL 0,791 0,298 2,66 0,1172
XoL. X3l -0,821 0,298 -2,76 0,1102

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 22: Analise de variancia para a extracdo da PMGL do planejamento fatorial

completo 2.
Fontes de variacio Soma dos Graus de Quadrados =
¢ quadrados liberdade médios calculado
Regresséo 559,95 3 186,65 19,15
Residuo 126,72 13 9,75
Falta de Ajuste 125,30 11 11,39
Erro Puro 1,42 2 0,71
Total 686,67 16

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo = 0,90; Fz.13.005= 3,41.
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APENDICE B — Resultados do Planejamento Experimental: Producio da exo-PG, PME e
PMGL

Tabela 23: Coeficientes de regressdo e erro padréo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 22 para atividade de exo-PG.

Coeficientes de Erro t(2) P
regressao Padrao
Média* 20,10 0,137 146,29  0,0001
(X2) Farelo de Trigo (L) * 1,94 0,084 23,07 0,0019
Farelo de Trigo (Q) * -1,80 0,101 -17,89  0,0031
(X3) AMM (L) * -2,39 0,084 -28,37  0,0012
AMM (Q) * -3,31 0,101 -32,95  0,0009
XoL. XsL* 1,31 0,119 11,00  0,0082

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 24: Anélise de variancia para a bioproducdo de exo-PG do planejamento fatorial
completo 2%

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados

variacdo quadrados liberdade médios Fealculado
Regresséo 148,29 5 29,66 14,73
Residuo 10,07 5 2,01
Falta de Ajuste 9,96 3 3,32
Erro Puro 0,113 2 0,056
Total 158,36 10
Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Total = Regressdo + Residuo; Coeficiente de

Correlagdo = 0,97; F 5.5.005 = 5,05.

Tabela 25: Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 2° para atividade de pectina metilesterase (PME).

Coeficientes de Erro t(2) P
regressao padréo
Média* 8,05 0,192 41,94 0,0006
(Xy) Casca de Laranja (L) * -1,58 0,090 -17,48 0,0032
Casca de Laranja (g) (Q) -0,361 0,099 -3,64 0,0681
(Xz) Farelo de Trigo (L) * -0,473 0,090 -5,24 0,0345
Farelo de Trigo (Q) -0,421 0,099 -4,23 0,0516
(X3) AMM (L) 0,236 0,090 2,62 0,1199
AMM (Q) -0,361 0,099 -3,64 0,0681
XL XoL* 1,08 0,118 9,19 0,0116
XiLl.sl -0,417 0,118 -3,54 0,0715
XoL. X5L -0,250 0,118 -2,12 0,1679

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).
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Tabela 26: Andlise de variancia para a bioproducdo de PME do planejamento fatorial
completo 2.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados =
variacio quadrados liberdade médios caleulado
Regressado 46,38 3 15,46 21,36
Residuo 9,41 13 0,724
Falta de Ajuste 9,19 11
Erro Puro 0,222 2
Total 55,79 16

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Total = Regressdo + Residuo; Coeficiente de Correlagdo = 0,91;
F3,13005= 3,41.

Tabela 27: Coeficientes de regresséo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 22 para atividade de pectina liase (PMGL).

Coeficientes de Erro t(2) p
regressao padrao
Média* 57,35 0,419 136,76  0,0001
(Xy) Casca de Laranja (L) * -4,29 0,197 -21,81 0,0021
Casca de Laranja (g) (Q)* -4,88 0,217 -22,47 0,0019
(X2) Farelo de Trigo (L) * -6,00 0,197 -30,47  0,0011
Farelo de Trigo (Q) 0,367 0,217 1,69 0,2333
(X3) AMM (L) * 11,18 0,197 56,76 0,0003
AMM (Q) * -4,41 0,217 -20,32  0,0024
XL XoL* 1,59 0,257 6,19 0,0251
XL X 5L -0,020 0,257 -0,077  0,9458
XoL. X5L -0,534 0,257 -2,07 0,1738

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 28: Analise de variancia para a bioproducdo de PMGL do planejamento fatorial
completo 2°.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados Fealculado
variacao guadrados liberdade médios
Regressédo 2925,69 6 487,61 3,79
Residuo 1287,12 10 128,71
Falta de Ajuste 1286,06 8
Erro Puro 1,06 2
Total 4212,81 16

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Total = Regressdo + Residuo; Coeficiente de Correlagdo = 0,83;
Fe:10,005 = 3,21.
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APENDICE C - Resultados do Planejamento Experimental: Temperatura e pH 6timo de
reacdo da exo-PG, PME e PMGL

Tabela 29: Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 2° para atividade de poligalacturonase (exo-PG) em funcdo de
temperatura e pH.

Coeficientes de Erro t(2) P
regressao padréo
Média* 26,03 0,177 147,35  0,0001
(X)) pH (L) * 5,90 0,108 54,41 0,0003
pH (Q)* -6,65 0,129 -51,44 00,0004
(X2) Temperatura (L)* -2,73 0,108 -25,16 0,0016
Temperatura (Q)* -6,08 0,129 -47,02 0,0005
XL XoL* -2,17 0,153 -14,17 0,0049

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 30: Anélise de variancia para caracterizacdo da exo-PG do planejamento fatorial
completo 2.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados Fealculado
variacao guadrados liberdade meédios
Regresséo 708,06 5 141,61 17,91
Residuo 39,53 5 7,91
Falta de Ajuste 39,34 3
Erro Puro 0,187 2
Total 747,59 10

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Total = Regressdo + Residuo; Coeficiente de Correlagdo = 0,97;
Fs;5005= 5,05

Tabela 31: Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 22 para atividade de pectina metilesterase (PME) em funcdo do pH e
temperatura.

Coeficientes de Erro t(2) P
regressao padréo
Média* 21,11 0,294 71,80 0,0002
(X1) pH (L) * 20,68 0,180 114,73 0,0001
pH (Q) * 6,69 0,215 31,10 0,0010
(X2) Temperatura (L) * 1,70 0,180 9,43 0,0111
Temperatura (Q) 0,353 0,215 1,64 0,2423
XL XoL* 2,46 0,255 9,66 0,0106

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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Tabela 32: Anélise de variancia para a caracterizacdo da PME do planejamento fatorial
completo 2%

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados Fcalculado
variacao guadrados liberdade médios
Regressdo 3725,31 4 931,33 55,95
Residuo 99,87 6 16,65
Falta de Ajuste 99,354 4 24,838
Erro Puro 0,519 2 0,259
Total 3825,181 10

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Total = Regressdo + Residuo; Coeficiente de Correlagdo = 0,99;
Fa;6,005= 4,53

Tabela 33: Coeficientes de regresséo e erro padrdo, valores de t e p do planejamento
fatorial completo 22 para atividade de pectina liase (PMGL).

Coeficientes de Erro t(2) p
regressao padréo
Média* 92,40 0,706 130,78  0,0001
(X1) pH (L) 6,18 0,433 14,27 0,0049
pH (Q)* -3,81 0,517 -7,38 0,0179
(X2) Temperatura (L) 0,158 0,433 0,365 0,7501
Temperatura (Q)* -18,65 0,517 -36,07 0,0008
XL XoL* 5,72 0,612 9,35 0,0112

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 34: Analise de variancia para a bioproducdo da PMGL do planejamento fatorial
completo 2°.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados Fealculado
variacao guadrados liberdade meédios
Regressédo 2400,03 4 600,01 5,51
Residuo 652,96 6 108,83
Falta de Ajuste 649,96 4 162,49
Erro Puro 2,99 2 1,50
Total 3052,99 10

Residuo = Falta de ajuste + Erro puro; Total = Regressdo + Residuo; Coeficiente de Correlagdo = 0,88;
Fa;6:005 = 4,53
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APENDICE D - Sistema de quantificacio de biomassa pelo método de N-
acetilglicosamina

24

y = 0,4206*x+0,4645
r? = 0,995
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Figura 27: Correlacdo entre o teor de glicosamina (mg) e biomassa seca (mg) de
Aspergillus niger ATCC 9642 cultivado em meio liquido.

124



