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O objetivo deste estudo foi avaliar a bioproducdo de pectinases (pectina liase - PMGL,
pectato liase - PGL, pectinaesterase - PE, pectinametilesterase - PME e exo-
poligalacturonase - exo-PG) por Aspergillus niger ATCC 9642, em fermentagéo submersa,
empregando meio complexo e composto por residuos agroindustriais (casca de laranja,
agua de maceracao de milho e agua de parboilizacdo de arroz), bem como a caracterizacao
parcial dos extratos brutos obtidos. Inicialmente para o screening de variaveis da
bioprodugdo empregou-se um planejamento do tipo Plackett-Burman seguido de
planejamentos fatoriais completos, fixando as variaveis agitacdo (180 rpm), temperatura
(30°C) e pHiniciar (5,5). A maxima producdo de PMGL foi de 21,24 U/mL em meio
composto por 32 g/L de pectina citrica, 30 g/L de extrato de levedura e 0,04 g/L de sulfato
de ferro em 100 h de bioproducéo e de 56 U/mL em meio a base de 160 g/L de casca de
laranja, 150 g/L agua de maceracdo de milho e 300 g/L de &gua de parboilizacdo de arroz
em 124 h, nas condicdes de 180 rpm, 30°C e pHiniciar 5,5 € 5x10° esporos/mL. O pH e a
temperatura 6timo do extrato enzimatico bruto de PMGL obtido do meio complexo foram
de 3,0 e 37°C e com residuos agroindustriais foram de 4,5 e 55°C, respectivamente. Ao
armazenar 0s extratos enzimaticos a altas (100, 80, 55, 40, 35 e 25°C) e baixas
temperaturas (-80, -10 e 4°C)e em diferentes pH (11 a 3) verificou-se que a maior
estabilidade ocorreu em -80°C e pH de 4,5, mantendo 50 % da atividade residual por 3336
e 4128 h para o extrato bruto obtido do meio complexo e de 1200 e 228 h para 0 meio a
base de residuos agroindustriais, respectivamente. A maxima producdo de PME foi de
9,4 U/mL em meio composto por 42 g/L de pectina citrica, 1 g/L de sulfato de magnésio,
10 g/L de fosfato de potassio em 72 h de bioproducédo e ao utilizar meio composto por
120 g/L casca de laranja, 301,2 g/L agua de maceracdo de milho e 600 g/L a producéo foi
de 130 U/mL em 124 h, nas condi¢bes de 180 rpm, 30°C, pHiniciar 5,5 € concentracdo de
esporos de 5x10° esporos/mL. O pH e a temperatura 6timos dos extratos enzimaticos
brutos da PME foram de 11 e 55°C, respectivamente. Os extratos enzimaticos brutos
obtidos em meio complexo e a base de residuos agroindustriais, mantiveram a maior
estabilidade (50 % da atividade inicial) quando armazenados a 4°C durante 5376 e 2544 h e
em pH 11 por 2040 e 1188 h, respectivamente. A maxima atividade de exo-PG foi de
1,85 U/mL em meio composto de 80 g/L de casca de laranja, 100 g/L de agua de
maceracdo de milho e 552 g/L de agua de parboilizacdo de arroz em 128 h nas condicbes
de 30°C, 180 rpm e pH iniciar de 5,5 5x10° esporos/mL. O pH e a temperatura 6timos do
extrato enzimatico bruto da PG foi de 5,5 e 37°C, respectivamente. O extrato enzimatico
manteve a estabilidade de 50 % da atividade enzimatica quando armazenado a -80°C por
808 h e em pH 5 por 184 h, respectivamente. No entanto, para as enzimas PE e PGL as
atividades foram consideradas baixas, de 0,43 e 0,35 U/mL, respectivamente.

Palavras-chave: Bioprodugdo, pectina liase, pectinametilesterase, poligalacturonase,
residuos agroindustriais.

Vi



Abstract of Thesis submitted to Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia de Alimentos,
URI- Erechim as partial fulfillment of the requirements for the degree of Doctor in Food
Engineering (D.Sc.)

PRODUCTION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF PECTINASE
Aspergillus niger ATCC 9642 IN SUBMERGED FERMENTATION

Jonaina Pili

Advisors: Eunice Valduga and Geciane Toniazzo

The objective of this study was to evaluate the bioproduction of pectinases (pectin lyase -
PMGL, pectate lyase - PGL, pectin esterase — PE, pectin methylesterase - PME and exo-
polygalacturonase — exo-PG) by Aspergillus niger ATCC 9642, in submerged fermentation
using a complex medium with agro-industrial wastes (orange peel, corn steep liquor and
rice parboiling wastewater) and partial characterization of root crude extracts obtained .
For the screening of variables, held a planning type of Plackett-Burman 12 trials with three
central points, with operating conditions set at 180 rpm, 30°C and pH 5.5. The PMGL
maximum yield was 21,24 U/mL in a medium composed of 32 g/L of citric pectin, 30 g/L
yeast extract and 0.04 g/L of ferrous sulfate in 100 hours of bioproduction and 56 U/mL in
a médium composed of 160 g/L of orange peel, 150 g/L of corn steep liquor and 300 g/L of
rice parboiling wastewater at 124 h under the conditions of 180 rpm, 30 °C, pH 5,5 and
5x10° spores/mL.The optimum pH and temperature of the PMGL root crude enzyme
extract obtained from complex medium were 3.0 and 37 °C and from agro-industrial
wastes were 4.5 and 55 °C, respectively. By storing the enzyme extracts to high (100, 80,
55, 45, 35 and 25°C) and low (-80,-10 and 4°C) temperatures and at different pH was
found that greater stability occurred at -80 °C and pH 4.5, while maintaining 50 % residual
activity 3336 and 4128 h for the root crude extract obtained through complex médium and
1200 and 228 h to the agro-industrial wastes medium , respectively. The maximum PME
yield was 9.4 U/mL in the medium composed of 42 g/L of citric pectin, 1 g/L magnesium
sulfate, 10 g/L of potassium phosphate in 72 hours of bioproduction and using the medium
composed of 120 g/L orange peel, 301.2 g/L corn steep liquor and 600 g/L of rice
parboiling wastewater was 130 U/mL at 124 h under the conditions of 180 rpm, 30 °C, pH
5.5 and spore concentration of 5x10° spores/mL. The optimum pH and temperature of the
PME root crude enzyme extracts were 11 and 55 °C, respectively. Root crude enzyme
extracts obtained in complex medium and in agro-industrial waste base maintained the
highest stability (50% of initial activity ) when stored at 4 °C during 5376 and 2544 hours
and at pH 11 during 2040 and 1188 h, respectively. The maximum exo-PG activity was
1.85 U/mL in medium composed of 80 g/L of orange peel, 100 g/L of corn steep liquor and
552 g/L of rice parboiling wastewater during 128 h under the conditions of 30 °C, 180 rpm,
pH of 5,5 and 5x10° spores/mL. The optimum pH and temperature of the PG root crude
enzyme extract was 5.5 and 37 °C, respectively. The enzyme extract mantained the
stability of 50% of enzyme activity when stored at -80 °C for 808 h and in pH 5 for 184 h,
respectively. However, for the PGL and EP enzymes the activities were considered low
0.43 and 0.35 U/mL, respectively.

Keywords: bioproduction, pectin lyase, pectin methylesterase, polygalacturonase, agro-
industrial wastes.

Vil



INDICE

LISTADE FIGURAS ...t e e e e e e e e e e st eeeeas X
LISTA DE TABELAS . ... a e e a e as X1l
LISTADE QUADROS ... ..ttt e e e a e e e e e s aaeee s XV
LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES.......ccccooeoieveiieiien. XVI
L. INTRODUGAO ..ottt en st en e snens 16
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 19
N0 I L 4T - LSRR 19
2.2, PECLINASES ... et e it e et ette et ettt e et e e et e e et e e e st e e et e e et e e e tea e e nteeenrae e e nnte e e nnreeeannees 19
- INAUSLrias de SUCOS A& TrULAS........ueeiiiieiiiie et eeee e 29
- RecuperaGio de Ole0S SSENCIAIS. ........ciuiiiieiiiiiiii ettt 30
= INAUSLIIAS A& VINNOS ...t 30
- EXtracao de Gle0S VEQELAIS ......cccuvveiiiieiiiie et 30
= INAUSTIR TEXTI ...t 31
- Industria de papel € CEIUIOSE. ........ociiiii i 31
= RACAD @NIMAL .....ooeiieie e 31
2.3 CONSIAEIACOES FINAIS .. ...vveeiiiie ettt e e e e e eeanneas 33
3. MATERIAL E METODOS .......ooiiteieieieieeee ettt es sttt sn s s 34
TR Y ot o o] o F=T T ] 1 1 I PP PPR PP PPR 34
3.2. Bioproducéo de pectinases em meio COMPIEXO0........covviiiiiieiiieniieiie e 35
3.2.4.1. Maximizacdo e/ou Otimizacao da ProduGa0 ............cccvvvreevveeeiiieeesieeesieeenns 37
3.2.4.2. Efeito das concentragdes dos sais e pectina citrica no meio reacional da
medida de atividade da PME ..........ccooooiiiiiiiiie e 37
3.2.5.1. Maximizacdo e/ou otimiza¢do da produGao..........ccceevvreeiieeiiiireeiiie e, 38
3.3. Bioproducao de pectinases com substratos agroindustriais ...........ccccccevveevivveennnen. 39
3.4. Estudo cinético da bioproduc@o de PeCtiNASES ..........covvreiiireeiiieeeiiee e 39
3.5 Caracterizacao parcial dos extratos pectinolitico brutos..............ccccceevvieiiieennnn. 40
3.6. Determinagdes analitiCas..........cceeiiieeeiiie et 41
3.7. Tratamentos ESTALISTICOS. .. ....viiiieiiieiie ettt 45

viii



4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........oouiiieceeieeeeee et 46

4.1. BIOProduGaO0 de PECTINASES ......ceiuvieieeiiiieiieeeitee ettt ettt ettt 46
4.1.4.1. Pectinametilesterase (PME) ........coooiuiiiiiiiiiiieiie s 53
4.1.4.2. EStUAO CINBLICO ..vvveieieeciieesiie ettt e e sne e 57
4.1.4.3. Efeito da concentracao de sais e de pectina citrica no meio reacional da
Medida de atIVIAAAE..........ooiiee e 60
4.1.4.4. Caracterizagéo parcial do extrato bruto de PME...........ccoooiiiiiiiiiiicie, 62
4.1.5.1. EStudo CINELICO PIMGL......coiiiieiiiecie et 72
4.1.5.2. Caracterizagéo parcial do extrato bruto de PMGL ...........ccccoviiiiiiiiiinennn, 73

4.2. Bioproducéo de pectinases em meio a base de substratos agroindustriais............ 79
4.2.1.1. Producéo de Exo- poligalcturonase (eX0-PG) ........ccceiiiniiiiiniiciiieiie 81
4.2.1.2. EStudo CINBLICO BX0-PG........coiieiiieiie et 84
4.2.1.3. Caracterizagéo parcial da exo-poligalcturonase (exo-PG).........cccevvevrnennn. 86
4.2.2.1. Estudo CINEtICO de PME..........uiiiiiiieiii et 96
4.2.3.1. Estudo CINEtiCo de PMGL ........ccoiiiieiiiie e 107
4.2.3.2. Caracterizagéo parcial da pectina liase ...........cccovveiiiiiiiiieiicce 109

5. CONCLUSOES E SUGESTOES........coiiiiiieieineine e 116

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coviiteiitcieetetee et 119

7. APENDICE ..ottt 132



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: ESTRUTURA QUIMICA DA CADEIA PRINCIPAL DA PECTINA. ...cvveiivieiieaiienineeninens 20
FIGURA 2: MODO DE AGAO DA PECTINESTERASE (PE). A SETA INDICA O LOCAL DE REAGAO
DA ENZIMA NA SUBSTANCIA PECTICA (JAYANI ET AL., 2005). ....cccvviieiiieniieiiesien 22
FIGURA 3: MODO DE AGAO DA PECTINA LIASE. A SETA INDICA O LOCAL DE REAGAO DA
ENZIMA NA SUBSTANCIA PECTICA (JAYANI ET AL., 2005). ....coovviiiiiiieiiienieeiee i 23
FIGURA 4: A) ASPECTO VISUAL DO FUNGO FILAMENTOSO ASPERGILLUS NIGER ATCC 9642. B)
ASPECTOS DOS PELLETS DO FUNGO FORMADOS NO PROCESSO FERMENTATIVO............. 35

FIGURA 5: PRODUGAO DE PME (A) E PMGL (B) EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE
ESPOROS DO FUNGO FILAMENTOSO ASPERGILLUS NIGER ATCC 9642 EM DIFERENTES

TEMPOS DE BIOPRODUCAQ, RESPECTIVAMENTE. ....uuuuuuuuuuussisrerssssssssssnnnnnnsnnsssnnnnnnnnnnns 48
FIGURA 6: GRAFICO DE PARETO COM O EFEITO ESTIMADO (VALOR ABSOLUTO) DAS

VARIAVEIS TESTADAS NO PLACKETT-BURMAN PARAAPME. ..o 51
FIGURA 7: GRAFICO DE PARETO COM O EFEITO ESTIMADO (VALOR ABSOLUTO) DAS

VARIAVEIS TESTADAS NO PLACKETT-BURMAN PARA A PRODUCAO PMGL. ................ 52

FIGURA 8: SUPERFICIES DE RESPOSTA E CURVAS DE CONTORNO EM FUNGCAO DA
CONCENTRAGAO DE PECTINA E FOSFATO DE POTASSIO (A), SULFATO DE MAGNESIO E
PECTINA (B) E FOSFATO DE POTASSIO E SULFATO DE MAGNESIO (C), E PARA

BIOPRODUGAO DE PME (U/ML), RESPECTIVAMENTE. ...cuviiitiiiiiesiieenieesiieesineesiee e 55
FIGURA 9: GRAFICO DE PARETO COM OS EFEITOS ESTIMADOS (VALOR ABSOLUTO) DAS
VARIAVEIS TESTADAS NO PLANEJAMENTO FATORIAL 22 PARAO PH. ..o, 57

FIGURA 10: (A) ESTUDO CINETICO NA BIOPRODUGAO DE PME (U/ML), PRODUGCAO DE
BIOMASSA (G/L), EVOLUGAO DO PH E CONSUMO DE K (MG/L) EM FUNGAO DO TEMPO
(H); (B) CINETICA DO CONSUMO DOS SUBSTRATOS COT, N2, MG, MN E FE (MG/L) EM

FUNGAO DO TEMPO (H). c.uvveeiutieeeiteeesiteeesiteeessteeesnteaesteaeanseaesnseaeansaaeesnneeesnseeesnnanesnsnas 58
FIGURA 11: ATIVIDADE DA PME EM FUNGAO DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE PECTINA
CITRICA NO MEIO REACIONAL DE MEDIDA. .....ccuviitieieeieaseeseesreesseesieessesseessesssessseessens 61
FIGURA 12: SUPERFICIES DE RESPOSTA (A) E CURVA DE CONTORNO (B) PARA ATIVIDADE DE
PME (U/ML) EM FUNCAO DA TEMPERATURA (°C) EPH. .....cooiiiiiiecie e 64
FIGURA 13: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PME SUBMETIDO A BAIXAS
(4,-10 E-80°C) E A ALTAS TEMPERATURAS (100, 60, 55, 40 E30°C). ..cvveevvveeivieenen. 65
FIGURA 14: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PME SUBMETIDO A
DIFERENTES PH 5, 7, QE LL. oottt 68

FIGURA 15: SUPERFICIES DE RESPOSTA E CURVAS DE CONTORNO PARA BIOPRODUGAO DE
PMGL (U/ML) EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA E PECTINA
(A), CONCENTRAGAO DE PECTINA E SULFATO DE FERRO (B) E CONCENTRAGAO DE
SULFATO DE FERRO E EXTRATO DE LEVEDURA (C), RESPECTIVAMENTE. ......cccciverirennnnn. 71

FIGURA 16: (A) ESTUDO CINETICO NA BIOPRODUGAO DE PMGL (U/ML), PRODUCAO DE
BIOMASSA (G/L), EVOLUGAO DO PH E CONSUMO DE MG, FE E MN (MG/L) EM FUNCAO
DO TEMPO (H); (B) CINETICA DO CONSUMO DOS SUBSTRATOS COT, N, E K (MG/L) EM

FUNGAO DO TEMPO (H), RESPECTIVAMENTE. .....ccutiitieiierieatiesteessnesieaseesseesseesssesseaseesses 72
FIGURA 17: SUPERFICIES DE RESPOSTA (A) E CURVA DE CONTORNO (B) PARA ATIVIDADE DE
PMGL (U/ML) EM FUNCAO DA TEMPERATURA (°C) EPH. ...ccovveiiiiccie e, 75

FIGURA 18: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PMGL SUBMETIDO A (A)
ALTAS (100, 80, 55, 40, 35 E 25°C) E (B) BAIXAS TEMPERATURAS (-80, -10 E 4°C),

RESPECTIVAMENTE. ....u 7
FIGURA 19: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PMGL SUBMETIDO A
DIFERENTES PH 3; 3,4;4,5; 5,5, B E 7 .eeviiiiiiiiiiieie et 79



FIGURA 20: CURVA DE CONTORNO EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO (A) AGUA DE
MACERAGAO DE MILHO E CASCA DE LARANJA, (B) AGUA PARBOILIZADA DE ARROZ E
CASCA DE LARANJA E (C) AGUA PARBOILIZADA DE ARROZ E AGUA DE MACERAGAO DE

FIGURA 21: (A) ESTUDO CINETICO NA BIOPRODUGAO DE EXO-PG (U/ML), EVOLUGAO DO PH
E CONSUMO PECTINA (%) E N2 (%) EM FUNGAO DO TEMPO (H); (B) CINETICA DO
CONSUMO MG, K, MN FE E AGUCARES REDUTORES (MG/L) EM FUNGAO DO TEMPO (H),

RESPECTIVAMENTE. ...ttt ttttettt ettt ettt etttk e st ekt e et e et e bttt e bt et e e nte e b 85
FIGURA 22: SUPERFICIES DE RESPOSTA (A) E CURVA DE CONTORNO (B) PARA ATIVIDADE DE
PG (U/ML) EM FUNGAO DA TEMPERATURA (°C) E PH, RESPECTIVAMENTE..........ccuv.... 88

FIGURA 23: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA EXO-PG SUBMETIDO A (A)
BAIXAS (4, -10 E -80°C) E (B) ALTAS TEMPERATURAS (25, 35, 40, 55, 80 £ 100°C). .....90

FIGURA 24 — ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA EXO-PG SUBMETIDO AOS
] I S T T A I ST 92

FIGURA 25: SUPERFICIE DE RESPOSTA E CURVA DE CONTORNO EM FUNCAO DA
CONCENTRAGAO (A) AGUA DE MACERAGAO DE MILHO E CASCA DE LARANJA, (B) AGUA
PARBOILIZADA DE ARROZ E CASCA DE LARANJA E (C) AGUA PARBOILIZADA DE ARROZ E
AGUA DE MACERAGAO DE MILHO, RESPECTIVAMENTE......ccoitviiiiiieaiieeeniieeesieeesieeenns 95

FIGURA 26: ESTUDO CINETICO DA BIOPRODUGCAO DE PME EM FUNCAO DA ATIVIDADE
(U/ML), PRODUGAO DE BIOMASSA (G/L), NITROGENIO E PH PELO TEMPO (HORAS) (A) E
EM FUNGAO DO CONSUMO DE CARBONO E MINERAIS PELO TEMPO (HORAS) (B),

RESPECTIVAMENTE. ...ttt ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaa s 98
FIGURA 27: SUPERFICIE DE RESPOSTA (A) E CURVA DE CONTORNO (B) PARA ATIVIDADE DE
PME (U/ML) EM FUNCAO DA TEMPERATURA (°C) E PH, RESPECTIVAMENTE.............. 100
FIGURA 28: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PME SUBMETIDO A (A)
BAIXAS (4, -10 E 80°C) E (B) ALTAS TEMPERATURAS. ....eeiitireeiireesiieeesrieeesneeesseeeanns 101
FIGURA 29: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PME SUBMETIDO AOS PH
DE 5, 5,5, 7, 9,8 E LL .o 103

FIGURA 30: SUPERFICIE DE RESPOSTA E CURVA DE CONTORNO EM FUNGAO DA
CONCENTRAGAO (A) AGUA PARBOILIZADA DE ARROZ E AGUA DE MACERAGAO DE MILHO,
(B) AGUA DE MACERAGAO DE MILHO E CASCA DE LARANJA E (C) AGUA PARBOILIZADA
DE ARROZ E CASCA DE LARANJA, RESPECTIVAMENTE. .....vveviiriesriesieesieeiesiesneesseesnens 106

FIGURA 31: (A) ESTUDO CINETICO NA BIOPRODUGAO DE PMGL (U/ML), PECTINA (%),
EVOLUGAO DO PH E NITROGENIO EM FUNGAO DO TEMPO (H); (B) CINETICA DO CONSUMO
DOS SUBSTRATOS CONSUMO DE K, MG, MN, FE E ACUCAR REDUTOR, EM FUNGAO DO

TEMPO (H) 1eteiuttee ettt e et ettt et e e et e e et e e et e e st e e et e e e tae e e estaeeanbeeeaneeeeanteeeanreeeas 108
FIGURA 32: SUPERFICIES DE RESPOSTA (A) E CURVA DE CONTORNO (B) PARA ATIVIDADE DE
PMGL (U/ML) EM FUNCAO DA TEMPERATURA (°C) E PH, RESPECTIVAMENTE............ 111
FIGURA 33: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PMGL SUBMETIDO A
ALTAS TEMPERATURAS 100, 80, 55, 40, 35 E 25°C.....ccviiiiiieiieie e 112
FIGURA 34: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PMGL SUBMETIDO A
BAIXAS TEMPERATURAS DE 4, 10 E -80°C. ...cvviivieiiieiiiecieee ettt 113
FIGURA 35: ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DA PME SUBMETIDO A
DIFERENTES PH 3, 3,5, 4,5, 5,6, TE D . .iiiiiiee ettt 114

Xi



LISTA DE TABELAS
TABELA 1: VARIAVEIS INDEPENDENTES E NiVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO DO TIPO

PLACKETT & BURMAN PARA A BIOPRODUGAQO DE PECTINASES. ....cvvveeeeiiiiiivirirreeeeaanns 36
TABELA 2: VARIAVEIS INDEPENDENTES E NIVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL
23 PARA APRODUGAO DE PIME . .......oovteieeeeeeeeeeeeeeeeee e ee et e e v ee s ses e en e 37
TABELA 3: VARIAVEIS INDEPENDENTES E NIVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL
COMPLETO 23 PARA PRODUGAO DE PMGLe.....eveeeeeeeeeeeeeeeeeeee st en e 38
TABELA 4: VARIAVEIS INDEPENDENTES E NIVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL
COMPLETO 2% PARA PRODUGAO DE PMGL.....vveeeeeeeeeteeee et en e 38
TABELA 5: VARIAVEIS INDEPENDENTES E NiVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL
COMPLETO 2° PARA BIOPRODUGCAO DE PECTINASES. «...v.vvvevereeeeeeeeseseseeneseseseesenanesenens 39
TABELA 6: VARIAVEIS INDEPENDENTES E NIVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL
COMPLETO 2° DE TEMPERATURA E PH OTIMOS DAS ENZIMAS EX0-PG EPMGL. .......... 40
TABELA 7: VARIAVEIS E NIVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 DE
TEMPERATURA E PH OTIMOS DAENZIMA PME. ...ove e, 40
TABELA 8: ATIVIDADE DA PECTINA LIASE (U/ML) EM FUNGAO DO TEMPO DE REAGAO. ....... 46

TABELA 9: MATRIZ DO PLANEJAMENTO TIPO PLACKETT-BURMAN VALORES REAIS E
CODIFICADOS E RESPOSTAS EM PRODUCAO DAS ENZIMAS PECTINAMETILESTERASE
(PME), PECTINA LIASE (PMGL), PECTINESTERASE (PE) E PECTATO LIASE (PGL)........ 50

TABELA 10: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° (VALORES CODIFICADOS E REAIS) E

RESPOSTA EM PRODUGAO DE PECTINAMETILESTERASE E PH. 1..evvoveveeeeeeeveeeereeeeeen. 53
TABELA 11: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL 22 PARA ATIVIDADE DE PECTINAMETILESTERASE. ............... 54
TABELA 12; ANALISE DE VARIANCIA PARA A BIOPRODUCAO DE PME DO PLANEJAMENTO
FATORIAL 22 oottt ettt et et et et e et et et et et et et e et ee et et et en et e ee e, 54
TABELA 13: ATIVIDADE DE PME (U/ML) EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE FOSFATO DE
POTASSIO ¢ eeeeeeeeeeeeeeee e eee e e e ee et ee e eeeeeeeeseeeeseeeeees e ee et es et et esee e e et eneeeeees e e et en e eene, 56
TABELA 14: ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
SAIS NACL, CACLy E A INTERACAO NACL/CACL . cvrvveveeeeeeeeeeseeeeresseeeeeseeeerenseesenaees 60

TABELA 15: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 COM VALORES
CODIFICADOS (REAIS) E RESPOSTA EM ATIVIDADE ENZIMATICA DE
PECTINAMETILESTERASE EM FUNGAO DE TEMPERATURAE PH. ....ccoiiiiiiiiiiiiiie i, 62

TABELA 16: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° PARA ATIVIDADE DE PME EM FUNCAO DE

TEMPERATURA E PH. ..o oeeeeeeeeeeeeeeeee oottt et et s et ee et et et enen e e eeeeseeeeeenenenas 63
TABELA 17: ANALISE DE VARIANCIA PARA A ATIVIDADE DE PME DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2% EM FUNGCAO DE TEMPERATURA E PH. ...vvveeeeeeeeeeeeeeeen. 63
TABELA 18: PARAMETROS DE INATIVAGAO TERMICA PARA O EXTRATO BRUTO ENZIMATICO
DA PME OBTIDO PELO A. NIGER ATCC 9842, ..o eeeseeeeeee e, 67
TABELA 19: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° (VALORES REAIS E
CODIFICADOS) E RESPOSTAS EM PRODUCAO DE PECTINA LIASE EPH. ....cvveeeeveeeveeennd 69
TABELA 20: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T (2) DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 23 PARA ATIVIDADE DE PMGL. ...vvovevevevenn.. 70
TABELA 21: ANALISE DE VARIANCIA PARA A BIOPRODUCAO DE PMGL DO PLANEJAMENTO
FATORIAL 2. oo ettt ettt ettt ettt enens 70

TABELA 22: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 COM VALORES
CODIFICADOS (REAIS) E RESPOSTA EM ATIVIDADE ENZIMATICA DE PECTINA LIASE. ...... 74

xii



TABELA 23: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO

PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 PARA ATIVIDADE DE PMGL. ...c.ovovvvvveiian. 74
TABELA 24: ANALISE DE VARIANCIA PARA A ATIVIDADE DE PMGL DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2 EM FUNCAO DE TEMPERATURAEPH. ..o, 75
TABELA 25: PARAMETROS DE INATIVAGCAO TERMICA PARA O EXTRATO BRUTO ENZIMATICO
DA PMGL OBTIDO PELO A. NIGER ATCC 9642. ......ovveiiiiee et 78
TABELA 26: TEORES DE PECTINA, NITROGENIO E CARBONO ORGANICO TOTAL (TOC) DOS
SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS. ..ceeteeeiiiiitittieeeeeeeasssssttressaeeeesssnsssassssaeeessssnnnnssnssees 79
TABELA 27: TEORES DE MINERAIS DOS SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS. ...ccvveeeeiiiiriiriennnnn. 80
TABELA 28: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° (VALORES REAIS E
CODIFICADOS) E RESPOSTAS EM PRODUGAO DA ENZIMA EXO-PG.......cccovevviiiiiiiieninns 81

TABELA 29: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° PARA ATIVIDADE DE EXO-
POLIGALACTURONASE. ..ttt itiette e ee ettt e e e et e e st s e e s e atasessata s e e sata e ssebbasessestasaessatnaensens 82

TABELA 30: ANALISE DE VARIANCIA PARA A BIOPRODUGAO DE EX0O-PG DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22, oottt ettt ee e e s e ee e e e 82

TABELA 31: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 (COM 3 PONTOS CENTRAIS)
E RESPOSTA DAS VARIAVEIS TEMPERATURA EPH. ..ovvviiiii e 87

TABELA 32: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 PARA ATIVIDADE DE EXO-

POLIGALACTURONASE. ...t eeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaeas 87
TABELA 33: ANALISE DE VARIANCIA PARA A BIOPRODUGAO DE EXO-PG DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 ..ottt n ettt 87
TABELA 34: PARAMETROS DE INATIVAGAO TERMICA PARA O EXTRATO BRUTO ENZIMATICO
DA EXO-PG OBTIDO PELO A. NIGER ATCC 9642. .....ooeiiiiiiieiiiiiie e 91
TABELA 35: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° VALORES CODIFICADOS (REAIS) E
RESPOSTAS EM PRODUGAO DA ENZIMA PECTINAMETILESTERASE. ....vvvvvieiiiiireesiiienenns 93

TABELA 36: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° PARA ATIVIDADE DE PECTINAMETILESTERASE.

................................................................................................................................. 94
TABELA 37: ANALISE DE VARIANCIA PARA A BIOPRODUCAO DE PME DO PLANEJAMENTO

FATORIAL 22 oo et e et ettt et e, 94
TABELA 38: ATIVIDADE PME (U/ML) EM FUNGCAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE

A . e e —————— 96

TABELA 39: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 COM VALORES
CODIFICADOS (REAIS) E RESPOSTA EM ATIVIDADE PECTINAMETILESTERASE EM FUNGAO

DE TEMPERATURA E PH OTIMOS. ...ttt ettt n ettt e 99
TABELA 40: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% PARA ATIVIDADE DE PME........cococvvevennn, 100
TABELA 41: ANALISE DE VARIANCIA PARA A ATIVIDADE DE PME DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2% EM FUNCAO DE TEMPERATURA E PH. ....oovvviveveveeievee s 100
TABELA 42: PARAMETROS DE INATIVAGAO TERMICA PARA O EXTRATO BRUTO ENZIMATICO
DA PME OBTIDO PELO A. NIGER ATCC 9642. ..ot 102
TABELA 43; MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° VALORES CODIFICADOS
(REAIS) E RESPOSTAS EM PRODUCAO DA ENZIMA PECTINA LIASEEPH......c.cooevivinaee, 104
TABELA 44: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° PARA ATIVIDADE DE PECTINA LIASE............ 105
TABELA 45: ANALISE DE VARIANCIA PARA A BIOPRODUCAO DE PMGL DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22, oottt ettt ettt ettt 105

Xiii



TABELA 46: MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 COM VALORES
CODIFICADOS (REAIS) E RESPOSTA EM ATIVIDADE ENZIMATICA DE PECTINA LIASE EM
FUNCAO DE TEMPERATURA EPH. ..ottt 109

TABELA 47: COEFICIENTES DE REGRESSAO E ERRO PADRAO, VALORES DE P E T DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% PARA ATIVIDADE DE PMGL EM FUNGAO DE
TEMPERATURA E PH. oot e e s 110

TABELA 48: ANALISE DE VARIANCIA PARA A ATIVIDADE DE PMGL DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22, oot teeeeeeeeeeeee ettt ettt es et et et s et et ee et et et et et et ee e eeeeeenans 110

TABELA 49: PARAMETROS DE INATIVAGCAO TERMICA PARA O EXTRATO BRUTO ENZIMATICO
DAPMGL OBTIDOPELO A. NIGERATCC 9642. ... 114

TABELA 50 — ESTUDO CINETICO DA PRODUGAO DE PECTINAMETILESTERASE (PME) EM
TODOS OS ENSAIOS DO PLANEJAMENTO TIPO PLACKETT & BURMAN POR UM PERIODO DE
ATE 96 HORAS DE BIOPRODUGAO. ....etieeeeiiiiiiiereeseeeesaasssssssssssseessasssssnsssssseeessssnnssnnns 133

TABELA 51— ESTUDO CINETICO DA PRODUGAO DE PECTINA LIASE (PMGL) EM TODOS 0OS
ENSAIOS DO PLANEJAMENTO TIPO PLACKETT & BURMAN POR UM PERIODO DE ATE 96
HORAS DE BIOPRODUGAD. ... utvtteeeeeeesiiiiitieeseeeeessassssssssssaeesssaasnsssssssaesessssnssssssseees 134

TABELA 52 — ESTUDO CINETICO DA PRODUGAO DE PECTATO LIASE (PGL) EM TODOS 0OS
ENSAIOS DO PLANEJAMENTO TIPO PLACKETT & BURMAN POR UM PERIODO DE ATE 96
HORAS DE BIOPRODUGAOD. ... .uuviieeeeeeesiiititteeeeeeeesssassssassasseeassassnsssassssaeessssnsssnnsseees 135

TABELA 53 — ESTUDO CINETICO DA PRODUGAO DE PECTINA ESTERASE (PE) EM TODOS 0S
ENSAIOS DO PLANEJAMENTO TIPO PLACKETT & BURMAN POR UM PERIODO DE ATE 96
HORAS DE BIOPRODUGAD. ... .uuvieeieeeeeiiiiiirteeeeeeeeasaassssasssaseesssasssnssssssssaesssssnnssnnsseees 136

Xiv



LISTA DE QUADROS
QUADRO 1: OCORRENCIA E PRINCIPAIS AGENTES PRODUTORES DAS ENZIMAS PECTINOLITICAS.

XV



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

% Porcentagem R Coeficiente de correlagdo
DNS Acido 3,5 B Beta
dinitrosalisilico
rpm Rotagdo por minutos tab Tabelado
°C Graus Celsius pH Potencial hidrogeni6nico
PDA Potato dextrose Agar M Molaridade
UA Unidade de atividade F tab Valor tabelado de F
PME Pectinametilesterase FES Fermentacdo em estado sélido
mM Mili-molar FS Fermentacdo submersa
uL Micro-litros vvm Volume de ar por volume de liquido por
SSF Fermentacéo sélida minuto
S Segundos PPases Protopectinases
viv Volume/volume PE Pectinesterases
mL Mililitros PMGL Pectina liase
COoT Carbono Organico Total | Endo-PMGL Endo-polimetilgalacturonato liases
SmF Fermentacdo Submersa
U/mL Unidade/mililitros Exo-PMGL Exo-polimetilgalacturonato liases
m/v Massa/volume
g/L Gramas/litros PGL Pectato liase/poligalacturonato liases
A Alfa Exo-PG Exo-poligalacturonases
Min Minutos Endo-PG Endo-poligalacturonases
PG Poligalacturonase

XVi




Introducéo

1. INTRODUCAO

No mercado mundial a diversidade industrial mostra um amplo campo de
aplicacdo de enzimas, abrangendo as areas, alimentar, téxtil e quimica, apontando
reducéo significativa da energia necessaria para a obtencdo de produtos manufaturados.
As enzimas, com potencial tecnoldgico, sdo utilizadas como catalisadores de processo,
com capacidade de transformar as matérias-primas em produtos com maior valor
agregado, devido a facilidade de obtencéo (por biotecnologia) e as vantagens em relagdo
aos catalisadores quimicos, como maior especificidade, menor consumo energético e
maior velocidade de reacdo.

Dada a inerente habilidade das enzimas, como consequéncia da sua estrutura
proteica, este processo representa um grande desafio tecnologico, o que explica o
namero ainda relativamente reduzido de processos enzimaticos operando em escala
industrial.

Um grupo de enzimas com grande potencial a oferecer a industria & o das
pectinases, pois possuem inumeras aplicagdes, tais como a reducédo da viscosidade, para
melhorar e aumentar a eficiéncia de filtracdo e de clarificacdo (GUMMANDI &
PANDA, 2003; ALMEIDA et al., 2005) no tratamento preliminar da uva em industrias
vinicolas; na maceracdo, liquefacdo e extracdo de tecidos vegetais; na fermentacdo de
chd, café e cacau (DA SILVA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2005) para melhorar a
extracdo de 6leos vegetais (LIMA et al., 2005; DA SILVA et al., 2005) na extracdo de
polpa de tomate (ALMEIDA et al., 2005) e no tratamento e degomagem de fibras
naturais para as industrias téxtil e de papel (ALMEIDA et al., 2005; KAUR et al., 2004;
TARAGANO & PILOSOF, 1999; LIMA et al., 2005).

As pectinases sdo um grupo de enzimas responsaveis pela degradacdo de
moléculas complexas denominadas substancias pécticas, que sdo polissacarideos
estruturais da parede primaria das células vegetais jovens e principais componentes da
lamela média, através da reacdo de despolimerizacdo (hidrolases e liases) e
desesterificacdo (esterases) (PEDROLLI et al., 2009).

A habilidade para sintetizar enzimas pectinoliticas € muito comum entre 0s
grupos de micro-organismos, mas o0s fungos sao os preferidos em escala industrial, pois
cerca de 90 % das enzimas produzidas podem ser secretadas no meio de cultura
(BLANDINO et al., 2002; BRAVO et al., 2000). Uma grande variedade de bactérias
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(bacillus polymyxa, Erwinia ssp., Erwinia carotovora, Pseudomonas syringae),
leveduras ( Bacteroides fragilis, Kluyveromyces marxianus) e de fungos filamentosos
(Aspergillus niger, Trichoderma lignorum, Trichoderma risei, Trichoderma harzianum,
Trichoderma longibranchiatum, Trichoderma viride) sdo conhecidos como bons
produtores de enzimas pectinoliticas (DE GREGORIO et al., 2002; KASHYAP et al.,
2001). Na maioria dos casos o fungo Aspergillus niger € utilizado para producdo
industrial, j& que é classificado como GRAS (generally recognized as safe) pelo Food
and Drug Administration (FDA), 6rgdo do governo dos Estados Unidos responsavel
pelo controle de alimentos e medicamentos (FERNANDES-SALOMAO et al., 1996).

Visando a reducdo de custos na bioproducdo de pectinases, 0s residuos
agroindustriais como casca de café, casca e bagaco de frutas citricas, farelo de trigo,
bagaco de uva, bagaco de mandioca e bagaco de beterraba doce, agua de maceragédo de
milho e agua de parboilizacdo de arroz podem ser utilizados como substratos para a
producdo de compostos de maior valor agregado como enzimas, etanol, proteinas,
acidos organicos e compostos de aroma, desde que se escolha o micro-organismo
apropriado ou adaptado para a finalidade desejada (BRAVO et al., 2000). Neste
contexto, a fermentacdo submersa desempenha um papel de destaque no aproveitamento
de residuos liquidos e solidos, pois, em virtude do crescimento microbiano, ocorre a
sintese de diversos compostos, dos quais as enzimas, de grande interesse para
segmentos industriais, além de valor agregado.

A producdo de pectinases por micro-organismos é influenciada pelas condicdes
de cultivo, a qual pode estimular ou inibir a sintese de enzimas (VISWANATHAN &
JAGADEESHBABU, 2008). Assim, ao estudar um novo micro-organismo produtor de
pectinases, 0 primeiro passo € a otimizagdo das condicGes de cultivo, ou seja, conhecer
os diversos aspectos que regulam a sintese e a atividade da enzima (CORDEIRO &
MARTINS, 2009). Apds conhecer a condicdo de cultivo que resulta em maiores niveis
de atividade enzimatica, € necessario isolar e caracterizar estas enzimas quanto a sua
estabilidade, para posteriores definicGes de suas possiveis aplicacdes industriais.

Com base no exposto, 0 objetivo geral deste estudo foi avaliar a producédo de
pectinases por fermentacdo submersa utilizando o fungo filamentoso Aspergillus niger
ATCC 9642 em meio complexo e composto por residuos agroindustriais. Para tal,

alguns objetivos especificos foram tracados:
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v Avaliar os efeitos da composicdo do meio de cultivo complexo visando a
otimizacdo da bioproducdo das pectinases (pectinametilesterase e pectina liase),
empregando metodologia de planejamento de experimentos;

v" Maximizar e/ou otimizar a bioproducdo das pectinases (exo-Poligalacturonase,
Pectinametilesterase e Pectina liase) em meio de cultivo composto por residuos
agroindustriais (casca de laranja triturada, farelo de trigo e agua de maceracao de
milho) empregando metodologia de planejamento de experimentos;

v’ Caracterizar as enzimas em termos de pH e temperatura 6tima, estabilidade a
diferentes temperaturas e pHs e determinacdo de parametros cinéticos do

processo.

Baseado nisto, dividiu-se este trabalho em itens (subitens), conforme descrigdo
resumida apresentada a seguir. No item 2, serd apresentada uma breve revisdo da
literatura acerca dos temas envolvidos no presente estudo, relacionados a producdo de
pectinases, aplicacdo industrial, mercado atual e perspectivas. No item 3, sera apresenta
0 desenvolvimento de metodologia para a producdo e caracterizacdo das enzimas
pécticas (PG, PME,PMGL, PE e PGL). No item 4, serdo apresentados e discutidos os
resultados do estudo, o qual incluem a bioproducdo das pectinases, caracterizacao
parcial, cinética de producdo e estabilidade de estocagem a diferentes pH e
temperaturas. No item 5, serdo apresentadas as conclusdes e sugestdes para trabalhos

futuros.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este item apresenta um levantamento de dados bibliograficos abordando os
seguintes assuntos pertinentes: enzimas pectinoliticas (protopectinases, pectinesterases e
despolimerases), produgdo microbiana, caracterizacdo e especificidade, aplicagéo
industrial das pectinases e mercado atual.

2.1. Enzimas

Enzimas s@o substancias biocatalisadoras complexas extremamente eficientes e
altamente especificas, sintetizadas no interior das celulas vivas, mas que também
exercem atividade fora delas. Como grande parte das proteinas sintetizadas sdo enzimas
intracelulares citoplasmaticas, estas sdo obtidas e avaliadas somente através do
rompimento da estrutura celular (HOONDAL et al., 2002).

Uma das caracteristicas notaveis das enzimas quando comparadas com
catalisadores quimicos sdo a especificidade pelo substrato e a especificidade em
promover somente uma reacdo bioquimica com seu substrato, em condic¢des brandas de
reacdo e menores problemas ambientais e toxicologicos. Elas sdo divididas em seis
grandes classes, baseadas no tipo de reacdo que elas catalisam: oxiredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (SANTOS, 2007).

As enzimas, de um modo geral, sdo amplamente utilizadas nos mais diversos
processos industriais, em razdo da sua especificidade e do seu potencial catalitico.
Entretanto, uma enzima torna-se de valor comercial somente se houver demanda ou
possuir propriedades que atendam aos requerimentos técnicos e econdmicos do processo
em escala industrial (BRAVO et al., 2000).

2.2. Pectinases

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas,
reduzem o amargor excessivo provocado por cascas de citros e aumentam o aroma e as
substancias volateis das frutas e vegetais. Degradam, ainda, outros componentes de alto
peso molecular reduzindo a viscosidade e aumentando o rendimento na extracdo de
sucos. Uma hidroélise das substancias pécticas da ordem de 5 % promove uma reducgéo
da viscosidade de 50 % (MERCES, 2012).
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Pectinases sdo enzimas capazes de reconhecer ligagdes glicosidicas do tipo a-
1,4, entre unidades de acidos galaturdnicos ou seu derivado metoxilado. S&o produzidas
por vegetais e micro-organismos e seu substrato sdo os polissacarideos constituintes da
lamela média e da parede primaria de células vegetais. Em virtude disso as pectinases
podem causar importantes alteracdes na textura de frutas e hortalicas. Sua aplicagdo na
industria de alimentos pode trazer uma série de beneficios a obtencdo de produtos de
origem vegetal (KOBLITZ, 2010).

As enzimas pectinoliticas ou pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas
que hidrolisam as substancias pécticas presentes nas células vegetais as quais incluem
poligalacturonase (PG), esterase pectina, pectina liase e pectato liase com base no seu
modo de agdo (DINU et al., 2007, MARTIN et al., 2007).

As substancias pecticas sdo polissacarideos estruturais presentes nas células
vegetais, responsaveis pela manutencdo da integridade dos tecidos da planta. S&o
caracterizados por longas cadeias de acido galacturdnico, que sdo grupos carboxila, que
as vezes sao modificados atraves da adicdo de grupos metil, formando grupos metoxila.
Enzimas pécticas atuam quebrando ligacdes glicosidicas das longas cadeias de carbono
(poligalacturonase, pectina liase e pectato liase) dividindo os grupos metoxila (pectina
esterase)(COELHO et al., 1995).

Quimicamente é um complexo coloidal de polissacarideos acidos, composto de
residuos de acido D-galacturénico unidos por ligagdes a- 1,4, parcialmente esterificados
por grupos metil e parcial ou completamente neutralizadas por uma ou mais bases (ions
sodio, potassio ou amdnio) (UENOJO & PASTORE, 2007). A Figura 1 mostra a

estrutura quimica da cadeia principal da pectina.

Figura 1: Estrutura quimica da cadeia principal da pectina.

Os é&cidos pectinicos contém até 75 % de unidades de galacturonato metilado.

Dentro de condigdes satisfatorias, acidos pectinicos sdo capazes de formar géis com
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acucares e &cidos ou, se apropriadamente contiver baixo contetdo de metoxil, com
certos ions metalicos (KASHYAP et al., 2001).

A pectina € um termo genérico para a mistura de composicdo extremamente
diferente, contendo &cido pectinico como maior componente dos grupos carboxilicos e
tem a capacidade de formar géis (KASHYAP et al., 2001).

Protopectina é a substancia péctica originalmente insoltvel em &gua, localizada
principalmente na lamela média. As protopectinas, compostas por unidades de acidos
galacturénicos ligadas ao calcio por ligacGes ibnicas de carater acentuadamente forte,
sdo insolUveis em &gua e estdo presentes nos tecidos vegetais intactos (KASHYAP et
al., 2001, JAYANI et al., 2005).

Devido a grande diversidade de pectinas nas plantas e sua consequente
complexidade, sdo necessarias diferentes pectinases com diversas formas de acao:
poligalacturonase (PG), pectinesterase (PE), pectinaliase (PL) e pectatoliase (PAL). PG,
PL e PAL sdo consideradas enzimas despolimerizantes, pois clivam a molécula de
pectina entre os mondmeros de acido galacturénico, seja por hidrdlise (PG) ou j-
eliminacdo (PL, PAL). PE catalisa a desesterificacdo dos grupamentos metoxil da
pectina (MARTOS et al., 2013).

A classificacdo destas enzimas esta baseada nos modos de ataque a molécula dos
polimeros pécticos, pela preferéncia de substrato (pectina, acido péctico ou
protopectina), ocorre pela acdo de transeliminacdo ou hidrdlise e por clivagem
randomica (endo ou exo) (UENOJO, 2003). Existem basicamente trés tipos de
pectinases:

a) Protopectinases (PPases) (E.C. 3.1.1.11): também conhecidas por pectinosinases que
catalisam a hidrolise da protopectina, originando acido péctico e pectina, diminuindo a
rigidez da parede celular durante 0 amolecimento e o amadurecimento dos vegetais.
Existem dois tipos de PPases, o tipo A que faz a clivagem na parte interna da molécula
do acido poligalacturdnico da protopectina, enquanto que a do tipo B faz a clivagem nas
cadeias de polissacarideos que podem estar conectados a cadeia de é&cido
poligalacturdnico e constituintes da parede celular (JAYANI et al., 2005).

b) Pectinesterases (PE) (E.C. 3.1.1.1): estas enzimas sdo também denominadas de
polimetilgalacturonato esterase, as quais catalisam a desesterificacdo da pectina por

remocdo do grupo metoxil das substancias pécticas, formando acido péctico. A pectina
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de baixa metoxilagdo liberada pode ser hidrolisada pela poligalacturonase (PG)
(ALKORTA et al., 1998; GAVA, 1998).

As pectinesterases sdo produzidas por fungos filamentosos, bactérias, leveduras
e plantas e estdo presentes em praticamente todos os preparados comerciais € podem
estar envolvidas em mudancas das substancias pécticas durante o amadurecimento,
estocagem e processamento de frutas e vegetais (ALKORTA et al., 1998). Séo
reconhecidas varias isoformas de PE, que variam em termorresisténcia e em nimero de
acordo com a fonte vegetal. Em suco de laranja existem pelo menos sete isoformas, com
pesos moleculares, resisténcia térmica e atividades diferentes (TRIBESS, 2003). A

Figura 2 demonstra o modo de acéo da pectinesterase.

Figura 2: Modo de acdo da pectinesterase (PE). A seta indica o local de reacdo da
enzima na substancia péctica (JAYANI et al., 2005).
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c) Despolimerases: catalisam a quebra das ligagdes glicosidicas o (1—4) entre os
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mondmeros do acido D-galacturdnico. Essas enzimas atuam em pectinas por
mecanismos de hidrolise, catalisando a quebra da ligagéo glicosidica pela introducéo de
agua, ou por transeliminacdo (liases). As despolimerases podem ser subdivididas,
dependendo da preferéncia da enzima pelo substrato em liases e hidrolases:

c.1) Liases: sdo conhecidas como transeliminases, pois rompem ligacGes
glicosidicas resultando em galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre 0s
carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do acido galacturénico formado (KASHYAP et al .,
2001).

A pectina liase (polimetilgalacturonato liase, PMGL), também chamada de
transeliminase, € uma enzima que atua na quebra da molécula de pectina por um
mecanismo de transeliminacdo de hidrogénio, onde clivam as liga¢bes glicosidicas no

carbono 4 e simultaneamente eliminam hidrogénio do carbono 5. Estas enzimas sdo
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subdivididas em dois tipos, as endopolimetilgalacturonato liases [EndoPMGL (E.C.
4.2.2.10)], que catalisam de forma randomica a ruptura das ligagdes a (1—4) da pectina
e as exopolimetilgalacturonato liases [ExoPMGL], que catalisam a ruptura das ligac6es
o (1—4) da molécula de pectina a partir da extremidade ndo redutora. Atuam
preferencialmente no &cido pectinolico (MARTIN, 2006; JAYANI et al., 2005). A

Figura 3 demonstra o modo de acéo da pectina liase.

Figura 3: Modo de agdo da pectina liase. A seta indica o local de reagdo da enzima na
substancia péctica (JAYANI et al., 2005).

PL/PGL

A pectato liase (poligalacturonato liases, PGL) (E.C 4.2.2.2), séo liases que tém
preferéncia por é&cido péctico (acido poligalacturbnico com baixos niveis de
esterificacdo), podendo ser classificadas ainda como endo ou exo — PGL (MARTIN,
2006).

c.2) Hidrolases: incluem as poligalacturonases e as polimetilgalacturonases,
podem apresentar acdo endo - (hidrolise randémica) ou exo-(hidrolise sequencial)
(UENOJO, 2003).

As poligalacturonases (PG) (E.C. 3.2.1.15) sdo enzimas que catalisam a hidrélise
da cadeia de é&cido poligalacturénico de que é constituida a pectina. Como a
poligalacturonase € mais ativa na degradacdo de pectinas desmetiladas, a acdo da
pectinametilesterase prepara, ou seja, torna a pectina acessivel a degradacédo realizada
por essa enzima, causando sua despolimerizacdo (CARVALHO et al., 2001; ASSIS et
al., 2004; LOHANI et al., 2004; JAYANI, SAXENA & GUPTA, 2005).

A quebra das ligacdes glicosidicas existentes nas substancias pécticas esta
diretamente ligada ao aumento de pectinas solUveis, a diminuicdo da rigidez intercelular
e a adesividade dos tecidos vegetais (CARVALHO, 2007).
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A reacgdo de despolimerizacdo da pectina acontece quando a poligalacturonase
catalisa a clivagem hidrolitica das liga¢des glicosidicas a-1,4, que se localizam entre 0s
residuos de acido galacturbnico da cadeia da pectina, com a introducdo de agua pela
ponte de hidrogénio (BENEN & VISSER, 2003; RESENDE et al., 2004).

As polimetilgalacturonases (PMG), também conhecida por pectinametilesterase,
tém preferéncia pelo substrato altamente metoxilado - acido pectinico (MARTIN,
2006).

2.2.1. Produgéo de pectinases microbianas em FS

Nos processos submersos o micro-organismo € introduzido em um meio liquido
na forma de um indéculo, sendo o meio contido em fermentadores providos de agitacao e
aeracdo (micro-organismos aerébios) e controles de: pH, temperatura, concentracdo de
oxigénio dissolvido, entre outros. Os nutrientes encontram-se dissolvidos no meio
liguido tornando-se facilmente acessiveis para utilizacdo pelos micro-organismos
(MALAJOVICH, 2004).

A bioproducdo comeca com a escolha do agente biolégico adequado (micro-
organismo); segue com a transformacdo da matéria-prima, em condi¢des que podem
exigir esterilizacdo, aeracdo e controle do processo (pH, temperatura, etc.); e finaliza
com a separacédo e purificacdo do produto final (MALAJOVICH, 2004; SCHMIDELL
et al., 2001). A parte central de um processo é o crescimento do micro-organismo
industrial em condi¢des ambientais que estimulem a sintese do produto comercial que se
pretende obter, portanto, conforme Trevan et al. (1990), faz-se necessario conhecer 0s
micro-organismos, controlar seu metabolismo e crescimento, bem como, maneja-los em
grande escala.

A composicdo dos complexos pectinoliticos de origem microbiana varia de
acordo com a espécie do micro-organismo produtor e, dessa forma, a selecdo de
isolados capazes de sintetizar enzimas com propriedades adequadas a cada processo é
fundamental para a utilizacdo industrial das mesmas. Bactérias, leveduras e fungos
filamentosos sdo de grande interesse na producdo de enzimas em virtude das inimeras
vantagens apresentadas por estes organismos, tais como: crescimento rapido, nado
requerem amplos espacos para crescimento; sdo capazes de degradar variados

substratos, inclusive residuos e subprodutos agro-industriais (MARTINS, 2006). No
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Quadro 1 podem ser observados a ocorréncia e 0s principais agentes produtores das
enzimas pectinoliticas.

Dos micro-organismos citados no Quadro 1, as preparagdes de pectinases mais
comumente utilizadas sdo de origem fdngica, principalmente de Penicillium e
Aspergillus (SANTOS, 2007).

Quadro 1: Ocorréncia e principais agentes produtores das enzimas pectinoliticas.

Enzima Pectinolitica Principais Agentes Produtores

Kluyveromyces fragilis, Galactomyces reeseli,

Protopectinase tipo A Trichosporon fragilis

Protopectinase tipo B Trametes sp.

Aureobasidium pullulans, Rhizoctonia solani,
Fusarium moniliforme, Neurospora crassa, Rhizopus
stolonifer, A. niger, Thermomyces lanuginosus,
Peacilomyces clavisporus

Endo-poligalacturonase

Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefaciens,
Bacterdides thetaiotamicron, E. chrysanthemi,
Alternaria mali, Fusarium oxysporum,
Ralstonia solanacearum, Bacillus sp.

Exo-poligalacturonase

Colletotrichum lindemuthionum, B. thetaiotaomicron,
E. carotovora, Amucala sp., Pseudomonas syringae,
C. magna, E. chrysanthemi, Bacillus sp.,

C. gloeosporioides

Pectatoliases

Aspergillus sp., A. japonicus, Penicillium sp.,
Pectinaliases P. paxilli, Pythium splendens, Pichia pinus,
Thermoascus aratniacus

Rhodotorula sp., Phytophthora infestans,
E. chrysanthemi, Saccharomyces cerevisiae,
Pectinesterases Lachnospira pectinoschiza, P. solanacearum,
A. niger, Lactobacillus lactis, P. frequentans,

A. japonicus, P. occidentanis

Fonte: JAYANI et al. (2005).

Enzimas pectinoliticas podem ser produzidas em ambos as fermentagdes, sélidas
e submersas (FONTANA et al. 2009). Martins et al. (2005) utilizaram fermentacédo

submersa para caracterizar uma poligalacturonase produzida por Thermoascus
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aurantiacus. Foi investigada a estabilidade térmica e estabilidade frente as variacfes do
pH para esta enzima. Em pH 3,0 — 3,5 a poligacturonase manteve cerca de 91 % da
atividade original, em pH elevados houve uma queda na estabilidade. No caso da
temperatura, até 50°C, a poligalacturonase conservou 80 % da sua atividade original e
manteve apenas 6 % dessa atividade quando exposta a uma temperatura de 70°C.

Hennies (1996) estudou a producdo de pectinases por fermentacdo submersa e
semi-solida pelo fungo Penicillium italicum 1Z 1584. Verificou que o micro-organismo
é capaz de produzir estas enzimas, sendo esta atividade incrementada quando a sacarose
esta presente no meio de cultivo nos dois tipos de processos fermentativos. A atividade
de pectinase apresentou pH 6timo 5,5 e temperatura 6tima de 45°C.

Neste caso a otimizacdo das condicfes, particularmente parametros quimicos e
fisicos, sdo de vital importancia no desenvolvimento do processo fermentativo, devido
ao seu impacto sobre a economia e a praticidade do mesmo. A metodologia de
planejamento de experimentos permite executar estes experimentos em todas as
possiveis combinacdes destes niveis, sendo chamada de matriz de planejamento. Para
evitar a ocorréncia de distor¢des estatisticas nos resultados, isto é, para impedir erros
atipicos que sejam obrigatoriamente associados a determinadas combinagdes de niveis,
0s ensaios devem ser realizados em ordem totalmente aleatoria (BARROS NETO et al.,
1996; FRANCIS et al., 2003).

As fermentacbes submersas (FS) incluem uma variedade grande de processos
microbianos na qual a biomassa € completamente rodeada pelo meio de cultivo liquido.

Murthy et al. (1993) descreveram que a diferenca entre dois bioprocessos refere-
se a utilizacdo, na fermentacdo em estado solido (FES), do substrato solido umido o
qual é insolivel em &gua e ndo se encontra suspenso no liquido, ao contrério da FS, em
que se utilizam substratos solidos dissolvidos ou submerso no liquido. Gervais & Molin
(2003) relatam que a principal diferenca entre FS e FES esta na capacidade da mistura
dos sistemas. As FS sdo reacdes de mistura perfeita nas quais, em teoria, cada parte do
reator contém, ao mesmo tempo, a mesma quantidade de micro-organismos, nutrientes e
metabdlitos. No entanto, nos cultivos em meio sélido, encontram-se uma baixa
velocidade, sendo que, para se chegar a homogeneidade, seria necessaria excessiva

agitacdo, o que levaria a ruptura celular (PALMA, 2003). A producéo de pectinases por
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micro-organismos pode ser induzida tanto por processos de fermentacdo submersa
quanto em estado semi-solido (BARENSE et al., 2001; HOONDAL et al., 2002).

A maioria das enzimas produzidas por fermentacdes e vendidas em escala
industrial sdo extracelulares, uma vez que as intracelulares ou ligadas a membrana
exigem um processo de recuperacdo mais complexo. Muitas dessas enzimas sao
comercializadas como preparag¢oes impuras (COLLACO et al., 1997).

Os fungos filamentosos sdo micro-organismos que se destacam devido a sua
grande facilidade de cultivo, por secretarem suas enzimas diretamente no meio de
producdo, ndo sendo necessaria, assim, a ruptura celular para sua liberacdo.
Adicionalmente, apresentam elevados niveis de producdo enzimética, com elevado
potencial para inumeras aplicacGes industriais (OGAWA & SHIMIZU, 1999;
SCHUEGERL, 2000; POLIZELLI et al., 2005, STROPARO et al., 2012, GOMES et al.,
2011, ZENI et al., 2013).

O género Aspergillus se destaca como um excelente produtor de metabdlitos
secundarios de interesse industrial e ambiental (BERKA, DUNN-COLEMAN, WARD,
1992; WARD et al., 2005; LOTFY; GHANEM; EL-HELOW, 2007; MATA-GOMEZ et
al., 2009; DHILLON et al., 2012; GOSWAMI et al., 2012; CHAVAN; DESHPANDE,
2013; PATRO et al., 2014; SHIVANNA, VENKATESWARAN, 2014).

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

Dalboge (1997) menciona que, apesar da extensa aplicacdo de pectinases de A.
niger no setor comercial, muitas apresentam baixa atividade de poligalacturonase (PG) e
alta atividade de PME e PMGL. Além disso, 0 uso da mistura enzimatica produzida por
Aspergillus pode resultar em decréscimo da estabilidade do suco de fruta, pela
precipitacdo dos derivados de pectina desesterificados com ions de célcio presentes no
suco e na liberacdo de metanol para o sistema digestivo. Atualmente, novos estudos tém
sido incentivados, buscando o conhecimento e a aplicacdo de novas pectinases fungicas

no setor comercial.
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Bai et al. (2004) produziram pectinases utilizando o fungo Aspergillus niger,
sendo a fonte de carbono o agucar da polpa de beterraba, a fonte de nitrogénio e agua foi
o efluente liquido da producédo de glutamato de sédio.

Atualmente os esfor¢cos concentram-se no emprego de subprodutos agro-
industriais como substrato, buscando obter produtos de alto valor comercial e baixo
custo de producdo. Os grupos de pesquisa existentes utilizam substratos naturalmente
abundantes em sua regido. Varios residuos agro-industriais podem ser utilizados como
substrato, como o bagaco de laranja, farelo de trigo e de arroz, farelo de soja, polpa de
macd, polpa de café, quirela do milho, bagaco de cana, casca de maracuja, bagaco de

abacaxi, pedinculo de caju, entre outros (CORREIA, 2004).
2.2.2 Caracterizacgao e especificidade

A desnaturacdo de proteinas € uma alteracdo sensivel na estrutura original da
proteina, sem que ocorra alteracdo na sequéncia dos aminoacidos, isto €, sem que haja
rompimento ou alteracfes de ligacbes quimicas primarias, que ligam aminoacidos entre
si (SGARBIERI, 1996; SOUZA, 2008). Dentre os fatores que afetam a estabilidade e
cinética das proteinas o calor é que provoca mais modificacfes nas proteinas, dentro do
contexto biolégico (GOMES et al., 2007).

As proteinas possuem temperaturas caracteristicas nas quais apresentam o
méaximo de estabilidade. A maioria das proteinas sdo estaveis a temperatura de
refrigeracdo, outras na temperatura ambiente. A medida que a temperatura se eleva
acima de 40 — 50 °C, praticamente, todas as proteinas tornam-se instaveis, tendendo
uma alteracdo da conformacéo original. Quanto ao pH, algumas proteinas mantém suas
configurac6es nativas a valores de pH muito baixos, se a temperatura for mantida baixa.
Outras sdo drasticamente desdobradas, de tal forma que apenas um pequeno decréscimo
no pH é suficiente para induzir mudancas de conformacgdo semelhantes aquelas que as
proteinas mais estaveis s6 experimentam pela acdo combinada do calor e pH baixo
(SOUZA, 2008).

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

enzimas para avaliar qual melhor faixa de operacéo (SOUZA, 2008).
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Alguns trabalhos reportados da literatura aléem da producdo das pectinases
realizaram estudos de estabilidade enzimatica. Zheng & Shetty (2000) verificaram o
efeito da temperatura e pH na estabilidade da poligalacturonase produzida por Lentinus
edodes utilizando residuos de frutas como substrato. Naidu & Panda (2003) estudaram o
efeito do pH e da temperatura na desativagdo de enzimas pectinoliticas produzidas por
fermentacdo submersa num meio composto por glicose, sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
e hidrogenofosfato de potassio (KH,PO,4) e 0 micro-organismo A. niger como agente da
fermentacdo. Martins et al. (2005) avaliaram a producéo, fermentacdo submersa, e a

caracterizacao de poligalacturonases por Thermoascus aurantiacus.

2.2.3. Aplicagéo industrial das pectinases

As enzimas pectinoliticas consumidas pela industria brasileira sdo importadas
por alguns laboratérios tais como: Miles, Novo Nordisk, Biocon e Novozymes. O
consumo interno ainda € pequeno, poréem, o mercado potencial para producdo € muito
grande considerando que o Brasil € um dos maiores produtores de suco de laranja do
mundo e significante produtor de vinhos (SANTOS, 2007). Souza (2008) e Uenojo &
Pastore (2007) relataram algumas aplicagdes industriais importantes das pectinases bem

como algumas de suas vantagens as quais sdo citadas nos itens a seguir:

- Industrias de sucos de frutas

As substancias pécticas sdo responsaveis pela consisténcia, turbidez e aparéncia
dos sucos das frutas e sua presenca causa um aumento consideravel na viscosidade do
suco, dificultando a filtracdo e a concentracdo. A adicdo de enzimas pectinoliticas nos
purés de frutas e vegetais resulta na degradacéo da pectina e outros componentes de alto
peso molecular, diminuindo a viscosidade e aumentando o rendimento dos sucos
ocasionando uma aparéncia cristalina no produto final e reduzindo em até 50 % o tempo
de filtracdo.

A combinacdo de pectinases, celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente
de enzimas de maceracdo sdo usadas na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e

vegetais. A hidrolise enzimatica das paredes celulares aumenta o rendimento de
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extracdo, a polpa resultante tem baixa viscosidade e a quantidade de residuos da polpa é
reduzida. O uso de enzimas de maceracdo aumenta o rendimento da extracdo e melhora
0 processamento, sem aumento de custos. Essas enzimas sdo utilizadas ap6s o corte da
matéria-prima, para macerar a polpa até a liquefacdo parcial ou total da fruta,
diminuindo o tempo de processamento e melhorando a extracdo dos componentes da
fruta. ApOs a extracdo, pectinases sdo adicionadas para clarificacdo e diminuicdo de
viscosidade para facilitar a filtracdo e concentracéo.

- Recuperacao de 6leos essenciais

Apobs a extracdo do suco, as particulas de albedo e a emulsdo 6leo-a4gua sdo
separadas. Esta emulséo é passada em um ciclone e, a seguir, centrifugada para produzir
uma emulsdo rica em 0leo, que € concentrada. A aplicacdo de pectinases hidrolisa 0s
complexos de pectina-proteina, liberando o 6leo, aumentando o rendimento, diminuindo

o tempo de processo e melhorando a qualidade do produto final.

- Industrias de vinhos

As pectinases, em conjunto com D-glucanases e hemicelulases, tém sido
utilizadas na producdo de vinho. As vantagens do uso das trés enzimas sdo: melhor
maceracdo da casca e aumento da extracdo de pigmentos, facilitando a clarificacdo e a
filtracdo do mosto e aumentando a qualidade e a estabilidade do vinho. A adicdo de
pectinases durante 0 esmagamento das uvas ou no mosto de vinho melhora a extracao
do suco, reduz o tempo de clarificacdo e aumenta o conteldo de terpenos no vinho.
Preparacdes comerciais de pectinases com alta atividade de pectina liase e baixa
atividade de pectina metilesterase sdo preferidas por minimizarem a liberacdo de

metanol dos acidos poligalacturdnicos metilados durante a producéo de vinho.

- Extracdo de oOleos vegetais

A degradacdo da parede celular por enzimas pectinoliticas permite seu uso para
extracdo de 6leo vegetal em processo aquoso, pela liquefacdo dos componentes
estruturais das paredes celulares das sementes que contém 6leo. Prepara¢fes comerciais

enzimaticas contendo pectinases, celulases e hemicelulases comecaram a ser utilizadas
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para extracdo de 6leo de oliva, sendo adicionadas durante a prensagem das azeitonas
para melhorar o processo de extragdo. O uso de enzimas de macera¢do aumenta a
quantidade de agentes anti-oxidantes e de vitamina E em 6leo de oliva extra virgem,
reduz a indugdo ao rango, aumenta a extragdo, melhora o fracionamento na

centrifugagdo e produz 6leo com baixo teor de umidade.

- IndUstria téxtil

Enzimas pectinoliticas podem ser usadas nas indUstrias téxteis para degradar a
camada de pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para posterior
processamento, no tratamento do residuo liquido e na degomagem das fibras naturais.
Pectinases alcalinas sdo utilizadas para maceracdo das fibras vegetais, como linho,
canhamo e juta, na biopreparacdo de algoddo e no polimento enzimético de tecidos
mistos de juta e algoddo. Em algod&o cru, a remocdo da pectina, cera e agentes de goma
com a utilizacdo de pectinases em conjunto com amilases, lipases e hemicelulases em
condicdes adequadas, substituem o uso da soda caustica e gera produtos de alta
qualidade, para posterior tingimento e processo de tecelagem com menor consumo de

energia.

- Industria de papel e celulose

Durante a fabricacdo de papel, pectinases podem despolimerizar substancias
pécticas e, subsequentemente, diminuir a demanda catidnica das solucGes pécticas e do
filtrado resultantes do branqueamento com peréxido, solucionar problemas de retencao

no branqueamento mecanico da celulose e no tratamento dos efluentes dos moinhos de

papel.

- Racédo animal

Pectinases sdo utilizadas em conjunto com outras enzimas para reduzir a
viscosidade da racdo animal, a fim de aumentar a absorcdo e a liberacdo de nutrientes
através da hidrélise das fibras ndo biodegradaveis e dos nutrientes blogueados pelas

fibras.
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Além das aplicacBes industriais de pectinases citadas acima, as pectinases
podem ser utilizadas na fermentacdo de café e chas, na producdo de alimentos para
bebés como purés de frutas e legumes.

Muitos estudos tém sido realizados sobre as aplicacdes de enzimas pectinoliticas

em diferentes processos industriais, como apresentado no Quadro 2.

Quadro 2: Principais aplicacbes das enzimas pectinoliticas.

Aplicacoes Referéncias

Reid & Ricard (2000); Hoondal et al. (2002);
Gummadi & Panda (2003); Busto et al. (2006);
Olivier et al. (2008); Sandri et al. (2011); Sandri et
al. (2013).

Clarificacdo de sucos e vinhos

Tratamento e degomagem de | Nair & Panda (1997); Silva et al. (2000); Kashyap
fibras vegetais, processo de cura | et al. (2001); Kapoor et al. (2001); Sharma &

de cafe, cacau e tabaco. Satyanarayana (2006).

Coelho et al. (1995); Hoondal et al. (2002);
Gummadi & Panda (2003); Hadj-Taieb et al.
(2006).

Extracdo de Oleos essenciais e

pigmentos de materiais vegetais.

Reid & Ricard (2000); Olsson et al. (2003); Kaur et
al. (2004); Jayani et al. (2005); Sharma &
Satyanarayana (2006) Lang & Ddérnenburg (2000);
Uenojo & Pastore (2007).

Producao de téxteis e de papéis

Tratamento de aguas de lavagem | Aitken (1993); Karam & Nicell (1997).

2.2.4. Mercado atual e perspectivas

Pectinases, associadas com outras carbohidrolases, como celulases, vém sendo
estudadas visando a sua aplicacdo na extracdo de 6leos vegetais, como Gleo de oliva,
soja, semente de abobora e dendé (TEIXEIRA et al., 2013; JIAO et al., 2014). O uso de
enzimas durante a maceracdo para extracdo de Oleo torna o processo mais brando e
aumenta a quantidade de agentes antioxidantes e de vitamina E em Oleo de oliva
extravirgem (UENOJO & PASTORE, 2007). Essas enzimas também estdo sendo

empregadas para a producdo de bioetanol de segunda geracdo na liberagdo de agucares
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fermentaveis a partir de biomassa vegetal, ampliando ainda mais a aplicabilidade
(THOMPSON et al., 2013; REZIC et al., 2013; VIJAYALAXMI et al., 2013).

O fator limitante para a aplicacdo da biocatalise nos mais variados processos
industriais, no entanto, ainda é o alto custo das enzimas disponiveis no mercado.
Particularmente em paises emergentes como o Brasil, trabalhar com estes
biocatalisadores é extremamente dispendioso devido as taxas de importacdo e aos
precos internacionais, ainda mais que o mercado nacional ndo atende a demanda
bioctecnoldgica ao longo do territério. Assim, a busca por micro-organismos capazes de
produzir eficientemente enzimas especificas o bastante para dispensar etapas exigentes
de purificacdo, utilizando os lignocelulésicos como fonte indutora de crescimento,
merece atencdo no mundo todo (KULKARNI & SHENDYE & RAO, 1999).

2.3 Consideracdes Finais

Nos ultimos anos as pectinases ganharam espaco em diversos segmentos
industriais, tais como alimentos, farmacéutica, quimica e téxtil. Assim, a busca por
micro-organismos capazes de produzir eficientemente enzimas pectinoliticas
empregando meios compostos por residuos agroindustriais € uma alternativa atraente,
pois a aplicacdo destes materiais em bioprocessos torna-se importante sob o ponto de
vista ambiental, reduzindo problemas relacionados ao seu manejo inadequado e
consequentes danos ambientais, além disso, seu baixo custo, grande disponibilidade e
abundancia de nutrientes fazem dos mesmos excelentes substratos para a producgédo de
varios biocompostos.

Neste contexto, este estudo objetivou a avaliacdo da potencialidade de aplicacao
de diferentes substratos na producdo de enzimas pectinoliticas em fermentacédo
submersa. Para tal, empregou-se a metodologia de planejamento de experimentos,
visando o screening e os efeitos das variaveis da composicdo do meio na maximizacgéo
da bioproducédo de pectinases (exo-PG, PME e PMGL), bem como a caracterizacdo das

enzimas obtidas visando potencialidades de aplicacao industrial.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste item sdo apresentadas as metodologias referentes a bioproducdo das
pectinases (pectina liase, pectinametilesterase, pectato liase, poligalacturonase e
pectinaesterase) em meios complexo e com substratos agroindustriais, bem como a

metodologia para a caracterizac¢ao parcial das enzimas.
3.1. Micro-organismo

A cepa do fungo filamentoso de Aspergillus niger ATCC 9642 foi cultivada em
Potato Dextrose Agar (PDA) durante 5 dias a 30°C, e ent&o os esporos foram raspados com
pérolas de porcelana devidamente esterelizadas e adicionadas nos tubos contendo solucgéo
aquosa estéril de Tween 80 (0,1 % v/v).

Para determinar o perfil do crescimento do micro-organismo foi tracada uma curva
de crescimento. Aliquotas de 1 mL de suspensdo de esporos de 5x10° esporos/mL do
micro-organismo A. niger ATCC 9642 foram transferidas assepticamente para Erlenmeyers
250 mL, contendo 30 mL de meio Potato Dextrose (PD) incubados a 30°C, 180 rpm, e
quantificando a massa celular durante 120 h.

Na determinacdo da massa celular por medida de peso seco apos o crescimento do
micro-organismo, em cada ponto de amostragem (Figura 4), todo o volume foi filtrado a
vacuo (MARCONI Modelo MA 058) e a biomassa (pellets) retida no papel de filtro
(Whatmam n°1) foi dessecada em estufa (ODONTO BRAS MOD-EL-1.3) a 105°C até

peso constante (aproximadamente 24 h).
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Figura 4: a) Aspecto visual do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642. b)

Aspectos dos pellets do fungo formados no processo fermentativo.

3.2. Bioproducao de pectinases em meio complexo

3.2.1 Cinética do tempo de reacdo na medida de atividade de pectina liase (PMGL)

O estudo da cinética do tempo de reacdo foi avaliado com a finalidade de verificar
em qual tempo de reacdo se obtém a maior atividade de pectina liase (PMGL), sendo
avaliada no intervalo de tempos de 5 a 120 min em fungéo da atividade da PMGL.

3.2.2. Efeito da concentracdo de esporos na produgdo de pectina liase e
pectinametilesterase

A cepa do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642 foi cultivada em PDA
durante 7 dias a 28°C. Em seguida, a coleta dos esporos foi realizada adicionando-se
20 mL de solucdo aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v), e pérolas de vidro estéreis adicionadas
ao frasco, para uma melhor remocéo dos esporos. A suspensdo resultante foi armazenada a
4°C até sua utilizacdo, o que ndo ultrapassava um tempo maximo de 15 dias. Para a
contagem dos esporos, 1 mL da suspensdo, retirada assepticamente, foi diluido de 10 a 10°
vezes em solucdo aquosa estéril de Tween 80 (0,1 % v/v). A suspensdo resultante da
diluicdo 10 foi transferida para uma camara de Neubauer (Inlab) para contagem dos
esporos (Freire, 1996). Para a determinacdo da melhor concentracdo de esporos/mL para a
producdo de PMGL e PME foi realizado um estudo com diferentes concentragdes de
esposos/mL (5x10%, 5x10*, 5x10°, 5x10° 5x10’ e 5x10°%) no meio de bioproducdo nos
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tempos de 24, 48, 72 e 96 h, O meio de bioproducéo utilizado constitui-se de 10 g/L de
pectina citrica, e 10 g/L extrato de levedura, pH inicial de 5,5 e acrescido de 1 mL de
esporos nas diferentes concentragdes, em 100 mL de meio. As condicdes de cultivo foram
a 30°C, 180 rpm até 96 h de fermentacdo (UENOJO, 2003).

3.2.3. Screening de variaveis para a bioproducao de pectinases

Para estudar os efeitos da composi¢do do meio complexo de cultura e de condic6es
operacionais da bioproducdo das pectinases (pectina liase - PMGL, pectato liase - PGL,
pectina esterase - PE e pectinametilesterase - PME), foi utilizado um planejamento do tipo
Plackett-Burman (Screening Design) de 12 ensaios com 3 pontos centrais.

A escolha, das variaveis de composicdo do meio complexo de bioproducdo de
pectinases foi baseada em dados da literatura (WANG et al., 2009; MALLER 2008;
SANTOS et al., 2008; NITURE 2008; USTOK et al., 2007; PATIL & DAYANAND
2006; PHUTELA et al., 2005; KAUR et al., 2004; UENOJO 2003; DARTORA 2002;
CASTILHO et al., 2000; COURI et al., 2000). As variaveis independentes de estudo e seus
respectivos niveis encontram-se descritos na Tabela 1. As variaveis independentes agitacéo
(180 rpm), temperatura (30°C) e pHiniciai (5,5), foram fixadas e definidas a partir dos
resultados obtidos por Gomes et al. 2011 de bioproducéo de Exo-poligalacturonase. Como
variavel dependente (resposta) avaliou-se a atividade de PMGL, PME, PE e PGL. Para a
definicdo do tempo de bioproducdo acompanhou-se a medida de atividade em 24, 48, 72 e
96 h para as enzimas PMGL, PME, PE e PGL.

Tabela 1: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento do tipo Plackett &

Burman para a bioproducao de pectinases.

Variaveis Niveis
Independentes* Cadigos -1 0 +1
Pectina (g/L) X1 2,0 11,0 22,0
L-Asparagina (g/L) X 0 2,0 4,0
Extrato de levedura (g/L) X3 0 10,0 20,0
Sulfato de magnésio (g/L) Xq 0 0,5 1,0
Fosfato de potéassio (g/L) Xs 0 2,0 4,0
Sulfato de ferro (g/L) Xe 0 0,01 0,02

*V/ariaveis Independentes Fixas: 30°C, 180 rpm, pHiniciar 5,5 € 5x10° esporos/mL.
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3.2.4. Pectinametilesterase (PME)

3.2.4.1. Maximizacgao e/ou Otimizacéo da producéo

A partir dos resultados obtidos no planejamento do tipo Plackett-Burman realizou-
se um planejamento fatorial 2° (Tabela 2) a fim de otimizar/maximizar o processo de
producdo. As varidveis independentes fixas foram temperatura (30°C), agitac&o (180 rpm),
PHiniciar (5,5), concentracdo de esporos (5x10° esporos/mL) e tempo de bioproducéo (72 h).
As variaveis dependentes de estudo foram atividade da PME e pH.

Tabela 2: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial 2° para a
producédo de PME.

Variaveis Caodigos Niveis
Independentes™ 1 0 +1
Pectina (g/L) X1 22 32 42
Sulfato de magnésio (g/L) X4 1 1,5 2
Fosfato de potéassio (g/L) Xs 4 6 8

*Variaveis Independentes Fixas: 30°C, 180 rpm, pHinicia 5,5 € 72 h.

3.2.4.2. Efeito das concentragdes dos sais e pectina citrica no meio reacional da medida
de atividade da PME

O experimento foi realizado objetivando determinar qual a melhor concentracéo de
sais (NaCl, CaCl, e NaCl/CaCl,) e pectina citrica no meio reacional para proporcionar um
incremento na atividade de PME.

As concentracdes de sais testadas foram de 0,02 a 1 M e pectina citrica fixada em
1% (m/v). A associacao dos sais foi realizada na propor¢do de 1:1 (m/v) em todas as
concentracdes. Posteriormente, avaliou-se o efeito da concentracdo de pectina citrica (0,5;
1,0; 1,5 e 2,0 %) no meio reacional da medida de atividade da PME. O extrato enzimatico
bruto utilizado neste estudo foi o da condicdo maximizada de producdo. A medida de

atividade da PME foi conduzida segundo metodologia descrita por Hultin et al.(1966).
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3.2.5. Pectina Liase (PMGL)

3.2.5.1. Maximizacgéo e/ou otimizacao da producao

Com base nos resultados obtidos no planejamento do tipo Plackett-Burman (Tabela
1) realizou-se um planejamento fatorial completo 2°, sendo que as variaveis estudadas
foram: pectina citrica, extrato de levedura e sulfato de ferro (Tabela 3). As variaveis
independentes fixadas foram temperatura (30°C), agitacdo (180 rpm), pHiniciar (5,5),
concentracéo de esporos (5x10° esporos/mL) e tempo de bioproducéo (48 h).

Tabela 3: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo

23 para producéo de PMGL.

o . A Niveis
Variaveis Independentes* Caodigos 168 1 0 1 168
Pectina citrica (g/L) X1 15,9 22,0 32,0 42,0 46,1

Extrato de levedura (g/L) X3 13,2 20,0 30,0 40,0 46,8
Sulfato de Ferro (g/L) Xe 0,01 0,02 0,04 0,06 0,07
*Variaveis Independentes Fixas: 30 °C, 180 rpm, pHinicial 5,5 € 48 h.

A partir dos resultados do planejamento fatorial completo 23, os niveis das variaveis
pectina citrica e o extrato de levedura (Tabela 4) foram deslocados e fixou-se a
concentracdo de sulfato de ferro (0,02g/L), bem como a temperatura (30°C), a agitacao
(180 rpm), 0 pHiniciar (5,5), a concentracio de esporos (5x10° esporos/mL) e o tempo de
bioproducéo (48 h).

Tabela 4: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo

23 para producdo de PMGL.

o - Niveis
*
Variaveis Independentes* Cdodigos 168 X) 0 1 168
Pectina citrica (g/L) X1 15,9 22,0 32,0 42,0 46,1

Extrato de levedura (g/L) X3 13,2 20,0 30,0 40,0 46,8
*Variaveis Independentes Fixas: Sulfato de Ferro: 0,02 g/L, 30 °C, 180 rpm, pHinicia 5,5 € 48 h.
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3.3. Bioproducéo de pectinases com substratos agroindustriais

Para a bioproducdo de pectinases (exo-PG, PMGL e PME) empregando meio de
cultura a base de substratos agroindustriais, foi utilizado um planejamento fatorial do tipo
2% (Screening Design) de 17 ensaios com 3 pontos centrais a fim de avaliar os efeitos das
variaveis na maximizacdo da producao.

A escolha, das variaveis de composicdo do meio, foi baseada em dados da literatura
(ALEXANDRINO et al., 2007; UENOJO et al., 2007; KAUR et al., 2004 ; THAKUR et
al., 1997; UHLIG, 1998). Como variaveis de estudo avaliou-se a diferentes concentracdes
de casca de laranja, &gua de maceracdo milho (AMM) e agua de parboilizacdo de arroz
(APA), sendo que o0s niveis encontram-se descritos na Tabela 5. As variaveis
independentes fixas foram temperatura (30°C), agitacdo (180 rpm), pHiniciaa (5,5) e
concentracéo de esporos (5x10° esporos/mL). Em paralelo realizaram determinacées das

atividades enzimaticas em diferentes tempos de bioproducéo (24, 48, 72, 96 e 120 h).

Tabela 5: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo

23 para bioproducdo de pectinases.

Variaveis Cédigo Niveis
Independentes * -1,68 -1 0 1 1,68
Casca de Laranja (g/L) X1 52,8 80 120 160 187,2
AMM (g/L) X2 0 60 150 240 301,2
APA (g/L) X3 48 150 300 450 552

*Variaveis Independentes Fixas: 30 °C; 180 rpm; pHinicias 5,5 € 5x10° esporos/mL.

3.4. Estudo cinético da bioproducéo de pectinases

O estudo cinético de bioproducdo foi realizado a partir das condi¢cdes experimentais
maximizadas empregando meio complexo e residuos agroindustriais, tendo como objetivo
avaliar a atividade da exo-PG, PME e PMGL o consumo de substratos (pectina — meio
agroindustrial, Carbono Orgénico Total — meio complexo N, K, Mn, Mg e Fe), e 0 pH em
funcdo do tempo. As amostras foram coletadas periodicamente e em seguida filtradas com

papel filtro (Whatmam n°1) e apds realizadas as determinac6es analiticas.
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3.5 Caracterizacéo parcial dos extratos pectinolitico brutos

A caracterizacdo das enzimas (extrato bruto) é de suma importancia para o
estabelecimento das condi¢bes de aplicagdo, como temperatura e pH Gtimos e a
estabilidade da atividade enzimatica durante seu armazenamento em diferentes
temperaturas e pHs, uma vez que tais condi¢cGes podem ter uma grande variacdo de acordo
com a origem e 0s meios de producdo utilizados.

O extrato enzimético bruto utilizado no estudo de caracterizacdo parcial das
pectinases foi obtido a partir das condi¢Bes experimentais maximizadas da producédo de
PMGL e PME, de meio complexo e de substratos agroindustriais e Exo-PG de substratos

agroindustriais, respectivamente.

3.5.1. Avaliacdo da temperatura e pH 6timos

Para avaliar a temperatura e pH otimos das enzimas Exo-PG, PMGL e PME
empregou-se um planejamento fatorial completo 22, sendo que os niveis das variaveis
encontram-se descritos nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Para o ajuste dos valores de pH
empregou-se solugdes tampédo de Tris-HCI 0,05 M e NaOH 0,01 M e para o controle da

temperatura os extratos foram incubados em banho-maria (Nova Etica).

Tabela 6: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo

22 de temperatura e pH 6timos das enzimas Exo-PG e PMGL.

Variaveis Niveis
Independentes Cédigos -1.41 -1 0 1 1,41
pH X7 3 35 4,5 5,5 6
Temperatura (°C) Xs 30 37 55 73 80

Tabela 7: Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2° de

temperatura e pH 6timos da enzima PME.

Variéaveis Niveis
Independentes Codigos -1,41 -1 0 1 141
pH X7 5,0 5,54 7,0 9,8 11,0
Temperatura (°C) Xs 30 37 55 73 80
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3.5.2. Estabilidade térmica

A fim de determinar a estabilidade térmica dos extratos enzimaticos brutos da
PMGL e PME estes foram estocados a altas (30, 40 e 50, 60 e 70°C) e baixas (4, -10e -
80°C) temperaturas. O extrato enzimatico bruto da PME também foi submetido a
temperatura de 100°C. As amostras foram coletadas periodicamente (em intervalos de 3 h)
para avaliacdo das atividades enzimaticas. A estabilidade térmica foi expressa em termos
de porcentagem residual da atividade enzimatica (PMGL e PME).

3.5.3. Estabilidade a diferentes condic6es de pH

A estabilidade da PMGL e PME frente ao pH foi realizada incubando-se os extratos
enzimaticos bruto nas temperaturas 6timas, com o pH do meio reacional ajustado para 3;
3,4;4,5;5,5; 6, 7e 8 comtampao Tris-HCI 0,05 M. paraa PMGL e nos pHsde 5, 7,9e 11
com NaOH 0,01 M para a PME, respectivamente. As amostras foram coletadas
periodicamente (em intervalos de 3 h) para avaliacdo das atividades enzimaticas de PMGL
e PME. A estabilidade frente ao pH foi expressa em termos de porcentagem residual da
atividade enzimética (PMGL e PME).

3.5.4. Energia de ativacao (Ea)

A energia de ativacdo foi estimada a partir da declividade da reta obtida no grafico
contendo valores do logaritmo neperiano (In) da atividade enzimatica inicial (Ao) nos
ensaios contra o inverso da temperatura em graus Kelvin (°K). Obtidas as regressdes
lineares entre estes valores, foi calculada a energia de ativacdo (Lehninger, Nelson & Cox,
1995), que estabeleceu que essa declividade é proporcional a energia de ativacao (-K = -
Ea/R), onde K é a declividade da reta e R a constante dos gases. Essa constante foi
determinada para as amostras até que atingiram queda de 50 % nas suas atividades

residuais no periodo analisado.

3.6. Determinacdes analiticas

3.6.1. Atividade de Pectina liase (PMGL)

A atividade da pectina liase foi determinada segundo método de Ayers et al.

(1966), descrito por Pitt (1988), sendo determinados os produtos insaturados finais da
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degradacdo da pectina e do acido tiobarbitirico. A mistura de reacdo consistiu-se em
5,0 mL da solucdo de pectina 1,0 % em tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,5; 1,0 mL da
solucdo de CaCl, 0,01 M; 1,0 mL do extrato bruto enzimético e 3,0 mL de &gua destilada.
Apos a incubagdo por 2 h a 30°C, foi adicionado 0,6 mL de uma solucéo de ZnSO, 7.H,0 9
% em seguida 0,6 mL de NaOH 0,5 M. As proteinas precipitadas do substrato nédo
consumidas foram removidas por centrifugacdo a 3000xg por 10 min. O sobrenadante foi
adicionado a mistura de 3,0 mL do acido tiobarbitdrico 0,04 M; 1,5 mL de HCI 0,1 M e
0,5 mL de &gua destilada. A mistura foi aquecida em banho-maria por 30 min, resfriada e
medida a absorbancia & 550 nm. Uma unidade da atividade enzimética foi definida como a
quantidade de enzima que causa a mudanca de 0,01 na absorbancia a 550 nm, nas
condicdes do ensaio (PITT,1988).

3.6.2. Atividade de Pectinametilesterase (PME)

A atividade da pectinametilesterase (PME) foi determinada segundo Hultin et al.
(1966). Adicionou-se 1 mL do extrato enzimatico a 30 mL de pectina citrica 1 % em NaCl
0,2 M. O pH da solucédo foi mantido em torno de 7,0, por 10 min, com NaOH 0,01 N. Uma
unidade de PME foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a
desmetilacdo de pectina correspondente ao consumo de 1 nmol de NaOH nmol/minmL,

nas condicdes do ensaio.

3.6.3. Atividade da Pectato Liase (PGL)

A atividade da PGL foi determinada pela formacéo de produtos insaturados a partir
de &cido poligalacturdnico (PGA) em espectrofotdmetro a 230 nm. A mistura de reacéo-
padrdo constitui-se de 3 mL de PGA (Sigma), 1,0% (p/v) em tampdo Tris/HCI 0,1 M, pH
8,5 e 0,5 mL do sobrenadante do extrato bruto enzimatico. A reacdo foi realizada a 25°C
por um periodo de 40 min. Aliquotas de 0,5 mL da mistura de reacdo foram retiradas nos
tempos 0 e 40 min de incubacdo e adicionadas em 4,5 mL de HCI 0,01 N, interrompendo-
se, assim, a reacao. Uma unidade de atividade de PGL foi definida como a quantidade de
enzima requerida para produzir 1 pmol de produtos insaturados por mililitro da cultura por
minuto, utilizando-se para célculo o coeficiente de absor¢do molar do produto insaturado
como sendo de 5.200 L cm™ mol™* (MORAN et al., 1968).
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3.6.4. Atividade da Pectinaesterase (PE)

A determinacdo da pectinaesterase foi através de determinacdo colorimétrica onde
10 mL de verde de bromocresol (0,017 g/mL) foram adicionados a 90 mL de solucéo de
pectina citrica (0,5 g/100 mL), e em seguida o pH desta foi ajustado para o valor de 5,1
com solucdo de NaOH 1 mol/L. A reacdo foi monitorada a 617 nm em espectrofotdmetro.
Apobs a determinacdo da absorbancia de 1,95 mL da solugdo de pectina, termostatizada a
25°C, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 50 pL de extrato enzimatico e a diminui¢cdo da
taxa de absorgcdo em 617 nm (AAsi7am/min) foi registrada durante 30 segundos. Uma curva
foi plotada, utilizando diferentes quantidades de acido galacturénico em vez da amostra de
enzima, a fim de determinar a equivaléncia entre AAgi7nm € MEQ dos grupos carboxilato
liberados (VILARINO et al., 1993).

3.6.5. Atividade de Poligalacturorase (PG)

A atividade da poligalacturonase (PG) foi determinada pela medida da liberacéo de
grupos redutores usando-se 0 método do &cido dinitrosalisilico (DNS), proposto por
MILLER (1959). Inicialmente, preparou-se 1000 uL de substrato (solucdo 0,5 % de
pectina citrica (Sigma) em tampédo acetato de sodio pH 5,5) e incubou-se a 40°C por
15 min para estabilizagdo de temperatura. A seguir, 500 uL de extrato enzimatico foram
adicionados ao substrato e a reacdo incubada a 40°C por um periodo de reacdo de 6 min.
Apos a adicdo de 1 mL de solucdo de DNS, a mistura foi mantida em ebulicdo por 8 min
para formacéo de cor, resfriada em banho de gelo e adicionados 8,0 mL de solu¢do 50 mM
de tartarato duplo de sddio-potéssio para estabilizacao de cor.

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

realizadas em triplicatas de fermentacéo e reacdo, bem como de leitura.
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3.6.6. pH

Para monitoramento do pH dos meios de cultivo e do acompanhamento durante a
bioprodugéo de pectinases (Exo-PG, PMGL, PME, PE e PGL) foi utilizado potenciometro
(DMPH-2, Digimed), onde inicialmente se procedeu a calibracdo do eletrodo em pH 7,0,

4,0 e 10,0, posteriormente realizando a leitura das amostras.

3.6.7. Carbono organico total (COT)

O teor de Carbono Organico Total (COT) foi determinado para caracterizar 0s
substratos agroindustriais liquidos e para o acompanhamento da cinética de consumo de
substratos em meios de bioprodugdo complexos, pelo método da oxidacdo por combustdo
catalitica a 680°C e deteccgéo por infravermelho, em equipamento Shimadzu modelo TOC-
VCSH. As amostras foram diluidas 100 vezes em é&gua ultrapura (Sistema Mili-Q®,

Millipore), antes da leitura no equipamento.

3.6.8. Macro e Microminerais

O teor de nitrogénio total foi determinado nos meios de bioproducao de pectinases
pelo método de Kjedahl (VELP DK-20 e UDK-126D), segundo metodologia da AOAC
(1995).

O magnésio, potassio, manganés e ferro foram determinados nos substratos
agroindustrias, visando a caracterizacdo, e 0 monitoramento do consumo dos substratos,
por espectrometria de absorcdo atbmica 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
condices de operacdo otimizadas por FAAS em chama ar/acetileno ou Oxido
nitroso/acetileno. Para eliminar possiveis interferéncias na determinacdo de Mg, foi
adicionado cloreto de lantanio (Merck) nas amostras e nas solucbes padrdes na proporcao
de 1% (m/v). Os célculos dos teores dos minerais nas amostras foram baseados em uma

curva de calibracdo obtida com as solugcGes padréo.
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3.6.9. Pectina

O procedimento para extracdo de pectina do meio composto por substratos
agroindustriais de bioproducao foi realizado a partir da suspenséo filtrada. As amostras de
meio suspenso (4 g) foram dissolvidas em 200 mL de agua destilada. As extracGes foram
realizadas a temperatura constante (97°C) sob condi¢fes de concentracdo de acido citrico
(7,0 %), por tempo de 1 h. ApGs extracdo acida, as amostras foram resfrigeradas a 4°C por
2 h, filtradas em tecido de poliéster, sendo descartado o sobrenadante. Ao filtrado,
contendo pectina, foi adicionado alcool etilico (95 %) na propor¢do 1:2 (uma parte de
solucdo de pectina e duas partes de alcool). Apds 1h, houve a separacdo da pectina na
forma de precipitado, sendo separada por filtracdo. A pectina obtida foi seca em estufa de
secagem a 55 °C até peso constante (MUNHOZ et al., 2010) e expressa em % de pectina

extraida.

3.7. Tratamentos estatisticos

Os resultados da producéo de pectinases e caracterizacéo parcial (pH e temperatura
Otimos) foram tratados estatisticamente mediante metodologia de planejamento de
experimentos e os relacionados a caracterizacdo dos substratos, efeitos da concentracdo de
sais e pectina na medida de atividade da PME, da concentracdo de esporos, do tempo da
medida da atividade, foram tratados estatisticamente mediante analise de variancia
(ANOVA) e comparacdo das médias pelo teste de Tukey das cinéticas (bioproducdo e
consumo de substratos) e da avaliacdo da estabilidade térmica e a diferentes pHs foram
tratados estatisticamente mediante analise de variancia (ANOVA), seguido de comparacao
das médias pelo teste de Tukey, com auxilio do software Statistica versdo 8.0, com nivel

de significancia de 95 % de confianca.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os resultados e discussdo referentes ao estudo da
maximizacdo e/ou otimizacdo da bioproducdo de pectinases (exo-poligalacturonase,
pectina liase, pectinametilesterase, pectato liase e pectinaesterase) por A. niger ATCC 9642
em meio complexo e a base de substratos agroindustriais (agua de maceragdo de milho e de
parboilizacdo de arroz e casca de laranja), bem como a caracterizacdo parcial (pH e
temperaturas 6timos, estabilidade térmica e ao pH) dos extratos brutos pectinoliticos
obtidos.

4.1. Bioprodugéo de pectinases

4.1.1. Definigéo do tempo de reacdo na medida de atividade de PMGL

A fim de definir o tempo de reacdo para a determinacdo da atividade da PMGL
realizou-se um estudo cinético. A Tabela 8 apresenta a atividade de pectina liase em
funcdo do tempo de reacdo. Observa-se que houve diferenca significativa a nivel de 95 %
de confianca nos tempos de reacdo, sendo que definiu-se o tempo reacdo de 20 min para a
medida da atividade por ndo diferir significativamente (p <0,05) dos tempos maiores de 20
minutos.

Tabela 8: Atividade da pectina liase (U/mL) em funcao do tempo de reacao.

Tempo *Atividade de PMGL
(min) (U/mL)

5 21,98+ 0,22 ¢
7,5 24,71 + 0,27 ¢
10 26,87 + 0,07 °
15 26,33 +0,25°¢
20 28,22 +0,18%
25 27,46 £ 0,16 °
35 27,73+0,12°
40 28,48 + 0,15 %
50 28,77 + 0,09 ®
70 27,46 £0,25°
80 27,56 +0,10°
100 28,71 + 0,05 *
120 28,52 +0,25%®

*Média £ desvio padrdo seguida de letras iguais ndo diferem estatisticamente a nivel de 5 % (Teste
Tukey).
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Na literatura, sdo escassas as informacfes sobre o estudo cinético de medida de
atividade da pectina liase. Paula (2001) estudando o crescimento e caracterizacdo de
pectina liase de Paenibacillus amylolyticus isolado de frutos de café (Coffea arabica L.)
avaliou o tempo de reagdo da medida de atividade da PMGL e verificou que intervalos de 5
e 30 min de reacédo sdo confidveis para a PMGL produzida a partir do P. amylolyticus.

4.1.2. Efeito da concentracéo de esporos em diferentes tempos de bioproducéo

A concentracdo de esporos, numa solugdo para inoculo, mostra-se muito
importante, uma vez que a quantidade de esporos viaveis inoculados podera influenciar na
bioproducdo de pectinases. Para comprovar esta hipétese e verificar se ha uma quantidade
ideal de esporos para o inoculo na producdo de enzimas pectinoliticas, analisou-se a
concentracéo da solucéo de esporos de 5x10° a 5x10® esporos/mL para o Aspergillus niger
ATCC 9642 em meio liquido a base de pectina citrica, sendo que a Figura 5 apresenta os
resultados de atividade de pectinametilesterase 5a (PME) e pectina liase 5b (PMGL) em
funcdo da concentracdo de esporos e em diferentes periodos de bioproducéo,
respectivamente. Observou-se que a maior atividade enzimatica de PME (24 U/mL em
24 h) e PMGL (10,8 U/mL em 96 h) foram obtidas na concentracéo de esporos de 5x10°
esporos/mL. Desta forma, definiu-se a concentracéo de esporos em 5x10° esporos/mL de
Aspergillus niger ATCC 9642 para os ensaios de bioproducdo de pectinases. A mesma

concentracdo de esporos foi obtida no estudo com exo-PG (GOMES et al., 2011).
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Figura 5: Produgéo de PME (a) e PMGL (b) em fungédo da concentracdo de esporos do
fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642 em diferentes tempos de bioproducéo,

respectivamente.
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4.1.3. Screening de varidveis para a bioproducao de pectinases em meio complexo

A Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento do tipo Plackett-Burman com os
valores codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas em
atividade de pectinametilesterase (PME), pectina liase (PMGL), pectinaesterase (PE) e
pectato liase (PGL) produzidas por A. niger ATCC 9642 em meio complexo.

Pectinametilesterase (PME)

De acordo com a Tabela 9, observa-se que a méaxima atividade de PME foi de
3,2 U/mL (Ensaio 5), onde o meio de cultivo apresentava as maiores concentragdes de
pectina citrica (22 g/L), fosfato de potassio (4,0 g/L) e sulfato de magnesio (1 g/L). O
tempo de bioproducdo para enzima PME foi fixado em 72 h, em funcdo da maxima
atividade verificada na cinética de bioproducdo da PME (Tabela 50, Apéndice I).

A Figura 6 demonstra o grafico de Pareto com os efeitos estimados das variaveis
estudadas para a PME. Verifica-se que a pectina, o fosfato de potassio e o sulfato de
magnésio apresentaram efeitos significativos positivos (p<0,05), o que significa que
quando a concentracdo e/ou faixa desta varidvel aumentar do nivel -1 para +1,
possivelmente ocasionara um aumento na atividade enzimatica. As variaveis L-asparagina,
extrato de levedura e sulfato de ferro ndo apresentaram efeito (p<0,05) e como no nivel -1,
as concentracdes destas variaveis foram nulas, sendo excluidas das etapas subsequentes de

bioproducéo.
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Tabela 9: Matriz do planejamento tipo Plackett-Burman valores reais e codificados e respostas em producao das enzimas pectinametilesterase
(PME), pectina liase (PMGL), pectinesterase (PE) e pectato liase (PGL).

Variaveis Independentes*

Resposta de atividade pectinolitica (U/mL)

Ensaios
X1 Xs X3 X4 Xs Xe PME PMGL PE PGL
(72 h) (48 h) (72 h) (48 h)
1 1(22) -1 (0) 1 (20) -1 (0) -1 (0) -1 (0) 1,80 13,76 0,0003 0,016
2 1(22) 1(4) -1 (0) 1(1) -1 (0) -1 (0) 2,00 1,79 0,0025 0
3 -1(2) 1(4) 1(20) -1 (0) 1(4) -1 (0) 1,50 0 0,0043 0,036
4 1(22) -1 (0) 1 (20) 1(1) -1 (0) 1(0,02) 2,00 17,1 0,0043 0,128
5 1(22) 1(4) -1 (0) 1(1) 1(4) -1 (0) 3,20 1,98 0,0077 0
6 1(22) 1(4) 1 (20) -1 (0) 1(4) 1(0,02) 2,00 11,26 0,0171 0,346
7 -1(2) 1(4) 1 (20) 1(1) -1 (0) 1(0,02) 0,60 1,49 0,4300 0
8 -1(2) -1 (0) 1 (20) 1(1) 1(4) -1 (0) 1,60 0,77 0,4285 0
9 -1(2) -1 (0) -1 (0) 1(1) 1(4) 1(0,02) 2,30 0 0,0085 0
10 1(22) -1 (0) -1 (0) -1 (0) 1(4) 1(0,02) 2,50 2,59 0,0171 0
11 -1(2) 1(4) -1 (0) -1 (0) -1 (0) 1(0,02) 0,20 0 0,0017 0
12 -1(2) -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1 (0) 0,10 1,14 0,0001 0
13 0(11) 0(2) 0 (10) 0 (0,5 0(2) 0(0,01) 2,20 7,26 0,0085 0,033
14 0(11) 0(2) 0 (10) 0 (0,5 0(2) 0(0,01) 2,10 7.8 0,0085 0,061
15 0(11) 0(2) 0 (10) 0 (0,5 0(2) 0(0,01) 2,80 7,53 0,.0077 0

*X,= Pectina (g/L), X,= L-Asparagina (g/L), Xs= Extrato de levedura (g/L), X,= Sulfato de magnésio (g/L), Xs= Fosfato de potassio (g/L), Xe= Sulfato de
Ferro (g/L). Variaveis independentes fixas: 180 rpm, 30°C, pHinicial 5,5, 5x10° esporos/mL.
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Figura 6: Gréfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no

Plackett-Burman para a PME.
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Para a pectina liase a maxima atividade foi de 17,1 U/mL (Ensaio 4), onde 0 meio
de cultivo apresentava as concentragdes de 22 g/L de pectina citrica, 20 g/L de extrato de
levedura, 1,0 g/L sulfato de magnésio e 0,02 g/L sulfato de ferro. O tempo de bioproducao
para enzima PMGL foi fixado em 48 h a partir da maxima atividade obtida (Tabela 51,
Apéndice I1).

A Figura 7 apresenta o grafico de Pareto com os efeitos estimados das variaveis na
bioproducdo de PMGL.Verifica-se que as variaveis pectina citrica, extrato de levedura e
sulfato de ferro tiveram efeito positivo significativo no nivel de confianca de 95%,
demonstrando que quando a concentracdo e/ou faixa desta variavel aumentar do nivel -1
para +1, possivelmente ocasionard um aumento na atividade enzimatica de PMGL.
Entretanto, as variaveis L-asparagina, fosfato de potassio e sulfato de magnésio
apresentaram efeito negativo (p<0,05) e como no nivel -1, a concentracdo foi nula, estas
variaveis foram excluidas das préximas etapas de bioproducdo de PMGL, logo os niveis
das variaveis pectina, extrato de levedura e sulfato de ferro foram deslocados para valores

superiores, a fim de maximizar a producdo de PMGL.
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Figura 7: Gréfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis testadas
no Plackett—Burman para a produgdo PMGL.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, as enzimas PGL e PE
apresentaram as maximas atividades enzimaticas de 0,35 e 0,43 U/mL nos tempos de 48 e
72 h, respectivamente. Os valores de atividade dos demais tempos de bioproducéo
avaliados encontram-se nas Tabelas 52 e 53, Apéndices Ill e 1V, respectivamente. Estes
valores de atividades de PGL e PE sdo considerados baixos quando comparados a
resultados encontrados na literatura, assim ndo justificando ensaios de maximizacdo e/ou
otimizacdo da bioproducdo destas enzimas. Martin et al. (2006) em seu estudo de producéo
de pectinases por Penicillium sp. EGC5 e Moniella sp. 9SB em fermentacao semi-sélida
(FSS) de residuos agricolas verificou que as duas linhagens ndo produziram gquantidades de
pectinaesterase (PE) detectaveis durante todo o periodo fermentativo (360 h).

Santi (2005) estudando a producdo, caracterizacdo e aplicacdo de preparados
pectinoliticos produzidos por Penicillium oxalicum utilizando residuos agroindustriais verificou
que quando o meio continha casca de laranja (1 %) obteve atividade de PE de 0,87 U/mL (72 h,
170 rpme 28°C) e ao utilizar pectina citrica a atividade foi de 0,78 U/mL e com casca de liméo
uma atividade de 0,68 U/mL.

Lima (2006) estudando a producdo de pectinases por Aspergillus tubingensis
LUC40F4C1 empregando meio contendo 0,5% de pectina citrica, pH inicial 2,5, 30°C,
agitacdo de 150 rpm e concentragdo de esporos de 10° esporos/mL.obteve atividade de PE
de 2,38 U/mL em 48 h, a partir deste periodo até 72 h houve redugdo de 21,43% da
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atividade de PE registrando 1,87 U/mL. Porém em 96 h a PE aumentou cerca de 100%
(3,76 U/mL).

Damak et al. (2011), estudando a purificagdo e caracterizacdo de pectato liase
produzida pelo fungo Penicillium occitanis obtiveram a maxima atividade de PGL de 343
U/mL usando como substrato pectina citrica. Ouattara et al. (2011) em estudo de
identificacdo molecular e producgéo de pectato liase por cepas de Bacillus envolvidas na
fermentacdo do cacau obtiveram atividade méaxima de pectato liase igual a 22,63 U/mg
pela cepa identificada como Bacillus subtilis (FJ483514) e atividade minima de pectato
liase igual a 0,109 U/mg pela cepa B. cereus (DQ339685).

4.1.4. Maximizacgao da producdo de pectinases

4.1.4.1. Pectinametilesterase (PME)

A partir dos resultados obtidos através no planejamento tipo Plackett-Burman
(Tabela 9 e Figura 6), as faixas das variaveis foram ampliadas, sendo que a Tabela 10
apresenta a matriz do planejamento fatorial 2° e as respostas em atividade de PME (U/mL)
e pH. Observa-se que a maxima atividade foi de 9,0 U/mL (Ensaio 4), onde 0 meio
complexo era constituido de 42 g/L de pectina citrica , 1 g/L de sulfato de magnésio e
8 g/L de fosfato de potassio, nas condicdes de 180 rpm, 30 °C, 72 h de bioproducéo,

PHiniciat de 5,5 e concentracdo de esporos de 5x10° esporos/mL.

Tabela 10: Matriz do planejamento fatorial 2° (valores codificados e reais) e resposta em

producdo de pectinametilesterase e pH.

Variaveis Independentes* Resposta
Ensaios PME
X1 X4 Xs (U/mL) pH
1 -1(22) -1 (1) -1 (4) 3,90 3,14
2 1(42) -1 (1) -1 (4) 6,70 3,24
3 -1(22) -1 (1) 1(8) 8,60 2,73
4 1(42) -1 (1) 1(8) 9,00 3,04
5 -1(22) 1(2) -1 (4) 5,90 2,87
6 1(42) 1(2) -1 (4) 6,90 3,05
7 -1(22) 1(2) 1(8) 7,60 2,86
8 1(42) 1(2) 1(8) 6,80 3,25
9 0 (32) 0(1,5 0 (6) 7,10 2,94
10 0 (32) 0(1,5 0 (6) 6,60 3,07
11 0 (32) 0(1,5) 0 (6) 6,30 2,76

*X1= Pectina (g/L), X,= Sulfato de magnésio (g/L), Xs= Fosfato de potéssio (g/L). Variaveis
independentes fixas: 180 rpm, 30°C, 72 h e pHinicia=5,5 € 5x10° esporos/mL.
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A Tabela 11 apresenta os coeficientes de regresséo, erro padréo, valores de p e t(2),
para a atividade da pectinametilesterase. As concentraces de fosfato de potassio e a
interacdo sulfato de magnésio e fosfato de potassio tiveram uma influéncia significativa
(p<0,05) positiva e negativa, respectivamente, sobre a atividade da pectinametilesterase.
Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para a analise
de variancia - ANOVA (Tabela 12).

Tabela 11: Coeficientes de regressdo e erro padrédo, valores de p e t do planejamento

fatorial 2° para atividade de pectinametilesterase.

Coeficiente de Regressdo Erro padrdo  t(2) p

Média 6,77 0,166 40,60 0,00060
(1)Pectina(L) 0,050 0,102 0,490 0,673
(2)Sulfato de Magnésio(L) 0,25 0,102 2,45 0,134
(3)Fosfato de potéassio(L)* 1,45 0,102 14,21 0,005
1L.2L 0,001 0,102 0,001 1,00
1L.3L -0,15 0,102 -1,46 0,279
2L.3L* -1,050 0,102 -10,20 0,009

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 12: Analise de variancia para a bioproducéo de PME do planejamento fatorial 2°.

Fontes de Graus de Soma dos Quadrados F
variacao liberdade quadrados médios calculado
Regresséo 26,44 7 3,78 12,78
Residuo 0,890 3 0,30
Falta de Ajuste 0,720 1
Erro Puro 0,167 2
Total 27,33 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fip esee= 4,10

A Equacdo 1 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve a
atividade da pectinametilesterase em funcéo da variavel fosfato de potassio e a interacédo de
sulfato de magnésio e fosfato de potassio, dentro das faixas estudadas. O modelo foi
validado pela analise de variancia, com um coeficiente de correlacdo de 0,98 e F calculado
3,11 vezes maiores que o valor do F tabelado. Os quais permitiram a construcdo de
superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 8 demonstrando que a
méaxima producdo de PME se dard em concentracGes proximas a 42 g/L de pectina citrica e

10 g/L de fosfato de potéssio e 1 g/L de sulfato de magnésio.
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PME= 6,76 + 1,45. X5— 1,05. XsXs (1)

Onde, PME = Atividade de pectinametilesterase (U/mL); X4 = Sulfato de Magnésio (g/L), Xs=
Fosfato de Potéssio (g/L).

Figura 8: Superficies de resposta e curvas de contorno em funcéo da concentragdo de pectina e
fosfato de potassio (a), sulfato de magnésio e pectina (b) e fosfato de potassio e sulfato de
magnésio (c), e para bioproducdo de PME (U/mL), respectivamente.
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Para confirmar estes resultados, realizou-se um experimento em triplicata variando a
concentracdo de fosfato de potassio de 8, 10, 12 e 16 g/L e fixando as concentra¢cdes de pectina
citrica em 42 g/L e sulfato de magnésio em 1 g/L a 180 rpm, 30 °C, 72 h e pHiniciai 5,5. A
Tabela 13 apresenta os resultados da atividade de PME (U/mL) em funcéo da concentracdo de
fosfato de potassio. Verifica-se que a maxima producdo de PME foi de 9,46 U/mL onde
utilizou-se 16 g/L de fosfato de potéssio, porém nédo diferindo estatisticamente (p< 0,05) das
concentracdes de 10 e 12 g/L de fosfato de potassio. Neste sentido, a concentracdo de fosfato

de potassio foi fixada em 10 g/L, visando diminuir custo do substrato.

Tabela 13: Atividade de PME (U/mL) em funcdo da concentracdo de fosfato de potéssio.

Ensaios Fosfato de Potéassio Atividade de PME*
(g/L) (U/mL)

1 8 7,56+ 0,85 "

2 10 9,06+ 0,40 °

3 12 8,88+ 0,39 °

4 16 9,46+ 0,05 °

*Média + desvio padrdo seguida de letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de
5 % (Teste de Tukey).

A Figura 9 apresenta o grafico de Pareto com as variaveis estimadas do planejamento

fatorial 2° em funcdo do pH, onde verifica-se que nenhuma das variéveis estudadas
influenciaram no pH (2,76 a 3,24).
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Figura 9: Gréfico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) das varidveis testadas no
planejamento fatorial 2° para o pH.
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4.1.4.2. Estudo cinético

O estudo cinético na bioproducdo foi realizado a partir das condi¢des experimentais
maximizadas (42 g/L de pectina citrica, 1,0 g/L de sulfato de magnésio, 10 g/L de fosfato de
potassio) em frascos agitados (30°C, 180 rpm e pH iniciar de 5,5), tendo por objetivo avaliar a
atividade de PME (U/mL) em funcdo do tempo de bioproducéo (h), o consumo de substrato

(COT, Ny, K, Mg, Mn, Fe), crescimento celular e pH, conforme demonstrado na Figura 10.
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Figura 10: (a) Estudo cinético na bioproducdo de PME (U/mL), producéo de biomassa (g/L),

evolugdo do pH e consumo de K (mg/L) em funcéo do tempo (h); (b) Cinética do consumo dos

substratos COT, N2, Mg, Mn e Fe (mg/L) em funcéo do tempo (h).
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De acordo com a Figura 10 (a) verifica-se que a maxima atividade de PME foi de
9,4 U/mL obtida em 56 h de bioproducéo, estando relacionado com a queda do pH, o qual
permaneceu estavel nas primeiras 24 h, com ligeira queda no intervalo das 24 a 27 h, chegando
a uma reducdo de aproximadamente 33 % apds 56 h, sendo superior a encontrada por Zeni et
al., 2012, no valor de 4 U/mL produzida pelo fungo Penicillium brasilianum. Ressalta-se que a
atividade enziméatica da PME (9,4 U/mL) obtida pelo fungo filamentoso A. niger ATCC 9642,
no presente estudo, é superior ao relatado por Aquino (2008) em preparado enzimatico
comercial (Pectinex AR), que apresentou atividade de 3,58 U/mL, sendo que para outros
preparados comerciais como a Pectinex Ultra SP-L, Pectinex AR, Ultrazym AFP-L,
Biopectinase CCM e Viscozyme L, a atividade da PME foi de 18,90; 29,98; 18,25 e
61,26 U/mL, respectivamente. No entanto, sendo superior a atividade (1,47 U/mL) obtida dos
residuos industriais da polpa do abacaxi (Ananas comosus L. Merr) - cv. Pérola (CARVALHO,
2007).

Para os resultados obtidos com a biomassa, os valores mostraram-se baixos ao longo do
tempo cinético, chegando ao final com 0,34g/L. O pH é considerado um importante parametro
envolvido na producéo e manutencdo de pectinases, pois alteracdes nos valores de pH podem
influenciar a atividade enzimatica por meio de modificagdes conformacionais na molécula,
proporcionando assim alteracGes no seu sitio ativo, resultando na reducdo ou no aumento da
sua afinidade com o substrato (GARZON & HOURS, 1992). Geocze (1994) também sugere
que uma das razdes pela qual a producéo e atividade de enzimas peécticas variam com o pH,
também esté relacionada com a estabilidade do pH de cada enzima pectinolitica.

Em relacdo ao consumo dos substratos (Figura 10 b), observa-se que o carbono organico
total (COT) nas primeiras 12 h apresentou uma reducdo de aproximadamente 39 % em relacao
valor inicial, apos este periodo seu consumo foi lento e progressivo, chegando ao tempo de 60 h
com um consumo total de 52 %.

O consumo de potassio foi gradativo, apresentando uma queda mais acentuada no
intervalo de tempo de 13 a 27 h tendo uma reducao total de aproximadamente 16 % em 60 h.

O consumo de magnésio apresentou-se praticamente estavel, tendo uma variacédo de 6 %
durante todo o processo fermentativo, sendo relativamente baixo em relacdo aos demais
substratos. Verificando o comportamento do substrato manganés, observa-se que em relacdo ao
valor inicial (4,41 mg/L), ocorreu um consumo total de aproximadamente 26 % . Em
observacdo ao nitrogénio, o consumo foi de cerca de 53 % nas primeiras 13 h, e ap6s
permaneceu praticamente estavel até as 60 h, com consumo total de 58 %. Em relacdo ao
substrato ferro, constatou-se que o maior consumo foi nas primeiras 9 h, e ap6s manteve-se

estavel (7,6 — 7,54 mg/L).
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4.1.4.3. Efeito da concentracdo de sais e de pectina citrica no meio reacional da medida de
atividade

Para 0 estudo do efeito das concentracbes de sais no meio reacional da medida de
atividade da PME, foi utilizado o extrato enzimatico bruto obtido nas condi¢cbes maximizadas
de producéo. As concentragdes dos sais NaCl, CaCl, e a mistura NaCl/CaCl, variaram de 0,02 a
1 M. A Tabela 14 apresenta as concentragdes dos sais NaCl, CaCl, e a mistura de NaCl/CaCl,
no meio reacional da medida de atividade da PME.

Tabela 14: Atividade da pectinametilesterase em diferentes concentracGes de sais NaCl, CaCl,
e a interacdo NaCl/CaCl,.

Concentrac0es de

Sais (M) NacCl CacCl, NaCl+CacCl,
0,02 10,40+0,50% 11,45+0,05" 11,16+0,11™
0,04 11,16+0,118 12,23+0,25%4 12,16+0,20"
0,06 11,06+0,118 12,30+0,20%" 12,35+0,05"
0,08 10,60+0,17°¢ 12,85+0,05%" 11,70+0,10%
0,1 11,06+0,23 12,50+0,17%A 12,73+0,15"
0,15 11,23+0,15 14,93+0,25% 13,96+0,15%
0,2 11,10+0,17°¢ 15,60+0,20" 14,93+0,15%
0,25 11,65+0,15 14,40+0,17% 15,50+0,17A
0,3 11,23+0,11°¢ 15,63+0,28°A 14,70+0,20%
0,4 11,50+0,00°° 15,93+0,25% 15,43+0,05%®
0,5 11,06+0,20°° 16,80+0,30"* 16,16+0,20"®
0,75 12,36+0,23% 17,70+0,20%" 17,16+0,05%
1,0 10,13+0,15% 14,23+0,20% 13,10+0,10™

*Valores de atividade de pectinametilesterase (U/mL) + desvio padrdo seguido de letras
mindsculas/maitsculas iguais nas colunas/linhas indicam nao haver diferenca significativa a nivel de
5%.

De acordo com a Tabela 14, verifica-se que quando foi utilizado o 0,75 M de CaCl, foi
obtida a maior atividade de PME, de 17,7U/mL, representando um aumento de
.aproximadamente 47 % na atividade quando comparado com o valor obtido na maximizacao
da bioproducdo. Ao empregar a associacdo dos sais NaCl e CaCl,, na concentracdo de 0,75 M)
a maior atividade obtida foi de 17,16 U/mL. Ja para NaCl (0,75 M)foi obtida uma atividade
méaxima de 12,36 U/mL. Com base nestes resultados passou-se a realizar a medida de atividade
da PME com adicdo de CaCl, 0,75 M.

A Figura 11 apresenta os resultados referentes a medida da atividade de PME em funcgéo
da concentracdo de pectina citrica (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 %). A solucdo de CaCl, 0,75 M foi usado

no meio reacional e nesta condi¢do avaliou-se os efeitos da variagdo de pectina.
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Figura 11: Atividade da PME em funcdo de diferentes concentragBes de pectina citrica no

meio reacional de medida.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 11, observa-se que a maior
atividade foi obtida na concentracdo de 1 % de pectina citrica no meio reacional da medida de
atividade da PME. Os resultados demonstram que em valores superiores a 1,0 % de pectina
citrica pode ocorrer inibicdo por excesso de substrato. A partir destes resultados a medida de
atividade da PME foi realizada com 1 % de pectina e CaCl, 0,75 M.

Cardello & Lourenco (1992) avaliaram a utilizacdo dos sais NaCl e CaCl, e 0,125 % de
pectina no meio reacional e verificaram que os melhores resultados foram obtidos nas
concentracdes de 0,15 e 0,04 M em NaCl e CaCl,, respectivamente, com valores de atividade
aproximadamente 6 U/mL para os dois sais estudados. J& quando analisaram a associacdo dos
sais, NaCl e CaCl, e 0,5% de pectina citrica, variando a molaridade, verificaram que a
atividade foi de aproximadamente 9 U/mL para todas as molaridades estudadas (0,04 a 0,5 M),
isto pode ser explicado por existir a presenca do NaCl, no tampdo extrator onde este foi
imprescindivel para solubilizar a PME ja que a enzima encontra-se ligada ionicamente a parede

celular.
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4.1.4.4. Caracterizacao parcial do extrato bruto de PME

Temperatura e pH 6timos

A determinacdo dos valores de temperatura e pH 6timos do extrato enzimatico bruto de
PME produzido em condi¢gdes maximizadas (42 g/L de pectina citrica, 1,0 g/L de sulfato de
magnésio, 10 g/L de fosfato de potéssio, 5x10° esporos/mL, 30°C, 56 horas, pHinicia 5,5 €
180 rpm) foram definidos baseados em um planejamento de experimentos. A Tabela 15
apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 2° (3 pontos centrais), bem como os
resultados da atividade enzimatica da pectinametilesterase, na qual oobserva-se que a maior
atividade de PME foi de 26,40 U/mL (Ensaio 6) com pH 11 e temperatura de 55°C.

A Tabela 16 apresenta os coeficientes de regresséo, erro padrdo, valores de p e t(2), para
a atividade da pectinametilesterase a um nivel de confianca de 95 %. Verifica-se que as
variaveis estudadas influenciaram na atividade da PME, sendo que pH e temperatura
apresentaram efeito positivo, porém a interacdo pH e temperatura foi negativa. Os fatores que
ndo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para analise de variancia -
ANOVA (Tabela 17).

Tabela 15: Matriz do planejamento fatorial completo 2° com valores codificados (reais) e

resposta em atividade enzimatica de pectinametilesterase em funcéo de temperatura e pH.

Ensaios *Variaveis Independentes Respostas
pH Temperatura (°C) PME
(U/mL)

1 -1 (5,54) -1 (37) 7,20
2 1(9,8) -1 (37) 19,20
3 -1 (5,54) 1(73) 10,40
4 1(9,8) 1(73) 19,50
5 -1,41 (5) 0 (55) 6,50
6 1,41 (11) 0 (55) 26,40
7 0(7) -1,41 (30) 14,70
8 0(7) 1,41 (80) 15,30
9 0(7) 0 (55) 14,50
10 0(7) 0 (55) 14,40
11 0 (7) 0 (55) 14,20
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Tabela 16: Coeficientes de regresséo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de PME em funcéo de temperatura e pH.

Coeficiente de Regressdo Erro padrdo t(2) p
Média 14,37 0,088 162,97 0,000038
(1)pH (L)* 6,16 0,054 113,95 0,000077
pH (Q)* 0,628 0,064 9,72 0,010410
(2) Temperatura(L)* 0,545 0,054 10,07  0,009710
Temperatura(Q) -0,102 0,064 -0,379  0,175950
1L.2L* -0,725 0,076 -9,49  0,010917

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A Equacdo 2 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem, que descreve a
concentracdo de PME em funcdo das variaveis analisadas (Temperatura e pH), dentro das
faixas estudadas. O modelo foi validado pela anélise de variancia (Tabela 17), onde obteve-se
um coeficiente de correlacdo de 0,98 e o F calculado de 8 vezes superior que o valor tabelado, o
qual permitiu, também, a construcdo da superficies de resposta e/ou curva de contorno

apresentadas na Figura 12.

Tabela 17: Analise de variancia para a atividade de PME do planejamento fatorial completo 2°

em funcéo de temperatura e pH.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
variacao quadrados liberdade médios calculado
Regresséo 310,09 4 77,52 36,40
Residuo 12,78 6 2,13
Falta de Ajuste 12,72 4
Erro Puro 0,04 2
Total 322,86 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; F = 4,53

PME (U/mL) = 14,373 + 6,163.pH + 0,627.(pH)? + 0,544.T — 0,72.(pH).(T) (2)
Onde: PME = Atividade de pectinametilesterase (U/mL); T = Temperatura (°C)
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Figura 12: Superficies de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de PME (U/mL)
em fungéo da temperatura (°C) e pH.
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De acordo com a Figura 12, verifica-se uma ampla faixa de temperatura (30 a 80°C) e
pH na faixa superior 11, porém com maxima atividade de PME de 26 U/mL a 55°C e pH 11.
A literatura relata a influéncia do pH e temperatura sobre a medida da atividade de PME
principalmente de enzimas extraidas de frutas. Gonzalez (2009) determinou as condicdes
Otimas da atividade da PME presente em preparacdes industriais (Pectinex 100L Plus, Panzym
Univers e Panzym Clears) e observou que as maiores atividades foram em pH 4,0 a 4,5 e
temperatura de 45°C. Assis et al. (2002) relataram para a PME de acerola (Malpighia glabra
L.), um valor superior com pH 6timo igual a 9,0. Ja pesquisas realizadas com outras frutas
apresentaram resultados com valores inferiores de pH, como, por exemplo, com suco de laranja
da variedade Péra—Rio, detectou-se pH 6timo igual a 8,0 (Amaral, Assis & Oliveira, 2005), ou
7,5 (Termote & lInik, 1977). Ly-Nguyen et al. (2002) encontraram pH 6timo em torno de 6,9 a
7,0 em PME de morangos. Sainz et al. (2007), estudando o comportamento e atividade in vitro
das enzimas pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG) em péssegos verificaram que
a poligalacturonase da cv. Eldorado mostrou maxima atividade no entorno do pH 5,0 enquanto
que, para a pectinametilesterase, a maxima atividade foi observada no pH 7,0. Para
poligalacturonase e pectinametilesterase a temperatura 6tima foi a de 25°C.
Ueda et al. (1982) verificaram que o pH 6timo de acdo de quatro enzimas do complexo
pectinolitico é diferente, variando de 4,0 a 8,5. Os autores identificaram, de forma analoga, que
cada enzima estudada é estavel em diferentes faixas de pH e que os processos de producao

devem ser conduzidos de forma a privilegiar a estabilidade da enzima de interesse, em
detrimento das demais.
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Avaliacdo da estabilidade térmica

A avaliacdo da estabilidade térmica (Figura 13) do extrato enzimatico bruto da
PME foi realizada estocagem em diferentes temperaturas (-80, -10, 4, 30, 40, 50, 60, 70 e
100°C), acompanhando o comportamento em fungdo do tempo. Verifica-se que em baixas
temperaturas (Figura 13 a) de -80, -10 e 4°C, o extrato enzimatico bruto quando estocado a
temperatura de 4°C apresentou um incremento de aproximadamente 4 vezes em relacéo a
atividade inicial, e chegando a uma atividade residual de aproximadamente de 50,77 %) m
5376 h. Para as temperaturas de -10 e -80°C os comportamentos foram semelhantes,
porém na temperatura de estocagem de -80°C observou-se que permaneceu por um periodo
de 895 h a mais do que se refere a tempo de estocagem a -10°C.

De acordo com a Figura 13 (b) verifica-se que na temperatura de 100°C houve
inativacdo da enzima em 5 h. Enquanto que para as temperaturas de 55 e 60°C, tiveram
comportamento muito semelhante atingindo aproximadamente 50 % da atividade residual

em 4706 h de tempo de estocagem.

Figura 13: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da PME submetido a baixas (4,-10 e -

80°C) e a altas temperaturas (100, 60, 55, 40 e 30°C).
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De modo a avaliar a estabilidade térmica da pectinametilesterase obtido por A.
niger ATCC 9642, os dados obtidos experimentalmente foram plotados como In (A/A0)
como uma funcdo do tempo. Seguindo este procedimento, a constante de desativacdo
térmica (Kd) foi obtido para cada temperatura e apresentada na Tabela 18. Uma
representacdo grafica de In (Kd) como uma funcdo de 1/T (K) foi usada para calcular a
energia de activacdo (Ed) para a reacdo de desativacao, obtido o valor de 17,77 kJ/mol por
A. niger ATCC 9642. De acordo com a Tabela 20, a temperatura mais estavel foi de 55°C,
apresentando um tempo de meia-vida (t12) de 35,05 h. Estudos realizados por Thakur et al.
(2010) determinaram a meia-vida para poligalacturonase de Mucor circinelloides de 2
horas a 50°C. Aminzadeh et al. (2006) indicaram em seus estudos que a poligalacturonase
do fungo Tetracoccosporium sp. exibiu meia-vida de 63 minutos a 60°C.

Bastos (2012) caracterizou as enzimas PME, PL, exo-PG e endo-PG obtidas por
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries quanto a sua estabilidade frente o pH (4,0 a
8,0), temperatura (30 a 70°C) e tempo de incubacdo (43 a 107 horas). A estabilidade das
enzimas foi maxima em temperatura em torno de 25 a 35°C, sendo possivel reter

aproximadamente 5% da atividade enzimatica inicial.
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Tabela 18: Parametros de inativacdo térmica para o extrato bruto enzimatico da PME obtido
pelo A. niger ATCC 9642.

Temperature (°C) K (h™) t12 (h)
30 199,4 31,00
40 0,138 28,13
55 0,061 35,05
60 0,076 28,13
100 0,069 31,00

A avaliacdo da estabilidade do extrato enzimatico bruto da PME foi realizada incubando
esta a diferentes valores de pH (5, 7, 9 e 11), acompanhando o comportamento em fungdo do
tempo (Figura 14). Verifica-se que a atividade residual manteve-se mais estavel em pH 11, com
atividade residual de aproximadamente de 50 % até 2040 h. Bastos (2012) observou que para a
PME, o pH influenciou negativamente, mas em pH alcalino (8,0) associado a uma temperatura
de até 30°C, manteve-se cerca de 80% da atividade inicial, observando assim que estas enzimas
podem ser aplicadas em processamentos industriais acidos e basicos, com temperatura de até

30°C e duracdo de até 107 horas, sem reduzir seu potencial de agé&o.
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Figura 14: Estabilidade do extrato enzimético bruto da PME submetido a diferentes pH
5 7,9e1l.
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Catharina (2013) submeteu o caldo enzimatico a pH de 2,0, 3,0 e 4,0, houve
preservacdo de 80% da atividade enzimatica, em relacdo ao valor inicial, até 96 h, sendo o
pH 3,0, entre os testados e assim como relatado por Mohsen et al. (2009), a melhor
condicdo, com manutencao de cerca de 93% do valor inicial. Observou-se um aumento
acentuado da atividade enzimatica nas condicdes de pH de 4,0 e 5,0, nas primeiras 16h de
incubacdo, possivelmente por estas condi¢Ges terem favorecido o crescimento celular, o
que foi constatado visualmente.

Estes resultados corroboram com os estudos de Mohsen et al. (2009), que
verificaram que em pH 7,0 e 8,0, apenas 54% e 17% da atividade inicial foi mantida,
respectivamente, ap0s 3,5 horas de incubacéo.

A grande maioria dos relatos encontrados na literatura mostram que a estabilidade
das enzimas frente ao pH e temperatura € estudada através do método considerado como
tradicional, ou seja, a estabilidade térmica é estudada em condi¢c6es de pH constante e vice-
versa. Tem sido relatado que a maioria das pectinases fangicas apresentam estabilidade em
condicdes acidas de pH (GUMANDI; KUMAR, 2006) e foram suscetiveis a desnaturacao
acima de 50°C (GALIOTOU-PANAYOTOU et al. 1997). Além disso, a maioria tém a
faixa de pH 6timo de 3,5-5,5 e faixa de temperatura ideal de 30-50°C.
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4.1.5. Pectina Liase (PMGL)

De acordo com os resultados obtidos com o planejamento do tipo Plackett—Burman, as
faixas das variaveis foram ampliadas, sendo que a Tabela 19 apresenta a matriz do

planejamento fatorial completo 2% e as respostas em atividade enzimética de PMGL e pH.

Tabela 19: Matriz do planejamento fatorial completo 2° (valores reais e codificados) e

respostas em producédo de pectina liase e pH.

Variaveis Independentes* Respostas
Ensaio X, X X FUI\//InC];II__) oH
1 -1 (22) -1 (20) -1 (0,02) 12,59 4,34
2 1(42) -1 (20) -1 (0,02) 16,53 4,04
3 -1 (22) 1 (40) -1 (0,02) 18,28 4,6
4 1(42) 1 (40) -1(0,02) 12,73 4,31
5 -1 (22) -1 (20) 1 (0,06) 10,79 4,3
6 1(42) -1 (20) 1 (0,06) 15,51 4,04
7 -1 (22) 1 (40) 1 (0,06) 19,74 4,62
8 1(42) 1 (40) 1 (0,06) 15,21 4,33
9 0(32) 0 (30) 0 (0,04) 21,24 4,29
10 0(32) 0 (30) 0 (0,04) 20,89 4,3
11 0(32) 0 (30) 0 (0,04) 20,87 4,32
12 -1,68 (15,9) 0 (30) 0 (0,04) 12,05 4,73
13 1,68 (46,1) 0 (30) 0 (0,04) 15,69 4,17
14 0(32) -1,68 (13,2) 0 (0,04) 7,91 4,04
15 0(32) 1,68 (46,8) 0 (0,04) 20,35 4,49
16 0(32) 0 (30) -1,68 (0,01) 14,47 4,3
17 0(32) 0 (30) 1,68 (0,07) 13,99 4,37

*X,= Pectina (g/L), Xs= Extrato de levedura (g/L), Xe= Sulfato de Ferro (g/L). Variaveis
independentes fixas: 180 rpm, 30°C, pHiniciai5,5 € 48 h.

De acordo com a Tabela 19, verifica-se que a maxima producdo de PMGL foi de
21,24 U/mL (Ensaio 9) com 32 g/L pectina citrica, 30 g/L de extrato de levedura e 0,04 g/L de

sulfato de ferro.

A Tabela 20 apresenta os coeficientes de regressao, erro padrdo, valores de p e t (2),
para atividade de pectina liase (PMGL). Verifica-se que todas as variaveis apresentaram efeitos
significativos (p< 0,05). Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta de

ajuste para andlise de variancia (Tabela 21).
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Tabela 20: Coeficientes de regresséo e erro padrdo, valores de p e t (2) do planejamento

fatorial completo 22 para atividade de PMGL.

Coeficiente de Regressdo Erro padrédo t(2) p
Média 20,89 0,119 174,31 0,00003
(1) Pectina (L)* 0,345 0,056 6,12  0,02565
Pectina (Q)* -2,18 0,062 -35,19  0,00080
(2) Extrato de Levedura (L) * 2,30 0,056 40,90 0,00059
Extrato de Levedura (Q) * -2,09 0,062 -33,72  0,00087
(3) Sulfato de ferro (L) 0,02 0,056 0,408 0,72281
Sulfato de ferro (Q)* -2,06 0,062 -33,14 0,00090
1L x 2L* -2,34 0,073 -31,84  0,00098
1L x 3L 0,22 0,073 3,06 0,09234
2L x 3L* 0,84 0,073 11,49 0,00749

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

Tabela 21: Analise de variancia para a bioproducéo de PMGL do planejamento fatorial 2°.

Quadrados F
Fontes de variagdo Graus de liberdade Soma dos quadrados médios calculado
Regressdo 218,00 7 31,21 8,69
Residuo 32,00 9 3,59
Falta de Ajuste 32,24 7
Erro Puro 0,087 2
Total 250,77 16

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fpes0=3,29

A Equacdo 3 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem, em funcao das variaveis
analisadas (pectina, extrato de levedura e sulfato de ferro), dentro das faixas estudadas. O
modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 21), onde se obteve um coeficiente de
correlacdo de 0,93 e o F calculado de 2,64 vezes maior que o valor tabelado. Os quais
permitiram a construcdo de superficies de resposta e curva de contorno, apresentadas na Figura
15.

PMGL= 20,898 + 0,345X; - 2,184X;% + 2,304X3 - 2,092X3% - 2,057X¢” - 2,34X1 X3+ 0,84 X3 X5

@)
Onde: PMGL = Atividade de Pectina Liase (U/mL); X; = Pectina citrica (g/L); X3 = Extrato de
levedura (g/L); Xs= Sulfato de ferro (g/L).

Conforme os resultados apresentados na Tabela 19, com a maxima atividade de pectina

liase (21,24 U/mL) (Figura 15), na regido préxima a 32g/L pectina citrica, 30 g/L extrato de
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levedura e 0,04g/L sulfato de ferro os quais caracterizam a maximizagdo da bioproducdo de

PMGL. Em relagdo a atividade inicial que foi de 17,1 U/mL, houve um incremento de 80 % na
bioprodugéo.

Figura 15: Superficies de resposta e curvas de contorno para bioproducdo de PMGL (U/mL)
em fungdo da concentracdo de extrato de levedura e pectina (a), concentracdo de pectina e

sulfato de ferro (b) e concentracdo de sulfato de ferro e extrato de levedura (c),
respectivamente.
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Sultato de ferro (giL)

Para o0 estudo cinético da bioproducdo (Figura 16), foram estabelecidas as

condi¢des maximizadas de meio complexo (42 g/L de pectina citrica, 0,02 /L de sulfato de

ferro e 40 g/L de extrato de levedura nas condicdes operacionais de 180 rpm, 30°C e

PHiniciar 5,5), tendo por objetivo avaliar o comportamento da atividade PMGL (U/mL),

biomassa (g/L), pH e consumo de substratos em funcéo do tempo (h).

Figura 16: (a) Estudo cinético na bioproducdo de PMGL (U/mL), producéo de biomassa

(g9/L), evolucao do pH e consumo de Mg, Fe e Mn (mg/L) em fungdo do tempo (h); (b)

Cinética do consumo dos substratos COT, N, e K (mg/L) em funcdo do tempo (h),

respectivamente.

FEMGLUMGEpH F Fe Moty T Mg oty

il

t
,!, Iy
n|
E = 5.5
-
b
[ ]
Yo e M
N &

72



Resultados e Discussao

200

2500 =
- - - -
- - - - n® - - - - =
u u u E“
. =
- L [=
_ 2000 - @
L=
= - - - i
E - 200 =
e fa
b - - iy
[ | - ‘Eﬂ
1500 . . =
(o]
150 [
-
]
1000 100
a 3 =] 18 21 24 27 20 42 48 55 80 T2 B4
b) Tempo {horas)

Ao analisar a Figura 16, verifica-se que a maxima atividade de PMGL foi de
23,68 U/mL no tempo de 60 h, estando associada a fase exponencial de crescimento do micro-
organismo Em relacdo ao pH, observa-seque, de forma geral permaneceu estavel durante a
bioproducéo.

Em relacdo ao consumo de microminerais (Figura 16a), tais como manganés e ferro, foi
verificada reducdo de aproximadamente 42% ao de manganés e de 27 % de ferro, ao final da
bioproducdo, respectivamente.

De acordo com a Figura 16 (b) verifica-se que o consumo de carbono organico total e
nitrogénio apresenta comportamento semelhante com um consumo pronunciado apés as 27 h de
bioproducdo, com um decréscimo de aproximadamente 14 % para 0 COT e 52 % para o
nitrogénio durante as 84h de bioproducdo. No que se refere ao consumo de magnésio (Figura
16a) e potassio (Figura 16b) observou-se uma queda ndo expressiva em relacdo aos demais

mineras, sendo de 13 e 2 % o consumo total, respectivamente.

4.1.5.2. Caracterizacao parcial do extrato bruto de PMGL

Temperatura e pH 6timos

A determinacédo dos valores de temperatura e pH 6timos do extrato enzimatico bruto de
PMGL produzido em meio complexo nas condigdes maximizadas de 42 g/L de pectina citrica,
0,02 g/L de sulfato de ferro, 40 g/L de extrato de levedura, 5x10° esporos/mL, 30°C, 84 h,
PHiniciar 5,5 € 180 rpm, foram definidos baseados em um planejamento de experimentos. A

Tabela 22 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 2% (3 pontos centrais), e 0s
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resultados da atividade enzimética da pectina liase na qual observa-se que a maior atividade foi
de 51,80 U/mL (Ensaio 1) em pH 3,0 e 37°C.

Tabela 22: Matriz do planejamento fatorial completo 2% com valores codificados (reais) e

resposta em atividade enzimatica de pectina liase.

Ensaios *Varidveis Independentes Respostas

pH Temperatura (°C) PMGL

(U/mL)

1 -1 (3,4) -1 (37) 51,80
2 1(5,5) -1 (37) 38,11
3 -1(3,4) 1(73) 52,24
4 1(5,5) 1(73) 40,22
5 -1,41 (3) 0 (55) 51,82
6 1,41 (6) 0 (55) 37,13
7 0 (4,5 -1,41 (30) 41,53
8 0 (4,5) 1,41 (80) 17,68
9 0 (4,5) 0 (55) 33,47
10 0 (4,5) 0 (55) 33,84
11 0 (4,5) 0 (55) 33,71

A Tabela 23 apresenta os coeficientes de regressao, erro padréo, valores de p e t(2), para
a atividade da pectina liase a um nivel de confianca de 95 %. Verifica-se que as variaveis
estudadas influenciaram na atividade da PMGL, sendo que pH e temperatura isolados
apresentaram efeito positivo, porém a interacdo pH e temperatura foi negativo. Os fatores que
ndo foram significativos foram adicionados & falta de ajuste para anélise de variancia ANOVA
(Tabela 24).

Tabela 23: Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial

completo 2° para atividade de PMGL.

Coeficiente de Regressdao Erro padrdo t(2) p
Média 33,63 0,109 309,83  0,00001
()pH (L)* -11,63 0,133 -87,40  0,00013
pH (Q)* 15,19 0,158 95,62  0,000109
(2)Temperatura(L)* -7,79 0,133 -58,52  0,000292
Temperatura(Q) 0,235 0,159 1,48 0,277077
1L.2L* 0,832 0,188 4,42 0,047508

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A Equacdo 4 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve a
concentracdo de PMGL em funcdo das variaveis analisadas (temperatura e pH), dentro das

faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 24), onde obteve-se
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um coeficiente de correlagdo de 0,83 e o F calculado de 7,11 vezes maior que o valor tabelado,

0 qual permitiu, também, a construcdo da superficies de resposta e/ou curva de contorno
apresentadas na Figura 17.

Tabela 24: Anélise de variancia para a atividade de PMGL do planejamento fatorial completo
2% em funcéo de temperatura e pH.

Fontes de Graus de F
variagao Soma dos quadrados liberdade Quadrados medios calculado
Regressédo 742,01 4 185,50 3,55
Residuo 312,94 6 52,16

Falta de Ajuste 312,86 4
Erro Puro 0,071 2

Total 1054,94 10
Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; F = 0,50

PMGL (U/mL) = 33,63 - 11,63.pH + 15,19.(pH)?- 7,79.T + 0,83.(pH).(T) (4)
Onde: PMGL = Atividade de pectina liase (U/mL); T = Temperatura (°C).

Figura 17: Superficies de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de PMGL (U/mL)
em funcédo da temperatura (°C) e pH.

Temperatura (°C)

(o IR TR

a) ST b)

De acordo com a Figura 17, verifica-se uma ampla faixa de temperatura (<73°C) e para
0 pH o 6timo da atividade de PMGL encontra-se em valores abaixo de 3,0.

Avaliagdo da estabilidade térmica

O estudo da estabilidade é importante, pelo fato de permitir observar o comportamento

da enzima e quanto de sua atividade inicial & mantida ao longo do armazenamento. Os
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resultados da estabilidade a diferentes temperaturas do extrato enzimatico bruto da PMGL estédo
apresentados na Figura 18 (a-b).

De acordo com a Figura 18 (a), verifica-se que houve um incremento da atividade
inicial nas temperaturas 55, 80 e 100°C.. As maiores estabilidades foram encontradas nas
temperaturas de 55, 40, 35 e 25°C, onde observa-se que a atividade residual de
aproximadamente 50 % durante 1368, 1008, 528 e 360 h, respectivamente.

O extrato enzimatico bruto obtido a partir de Aspergillus niger ATCC 9642 foi
armazenado a 4, -10 e -80°C (Figura 18 b), mantendo-se a atividade residual de
aproximadamente 50 % da atividade residual de PMGL por 912, 3000 e 3336 h,

respectivamente.

Oliveira (2013) estudou a estabilidade térmica (20, 40, 60, 80 e 100°C) e
estabilidade ao pH (3, 4, 5, 6, 7 e 8) da enzima produzida obtido ap6s o processo
fermentativo de poligalacturonase por Aspergillus niger por fermentacdo em estado solido
utilizando residuo agroindustrial de manga (Mangifera indica L.). Quanto ao estudo de
estabilidade da poligalacturonase produzida no extrato enzimatico bruto, esta mostrou boa
estabilidade atée em temperaturas altas. Com 74% da atividade relativa na temperatura de

80°C durante de 130 minutos Em temperaturas acima de 100°C ainda pode ser detectada.

76



Resultados e Discussao

Figura 18: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da PMGL submetido a (a) altas (100,
80, 55, 40, 35 e 25°C) e (b) baixas temperaturas (-80, -10 e 4°C), respectivamente.
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De modo a avaliar a estabilidade térmica da pectina liase obtido por A. niger ATCC

9642, os dados obtidos experimentalmente foram plotados como In (A/A0) como uma
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fungdo do tempo. Seguindo este procedimento, a constante de desativacao térmica (Kd) foi
obtida para cada temperatura e apresentada na Tabela 25 . Uma representacdo gréfica de In
(Kd) como uma funcéo de 1/T ( K') foi usada para calcular a energia de ativacdo (Ed) para
a reacdo de desativagdo, obtido o valor de 3,13 kJ/mol para A. niger ATCC 9642. A
temperatura mais estavel foi de a 55°C, apresentando um tempo de meia-vida (t;2) de 5,71
h.

Assim, estes resultados sugerem uma boa aplicabilidade industrial desta enzima sob

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

Tabela 25: Parametros de inativacdo térmica para o extrato bruto enziméatico da PMGL
obtido pelo A. niger ATCC 9642.

Temperatura (°C) K (h™) ti ()
25 0,207 1,82
35 0,307 1,23
40 0,152 2,48
55 0,066 571
80 0,88 0,43
100 1,436 0,26

Estabilidade a diferentes valores de pH

Para a analise da estabilidade do extrato bruto enzimatico, foi realizado o ajuste do
meio a diferentes pHs (3; 3,4; 4,5; 5,5; 6 e 7) e acondicionada a temperatura de 37°C. Através
da Figura 19, observou-se que a partir de 1368 h, ocorreu um incremento da atividade para
todos os valores de pHs avaliados, sendo que em pH 6 e em 2208 h a atividade residual foi de
25 % superior a atividade inicial. Para os valores de pH de 4,5, 6 e 7, 0 comportamento da
atividade foi semelhante, mantendo-se a atividade residual de 80,7 % para o pH 7 e 56 % para o
pH 6 no tempo de 4128h e no pH 4,5 manteve 50 % da atividade residual em

aproximadamente 4128 h.
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extrato enzimatico bruto da PMGL submetido a diferentes pH 3;
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Oliveira (2013) obteve no estudo de estabilidade em relacdo as variaces de pH,

gue a enzima ndo apresentou boa estabilidade em relacdo aos tempos nos valores de pH

entre 3 e 8. Mas apresentou

em todas as faixas estudadas.

157% de atividade relativa em pH 3, apresentando atividade

4.2. Bioproducao de pectinases em meio a base de substratos agroindustriais

4.2.1. Caracterizacdo dos substratos agroindustriais

Na Tabela 26 encontram-se 0s resultados para o teor de pectina (g/L), carbono organico

total (COT) e nitrogénio (mg/L) dos substratos agroindustriais (CL — Casca de laranja, AMM —

Agua de maceracéo de milho

, APA — Agua de parboilizacio de arroz).

Tabela 26: Teores de pectina, nitrogénio e carbono organico total (TOC) dos substratos

agroindustriais.
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Substratos Pectina Carbono \P)
Agroindustriais (g/L) (mg/L) (mg/L)
CL 46 +0,26 - 3200%+95,39
AMM - 485,50* +22,08 900°+36,71
APA - 7,88°+0,02 1200° +78,44

Média + Desvio padrdo seguidas de letras iguais/colunas indicam ndo haver diferenca significativa a
nivel de 5% (Teste Tukey).

Colet (2012) ao caracterizar os residuos agroindustriais para a bioproducdo de
carotenoides pelo micro-organismos Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 para producdo em
batelada alimentada observou que AMM E APA apresentaram 21648 e 743 mg/L de carbono
organico total, e 4371 e 125 mg/L de nitrogénio total, respectivamente. Estes valores sdo
superiores ao do estudo, porém sdo substratos de fontes diferentes, podendo estes serem mais
concentrados que o utilizado no trabalho.

Os resultados dos minerais (micro e macronutrientes) dos substratos agroindustriais

brutos encontram-se descritos na Tabela 27.

Tabela 27: Teores de minerais dos substratos agroindustriais.

Subprodutos agroindustriais

Minerais _ Agua de Agua de
Casca de Laranja maceracao de parboilizacao de
milho arroz
Ca (mg/L) 361,42°+ 3,21 1017,62° + 25,02 937,52°+ 19,39
Cu (mg/L) 19,03°+ 0,15 5,12°+ 0,09 3,74°+ 0,06
Mg (mg/L) 397,62° + 3,97 171,41°+ 1,37 114,70°+ 1,22
Mn (mg/L) 31,78%+ 0,51 0°+0,00 3,26°+ 0,06
Zn (mg/L) 49,40%+ 0,62 3,33°+0,07 2,37°+£ 0,02
Na (mg/L) 3457,23%+ 77,76 95,48°+ 1,72 182,63+ 1,46
Fe (mg/L) 60,20%+ 1,02 8,84° + 3,82 4,38°+ 0,07

Média * Desvio padrdo seguidas de letras iguais/linhas indicam ndo haver diferenca significativa a
nivel de 5% (Teste Tukey).

De acordo com a Tabela 27, observa-se que a agua de parboilizacdo de arroz e agua
de maceracdo de milho apresentaram concentracfes consideraveis de célcio, 1017,62 mg/L
e 937,52 mg/L, respectivamente, j& o cobre (19,03 mg/L), magnésio (397,62 mg/L),
manganés (31,78 mg/L), zinco (49,4078 mg/L), sodio (372 mg/L) e o ferro (6078 mg/L),
tiveram valores maiores na amostra de casca de laranja. Estes minerais podem
desempenhar fungbes fundamentais para o processo de bioproducdo e exercem funcdes
importantes no metabolismo celular, sendo o magnésio, o cofator chave para diversas

reacOes enzimaticas.
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Valduga et al. (2007) estudaram o pré-tratamentos da agua de maceracdo de milho
para a bioproducdo de carotendides por Sporidiobolus salmonicolor (CBS 2636), através
do desenvolvimento de diferentes pré-tratamentos para o substrato industrial, da
caracterizacdo do substrato in natura e pré-tratado e otimizacdo da bioproducdo de
carotendides em meio industrial pré-tratado. Foi observado que a agua de maceracdo de
milho in natura foi rica em nitrogénio (3730 mg/L), potassio (1840 mg/L), magnésio (723
mg/L), manganés (55 mg/L) e zinco (11 mg/L), valores estes superiores ao do estudo, isto

pode ser explicado pelo substrato ser de diferente procedéncia.

4.2.1.1. Producéo de Exo- poligalcturonase (exo-PG)

A Tabela 28 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 2% com os valores
codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas em atividade
enzimatica de exo-PG e pH. A maxima atividade de exo-PG foi de 1,85 U/mL (Ensaio 5), com
meio de cultivo composto por 80 g/L de casca de laranja, 60 g/L de agua de maceracdo de
milho e 450 g/L de agua de parboilizacdo de arroz e nas condi¢fes de 180 rpm, 30°C, 120 h.
5x10° esporos/mL e pHiniciat 5,5.

Tabela 28: Matriz do planejamento fatorial completo 2° (valores reais e codificados) e

respostas em producao da enzima exo-PG.

Variaveis Independentes* Resposta
Ensaios PG

X1 X2 X3 (U/m L) pH
1 -1 (80) -1 (60) -1 (150) 1,70 4,98
2 1 (160) -1 (60) -1 (150) 1,49 5,05
3 -1 (80) 1 (240) -1 (150) 0,52 5,85
4 1 (160) 1 (240) -1 (150) 0,46 5,94
5 -1 (80) -1 (60) 1 (450) 1,85 5,42
6 1 (160) -1 (60) 1 (450) 1,46 4,93
7 -1 (80) 1 (240) 1 (450) 0,78 5,95
8 1 (160) 1 (240) 1 (450) 0,81 6,06
9 0 (120) 0 (150) 0 (300) 1,45 5,17
10 0 (120) 0 (150) 0 (300) 1,48 5,64
11 0 (120) 0 (150) 0 (300) 1,43 5,6
12 -1,68 (52.8) 0 (150) 0 (300) 1,56 5,4
13 1,68 (187.2) 0 (150) 0 (300) 0,95 5,77
14 0 (120) -1,68 (0) 0 (300) 0,71 2,46
15 0 (120) 1,68 (301.2) 0 (300) 0,54 6,17
16 0 (120) 0 (150) -1,68 (48) 1,12 5,68
17 0 (120) 0 (150) 1,68 (552) 1,57 5,61

*X,= Casca de Laranja (g/L), X,= Agua de maceracdo de milho (g/L), Xs= Agua de parboilizacio de
arroz (g/L). Variaveis independentes fixas: 180 rpm, 30°C, pHinicia 5,5, 5x10° esporos/mL, 120 horas.
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A Tabela 29 apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrdo, valores de p e t(2), para
a atividade da exo-poligalacturonase a nivel de confianca de 95%. As concentra¢Ges de casca
de laranja, 4gua de maceracdo de milho e agua de parboilizacdo de arroz influenciaram
significativamente (p<0,05) sobre a atividade da exo-poligalacturonase. Os fatores ndo
significativos foram adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia - ANOVA (Tabela
30).

Tabela 29: Coeficientes de regressdo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial

completo 2° para atividade de exo-poligalacturonase.

Coeficiente de Regressdo Erro padréo t(2) P
Média 1,45 0,016 92,09 0,0001
(1)Casca de Laranja (L)* -0,244 0,015 -16,46  0,0036
Casca de Laranja (Q)* -0,106 0,016 -6,49  0,0229
(2JAMM (L)* -0,615 0,015 -41,57 0,0005
AMM (Q)* -0,548 0,016 -33,63 0,0008
(3)APA (L)* 0,218 0,015 14,71 0,0045
1L.2L* 0,142 0,019 7,36 0,0179
2L.3L* 0,121 0,019 6,27 0,0244

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 30: Analise de variancia para a bioproducdo de Exo-PG do planejamento fatorial

completo 2.
Fontes de Graus de Soma dos Quadrados F
Variacao liberdade quadrados médios calculado
Regresséo 2,61 7 0,37 4,69
Residuo 0,72 9 0,08

Falta de Ajuste 0,71 7

Erro Puro 0,0014 2
Total 3,32 16

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fpese= 3,29.

A Equacdo 5 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a atividade
da exo-poligalacturonase em funcdo da varidveis independentes (casca de laranja, dgua de

maceracdo de milho e agua parboilizada de arroz) dentro das faixas estudadas.

O modelo foi validado pela analise de variancia, onde um coeficiente de correlacdo de
0,88 e F calculado de 1,42 vezes maior que o F tabelado, permitindo a construcdo da curva de

contorno (Figura 20).

PG=1,45 - 0,24X; - 0,10X:° - 0,61X; - 0,54X,% + 0,21X3 + 0,14X1 X5 + 0,1X5.X3 (5)
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Onde : PG= exo-poligalacturonase; X;= Casca de Laranja ; X,= Agua de maceragio de milho;
Xs= Agua de parboilizacio de arroz

Figura 20: Curva de contorno em funcdo da concentracdo (a) &gua de maceragcdo de milho e

casca de laranja, (b) agua parboilizada de arroz e casca de laranja e (c) &gua parboilizada de
arroz e 4gua de maceracdo de milho.
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4.2.1.2. Estudo cinético exo-PG

O estudo cinético na bioproducdo de exo-PG foi realizado a partir das condi¢des
experimentais maximizadas (80 g/L de casca de laranja, 100 g/L de &gua de maceracdo de
milho, 552 g/L de agua de parboilizacdo de arroz), em frascos agitados e nas condicGes de
30°C, 180 rpm e pH iniciar de 5,5 e 5x10° esporos/mL, tendo por objetivo avaliar a atividade de
exo-PG (U/mL) em funcdo do tempo de bioproducéo (h), o consumo de substrato (pectina,
acucar redutor, N, K, Mg, Mn, Fe) e pH, conforme demonstrado na Figura 21.

A Figura 21 (a-b), apresenta a avaliacdo cinética em termos de consumo de substrato
(pectina, acucares redutores, N, K, Mg, Mn e Fe) e a evolucdo do pH e producdo de exo-PG
Observar-se que a atividade maxima de exo-PG foi de 1,83 U/mL em 128 h de bioproducéo.

O pH (Figura 21a) diminuiu nas primeiras 24 h (5,5 a 5,0) e manteve-se cerca de 5,0 até
144 h e mantendo-se em cerca de 4,5 até ao final da bioproducdo. De acordo com Cordeiro e
Martins (2009), esta redugdo do pH pode ser explicado pela libertacdo de acido galcturénico
nos meios devido a acdo de enzimas pectinoliticas. Estas enzimas sdo produzidas por micro-
organismos, durante as primeiras horas de fermentacdo. Segundo Ming-Chu et al. 1992, as
mudancas de pH no meio de cultura € resultado do consumo de substrato. Quando os ions de
amonio sdo utilizados pelos micro-organismos, o meio € acidificado e quando o nitrogénio
organico (aminoacidos e peptideos) é assimilado, o meio é alcalinizado.

Em relacdo a pectina (Figura 21a), hd um consumo de 51 % entre 48 e 72 h e, apos este
periodo, uma reducdo progressiva com um consumo total de 67 %. Demonstrando que ha uma
correlacdo entre o consumo de pectina com um aumento da atividade enzimatica. O consumo
de acUcares redutores foi de 50 % nas primeiras 24 h ap6s permanecer praticamente constante.
Durante o periodo inicial, o fungo consome aclcares prontamente disponiveis, no entanto, a
producdo de enzimas ocorre em resposta a deplecdo de nutrientes quando 0 micro-organismo
comeca a utilizar os substratos complexos (Figuras 21a e 21b), o0 mesmo comportamento foi

verificado por Kaur et al. (2012).
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Figura 21: (a) Estudo cinético na bioproducdo de exo-PG (U/mL), evolucdo do pH e
consumo pectina (%) e N, (%) em funcdo do tempo (h); (b) Cinética do consumo Mg,

K, Mn Fe e agUcares redutores (mg/L) em funcdo do tempo (h), respectivamente.
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A andlise do consumo dos substratos permite observar um comportamento semelhante

entre o potassio, magnésio e ferro (Figura 21b), indicando uma diminui¢do lenta e progressiva
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durante a bioprodugdo, com um consumo total de 33, 46 e 50 %, respectivamente. A partir das
fontes de minerais, a assimilagdo mais expressivo foi observado para 0 manganés, o0 que
corresponde a 73 %.

Segundo Malvessi & Silveira (2004) e Martinez-Trujillo et al. (2009), dentre os fatores
que afetam o crescimento microbiano e a biossintese da enzima pode-se destacar a composi¢do
do meio de cultura, em particular a fonte de carbono, a presenca de indutores (pectina e
derivados), e outras condicGes de cultura, tais como o pH do meio de cultivo, a temperatura,

aeracdo, agitacdo e tempo de incubacdo.
4.2.1.3. Caracterizacao parcial da exo-poligalcturonase (exo-PG)

pH e Temperatura 6timos

A determinacdo dos valores 6timos de temperatura e pH do extrato bruto de exo-PG
maximizados em meio a base de substratos agroindustriais (80 g/L de casca de laranja, 100 g/L
de agua de maceracdo de milho e 552 g/L de agua de arroz parcialmente cozido, pH 5,5;
180 rpm, 30°C, 128 h e 5x10° esporos/mL), encontran-se descritos na Tabela 31, a qual mostra
a matriz do planejamento fatorial completo 22 (3 pontos centrais), bem como os resultados da
atividade de PG. Observa-se que a atividade maxima foi de 1,72 U/mL (Ensaio 2) a pH 5,5 e
temperatura de 37°C.

A Equacdo 6 mostra o modelo codificado de segunda ordem que descreve a atividade de
exo-PG em funcdo das varidveis analisadas (temperatura e pH) dentro faixa estudada. O
modelo foi validado (Tabela 32). pela analise de variancia, com um coeficiente de correlacao
de 0,98 e um valor de F calculado foi de 6,17 vezes maior que o F tabelado, o qual permitiu a
construcdo de superficie de resposta e curva de contorno (Figura 22). Os fatores que ndo foram

significativo foram adicionados a falta de ajuste para analise de variancia ANOVA (Tabela 33).
Exo-PG (U/mL) = 1,65 + 0,42.X4 — 0,32.X4% — 0,28X5 - 0,49Xs% — 0,05 X4.Xs (6)

Onde: Exo-PG = Atividade de exo-PG (U/mL); X4= pH; Xs= Temperatura
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Tabela 31: Matriz do planejamento fatorial completo 22 (com 3 pontos centrais) e resposta das

variaveis Temperatura e pH.

Variaveis Independentes Exo-PG
Ensaios pH Temperatura U/mL
1 -1(3,4) -1(37) 0,78
2 1(5,5) -1(37) 1,72
3 -1(3,4) 1(73) 0,28
4 1(5,5) 1(73) 1,01
5 -1,41(3) 0(55) 0,27
6 1,41(6) 0(55) 1,50
7 0 (4,5) -1,41(30) 0,92
8 0 (4,5) 1,41(80) 0,17
9 0 (4,5) 0(55) 1,68
10 0 (4,5) 0(55) 1,63
11 0 (4,5) 0(55) 1,64

Tabela 32: Coeficientes de regressdo e erro padrédo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de exo-poligalacturonase.

Coeficiente de Regressédo Erro padrdo t(2) p
Média 1,65 0,013 123,16 0,00006
(D)pH (L)* 0,42 0,008 51,59 0,00037
pH (Q)* -0,32 0,009 -33,41 0,00089
(2)Temperatura(L)* -0,28 0,008 -34,33 0,00084
Temperatura(Q)* -0,49 0,009 -50,38 0,00039
1L by 2L* -0,05 0,01 -4,72 0,04192

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 33: Andlise de variancia para a bioproducdo de exo-PG do planejamento fatorial

completo 22,

Fontes de Soma dos Quadrados F
variacao Graus de liberdade quadrados medios calculado
Regresséo 5 3,67 0,73 31,18
Residuo 5 0,12 0,02

Falta de Ajuste 3 0,11
Erro Puro 2 0,001

Total 10 3,79

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fap 95%=5,05
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Figura 22: Superficies de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de PG (U/mL) em
funcédo da temperatura (°C) e pH, respectivamente.
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A partir da Figura 22, é possivel verificar as atividades mais elevadas de PG em
temperatura proxima a 55°C e em pH na faixa de 5,0. Na literatura, alguns estudos realizaram a
caracterizacdo da exo-PG. Kashyap et al. (2000) corroboram com este estudo, no qual a
poligalacturonase de Aspergillus niger, onde a maxima atividade foi obtida a 50°C, assim
como Moyo et al. (2003) que descreve o comportamento da PG produzida por Kluyveromyces
wickerhamii apresentando como 6tima a mesma faixa de temperatura. Quiroga et al. (2009)
relata resultado da PG produzida por Pycnoporus sanguineus onde apresenta a atividade
méaxima entre 50 - 60°C e um pH o6timo de 4,8. Por outro lado, Mohamed et al. (2006)
avaliaram a poligalacturonase de Trichoderma harzianum e atividade 6tima foi a 40°C. Outros
autores verificaram o 6timo na mesma faixa de temperatura 6tima (40 a 50°C) para a PG, de

Bacillus sp. (Kobayashi et al., 2001), flaves Mucor (Gadre et al., 2003) e de T. reesei
(Mohamed et al., 2003).

Estabilidade térmica

Os resultados obtidos na avaliacdo de estabilidade a baixas temperaturas de -80, -10,
4°C sdo apresentados na Figura 23 (a), onde se observa que quando o extrato bruto foi
armazenado a -80, -10 e 4°C mostraram uma atividade residual de PG de cerca de 50 % no
periodo de 808, 756 e 304 h, respectivamente. No entanto, ss resultados obtidos na avalia¢do de
estabilidade a altas temperaturas de 25, 35, 40, 55, 80 e 100°C (Figura 23b), o0 extrato

enzimatico bruto apresentou maior estabilidade nas temperaturas de 40 e 55°C, com uma
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atividade residual de 50 % em 240 e 276 h, seguido das temperaturas de 35 e 25°C por um
periodo de 84 e 48 h, respectivamente.

A enzima PG de Aspergillus giganteues manteve 80% de sua atividade original ap6s 50
min de incubacdo a 55°C. O aquecimento desta enzima a 55°C por 10 min resultou em
desnaturacdo rapida e apenas cerca de 9,5% da sua atividade foi retida (PERDOLLI et al.,
2008).

Silva et al. (2002) relataram que a PG de Penicillium viridicatum RFC3 perdeu 90% da
sua atividade original apés 1h de incubagdo a 55°C. Por outro lado, Martins et al (2002)
mostraram que a PG de Thermoascus aurantiacus 179-5 manteve 100% da atividade original
durante 2h a 60°C. Enquanto que a PG de Thermoascus aurantiacus CBMAI-756 foi 100%
estavel a 50°C por 1h (MARTINS et al., 2007).

De modo a comparar a estabilidade térmica da poligalacturonase obtido por A. niger
ATCC 9642, os dados obtidos experimentalmente foram representados como In (A/AO) como
uma funcdo do tempo. Seguindo este procedimento, a constante de desativagdo termica (Kd) foi
obtida em cada temperatura. Uma representacdo grafica de In (Kd) como uma funcdo de 1/T
(K) foi usada para calcular a energia de ativacao (Ed) para a desativacdo da reacéo e foi de 5,01
kJ mol. A poligalacturonase foi mais estavel a 40 e 55°C (Tabela 34), apresentando um tempo

de meia-vida de 63 h para ambas as temperaturas.
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Figura 23: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da exo-PG submetido a (a) baixas (4, -10 e
-80°C) e (b) altas temperaturas (25, 35, 40, 55, 80 e 100°C).
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Tabela 34: Pardmetros de inativacdo térmica para o extrato bruto enzimatico da exo-PG
obtido pelo A. niger ATCC 9642.

Temperature (°C) K (h™) ti (h)
25 0,005 25,20
35 0,015 8,40
40 0,002 63
55 0,002 63
80 0,009 14
100 0,009 14

Tari et al. (2008) observaram que a meia-vida de poligalacturonase de Aspergillus sojae
a 75°C foi de 2,25, 4,97 e 3,53 vezes maior do que os valores de meia-vida a temperaturas de
80, 82,5 e 85°C, respectivamente, sendo que a energia de desativacdo da poligalacturonase foi
de 152 kJ mol™. Shuler e Kargi (2002) observaram valores estimados na faixa de 167 a 293 kJ
mol™ para muitas enzimas microbianas. A energia de desativacéo estimada para esta enzima foi
de 1,05, 0,92 e 0,96 vezes maior do que as poligalacturonases comercial Rapidase C80,
Pectinase CCM e Pectinex 3XL, respectivamente (ORTEGA et al., 2004). Estes resultados
indicaram que o extrato enzimatico bruto pode ser considerado como um potencial para varias

aplicac@es industriais.

Estabilidade em diferentes pH

A estabilidade do extrato enzimatico bruto de exo-PG bioproduzida a base substratos
agroindustriais foi avaliada a diferentes valores de pH em fun¢éo do tempo, incubado a 55°C e
em pHs de 4,0 a 11,0, conforme apresentado na Figura 24. O extrato enzimatico bruto
apresentou a maior estabilidade em pH 5,0 e 4,0, retendo 50 % da sua atividade inicial até
aproximadamente 160 h de armazenamento em ambos valores de pHs. Com essa faixa de pH
(4,0 a 5,0), esta enzima tem uma promissora aplicacdo em processos industriais em pHs acidos,
como na industria de bebidas (sucos, vinhos e outros).

Gomes et al. (2011) avaliaram a estabilidade de PG produzido por A. niger usando meio
complexo (concentracdo de pectina de 32 g/L, a concentracdo de L-asparagina de 2 g/L, a
concentracdo de fosfato de potassio 0,06 g/L, a concentracdo de sulfato de ferro de 1,0 g/L)
observaram que a 55°C e pH de 5,0, manteve 60 % de sua atividade inicial PG durante 350 dias
e 150 h de armazenamento, respectivamente. Kant et al. (2013) estudou a estabilidade de
poligalacturonase purificada a partir de Aspergillus niger (MTCC 3323), descobriram que a

enzima era estavel na faixa de pH 4,0 a 5,5 durante 1 h. A 4°C reteve 50 % da atividade apds
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108 h e a temperatura ambiente até 3 h. Hoondal (2002) avaliaram PG de Aspergillus
fumigatus, que manteve a sua atividade em um intervalo de pH de 3,0-9,0.

O pH € considerado um pardmetro importante envolvida na producdo e manutencéo de
pectinases, porque as alteracdes no pH pode influenciar a atividade enzimatica através de
alteracbes conformacionais na molécula, proporcionando assim alteragdes no sitio ativo,
resultando na reducdo ou aumento da sua afinidade para o substrato (GARZON & HORAS,
1992).

Figura 24 — Estabilidade do extrato enzimético bruto da exo-PG submetido aos pH de 4, 5, 6,
7,9e11.
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Perdolli et al. (2008) relatam que a PG de Aspergillus giganteues, reteve mais de 90%
de sua atividade, apds 24 h de incubacdo em valores de pH entre 4,5 e 8,0. Um resultado
similar foi obtido com a PG de Penicillium viridicatum, que manteve 90% da sua atividade,
apos incubacdo em pHs 5,0-8,5 (SILVA et al., 2002). Martins et al. (2007) relataram que a PG
de Thermoascus aurantiacus CBMAI-756 foi estavel a pH 5,0-5,5 e manteve 33% da atividade

inicial em pH 9,0 ap6s 24 horas de incubacéo.
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4.2.2. Pectinametilesterase (PME)

A Tabela 35 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 2% com os valores
codificados (reais) das varidveis independentes estudadas e as respostas em atividade
enzimatica de PME e pH. A méxima atividade de PME foi de 39,05 U/mL (Ensaio 15), com
meio de cultivo composto por 120 g/L de casca de laranja, 301,2 g/L de agua de maceracao de
milho e 300 g/L de agua de parboilizagdo de arroz e nas condi¢des de 180 rpm, 30°C, 120 h.
5x10° esporos/mL e pHiniciar 5,5, sendo justificado este valor pela menor quantidade de pectina
presente na casca de laranja, onde quando utilizada com pectina P.A. em concentracdo de
42g/L a atividade foi de 9 U/mL.

Tabela 35: Matriz do planejamento fatorial 2° valores codificados (reais) e respostas em

producdo da enzima pectinametilesterase.

Variaveis Independentes* Resposta
Ensaios PME

X1 X X3 (U/mL) pH
1 -1 (80) -1 (60) -1 (150) 16,40 4,98
2 1 (160) -1 (60) -1 (150) 9,80 5,05
3 -1 (80) 1 (240) -1 (150) 37,10 5,85
4 1 (160) 1 (240) -1 (150) 32,15 5,94
5 -1 (80) -1 (60) 1 (450) 16,10 5,42
6 1 (160) -1 (60) 1 (450) 13,05 4,93
7 -1 (80) 1 (240) 1 (450) 28,40 5,95
8 1 (160) 1 (240) 1 (450) 34,95 6,06
9 0 (120) 0 (150) 0 (300) 28,35 5,17
10 0 (120) 0 (150) 0 (300) 29,95 5,64
11 0 (120) 0 (150) 0 (300) 27,35 5,60
12 -1,68 (52,8) 0 (150) 0 (300) 24,00 5,40
13 1,68 (187,2) 0 (150) 0 (300) 28,35 5,77
14 0 (120) -1,68 (0) 0 (300) 12,50 2,46
15 0 (120) 1,68 (301,2) 0 (300) 39,05 6,17
16 0 (120) 0 (150) -1,68 (48) 24,40 5,68
17 0 (120) 0 (150) 1,68 (552) 20,00 5,61

*X,= Casca de Laranja (g/L), X,= Agua de maceracio de milho (g/L), Xs= Agua parboilizada de arroz
(g/L). Variaveis independentes fixas: 180 rpm, 30°C, 120 h e pHinicia= 5,5.

A Tabela 36 apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrdo, valores de p e t(2),
para a atividade da pectinametilesterase a nivel de confianca de 95 %. A concentracdo de
agua de maceracdo de milho teve efeito significativo positivo e a dgua de parboilizacdo de

arroz teve uma influéncia significativa negativa respectivamente (p<0,05) sobre a atividade
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da pectinametilesterase. Os fatores que ndo foram significativos foram adicionados a falta
de ajuste para a anélise de variancia - ANOVA (Tabela 37).

Tabela 36: Coeficientes de regresséo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial

completo 2° para atividade de pectinametilesterase.

Coeficiente de Regressdo Erropadrdao t(2) p

Média 28,61 0,7555 37,87 0,0007

(1) Casca de Laranja(L) -0,05 0,3550 -0,15 0,8923
Casca de Laranja (Q) -1,06 0,3911 -2,71 0,1133
(2)AMM (L)* 8,93 0,3550 25,15 0,0015
AMM (Q) -1,20 0,3911  -3,07 0,0915
(3)APA (L) -0,75 0,3550  -2,13 0,1663
APA (Q)* -2,46 0,3911  -6,31 0,0241
1L.2L 1,40 0,4636 3,03 0,0936
1L.3L 1,88 0,4636 4,05 0,0557
2L.3L -1,10 0,4636  -2,38 0,1397

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 37: Analise de variancia para a bioproducéo de PME do planejamento fatorial 2°.

Fontes de Graus de Soma dos Quadrados F
variacao liberdade gquadrados médios calculado
Regresséo 121,98 9 135,78 21,10
Residuo 45,04 7 6,43
Falta de Ajuste 41,60 5
Erro Puro 3,44 2
Total 1267,02 16

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fpese= 19,29.

A Equacdo 7 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade da pectinametilesterase em funcdo das variaveis independentes (casca de laranja,

agua de maceracdo de milho e dgua parboilizada de arroz) dentro das faixas estudadas.
PME=28,6 + 8,93.X,— 2,46. X5° (7

PME = Pectinametilesterase X, = Agua de maceracdo de milho X3 = Agua de parboilizacio de

arroz.

O modelo foi validado pela analise de variancia, onde um coeficiente de correlacéo

de 0,98 e F calculado 1,09 vezes maior que o F tabelado, permitiram a construgdo de
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superficie de resposta e curva de contorno (Figura 26). O coeficiente de correlagéo
quantifica a qualidade do ajuste, pois fornece uma medida da propor¢do da variacao
explicada pela equacdo de regressdo em relacdo a variacao total das respostas, variando de
0 a 100 % (RODRIGUES & IEMMA, 2005). O valor de F apresenta a razdo entre o F
calculado e o F tabelado, ou seja, sempre que esta relacdo for maior que 1, a regressdo é
estatisticamente significativa, havendo relacdo entre as varidveis independentes e
dependentes. Para que uma regressao seja ndo apenas estatisticamente significativa, mas
também atil para fins preditivos, o valor da razdo deve ser no minimo maior que 4
(BARROS, 1996).

A Figura 25 mostra a maxima producdo de PME (39,05 U/mL), encontra-se na
regido préxima a concentracdo de 120 g/L de casca de laranja, 301,2 g/L de &gua de
maceragdo de milho e 300 g/L de agua parboilizada de arroz caracterizando a maximizacao
da bioprodugéo.

Figura 25: Superficie de resposta e curva de contorno em fungédo da concentragéo (a) agua
de maceracdo de milho e casca de laranja, (b) agua parboilizada de arroz e casca de laranja
e (c) agua parboilizada de arroz e 4gua de maceracéo de milho, respectivamente.
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Ap6s realizacdo do planejamento fatorial completo 2% e analisado seus resultados,
foram fixados as concentracbes de casca de laranja (120 g/L), agua parboilizada de arroz
(300 g/L) e realizou-se teste variando as concentragdes de agua de maceracao de milho (301,2,
340, 380, 500 e 600 g/L) a fim de confirmar a tendéncia da maior producdo de PME como
mostrado na Figura 25. Os resultados, apresentados na Tabela 38, confirmam a tendéncia de
observada no planejamento 2°, de que quanto maior a concentracio de 4gua de maceragdo de
milho, maior sera a atividade de PME, observando a maxima atividade de 114 U/mL ao
empregar 600 g/L de AMM, apresentando diferenca significativa (p<0,05) na atividade de
PME entre as concentragdes de AMM avaliadas.

Tabela 38: Atividade PME (U/mL) em funcéo de diferentes concentracbes de AMM.

AMM (g/L) *Atividade de PME (U/mL)
301,2 42,26+0,45°
340 56,03+0,35°
380 66,86+0,40°
500 82,86+0,40"
600 114,44+0,45°

*Médiax desvio padrdo seguida de letras iguais/linhas diferem estatisticamente a nivel de 5%
(Teste Tukey).

4.2.2.1. Estudo cinético de PME

O estudo cinético de bioproducdo de PME, consumo de substratos e pH (Figuras
26a e 26b) foram realizados a partir das condi¢es experimentais maximizadas de 120 g/L
de casca de laranja, 301,2 g/L de agua de maceracdo de milho e 600 g/L de agua
parboilizada de arroz, 5x10° esporos/mL, 30°C, 180 rpm e pHiniciai 5,5). De acordo com a

Figura 27(a), observa-se que a atividade maxima foi de 130 U/mL obtida em 124 horas de
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bioproducgdo. O pH permaneceu praticamente estavel, oscilando entre 5,5 a a 5,73 durante
as 168 horas.

Ao analisar a assimilagdo dos substratos, observa-se 0 comportamento da pectina
apresentando maior consumo no periodo onde ocorrem as maiores produgdes de PME
(Figura 26a). O consumo de nitrogénio (Figura 26b), teve uma diminuicdo lenta e
gradativa ao longo do processo de bioprodugdo, com consumo total de 23 %. Das fontes de
minerais, as maiores assimilagdes foram para 0 manganés e potassio, correspondendo 34 e
57 % de consumo total, respectivamente. Em relacdo ao aclcar redutor, obteve-se uma
grande reducédo de aproximadamente 63 % em relagéo ao valor inicial (282,44 mg/L).

Ressalta-se que a atividade enzimatica da PME de 130 U/mL obtida pelo fungo
filamentoso A.niger ATCC 9642, no presente estudo, é superior ao relatado por Aquino
(2008) em preparado enzimatico comercial (Pectinex AR), que apresentou atividade de
3,58 U/mL, sendo que para outros preparados comerciais como a Pectinex Ultra SP-L,
Pectinex AR, Ultrazym AFP-L, Biopectinase CCM e Viscozyme L, a atividade da PME foi
de 18,90; 29,98; 18,25 e 61,26 U/mL, respectivamente.

Estudos realizados com a enzima PME produzida a partir de micro-organismos
ainda sdo escassos na literatura, 0s mais citados referem-se aos obtidos de frutos e
derivados: maméo (Lourenco & Catutani, 1984), macd (Johnston et al., 2002), péssego
(Oliveira et al., 2005), framboesa (lannetta et al., 1999), carambola (Chin et al., 1999),
péra (Brummell et al., 2004), tomate (Hobson, 1963) e banana (Hiltin & Levine, 1966;
Sales et al., 2004), manga (Prasanna et al., 2003) e tomate (Resende et al., 2004). No
entanto, a producdo biotecnologica de PME para a aplicacdo industrial, atraveés de micro-
organismo, apresenta como vantagens a producdo em pequeno escala, ndo estando sujeita
as condicdes ambientais como clima, estacdo do ano ou composicdo do solo como as
extraidas de frutas e/ou derivados; existindo a possibilidade de controlar as condicbes de
cultivo para garantir a producdo de pectinases de maior importancia e a utilizacdo de

substratos de baixo custo.
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Figura 26: Estudo cinético da bioproducdo de PME em func¢éo da atividade (U/mL), producéo

de biomassa (g/L), nitrogénio e pH pelo tempo (horas) (a) e em funcdo do consumo de carbono

e minerais pelo tempo (horas) (b), respectivamente.
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Caracterizacao parcial da pectinametilesterase (PME)
Temperatura e pH 6timos

A determinacdo dos valores de temperatura e pH 6étimos do extrato enzimético bruto
produzido por A. niger ATCC 9642 em frascos agitados, nas condi¢fes otimizadas de
bioproducdo (casca de laranja -120 g/L, agua de parboilizacdo de arroz -300 g/L, agua de
maceracdo de milho - 600 g/L, pH - 5,5, 180 rpm, 30°C, 120 horas e 5x10°esporos/mL), foram
definidos baseados em um planejamento fatorial completo 2% (3 pontos centrais) conforme
descrito na Tabela 39.

Tabela 39: Matriz do planejamento fatorial completo 2° com valores codificados (reais) e
resposta em atividade pectinametilesterase em funcdo de temperatura e pH étimos.

Ensaios *Varidveis Independentes Pectinametilesterase
pH Temperatura (°C) (U/mL)
1 -1 (5,54) -1 (37) 15,95
2 1(9,8) -1 (37) 70,95
3 -1 (5,54) 1(73) 25,60
4 1(9,8) 1(73) 85,15
5 -1,41 (5) 0 (55) 10,80
6 1,41 (11) 0 (55) 115,05
7 0(7) -1,41 (30) 31,15
8 0(7) 1,41 (80) 39,50
9 0(7) 0 (55) 35,85
10 0(7) 0 (55) 35,65
11 0(7) 0 (55) 35,85

A partir dos resultados apresentados no planejamento fatorial completo 22 para as
variaveis de pH e temperatura (Tabela 39), foi observado a maior atividade de PME 115 U/mL
no pH de 11 e temperatura de 55°C (Ensaio 6). No meio complexo foi a maxima atividade de
PME de 26U/mL a 55°C e pH 11, sendo a mesma temperatura e pH 6timo, porém o resultado
superior para 0 meio com utilizacdo de residuos.

A Tabela 40 apresenta os coeficientes de regressao, erro padrao, valores de p e t(2), para
a atividade da pectinametilesterase a um nivel de confianca de 95 %. A Equacdo 8 apresenta o
modelo codificado de segunda ordem, que descreve a atividade de PME em funcdo da
temperatura e pH dentro da faixa estudada. O modelo foi validado pela analise de variancia
(Tabela 41) onde se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,98 e o F calculado 21,84 vezes
maior que o valor tabelado, o qual permitiu a validacdo do modelo e a construcdo das

superficies de resposta e curva de contorno apresentadas na Figura 27.
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Tabela 40: Coeficientes de regressdo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de PME.

Coeficiente de Regressdo Erro padrao t(2) p
Média 35,78 0,066 536,74 0,000003
(1)pH (L)* 32,79 0,040 802,00 0,000002
pH (Q)* 13,70 0,048 280,90 0,000013
(2)Temperatura(L)* 4,46 0,040 109,23 0,000084
Temperatura(Q) -0,17 0,048 -3,646 0,067660
1L by 2L* 1,13 0,057 19,70 0,002566

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 41: Analise de variancia para a atividade de PME do planejamento fatorial completo 27
em funcgéo de temperatura e pH.

Fontes de Graus de F
variacao Soma dos quadrados liberdade Quadrados médios calculado
Regressao 9898,79 4 2474,70 94,79
Residuo 156,64 6 26,11
Falta de Ajuste 156,61 4
Erro Puro 0,03 2
Total 10055,43 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; F wp= 4,34

PME (U/mL) = 35,78+ 32,79.pH + 13,70.(pH)? + 4,46.T —0,17.(T)?+1,13 0,72.(pH).(T)
(8)
Onde: PME = Atividade de pectinametilesterase (U/mL); T = Temperatura (°C)

Figura 27: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de PME (U/mL)
em funcédo da temperatura (°C) e pH, respectivamente.
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Estabilidade térmica

A avaliagdo da estabilidade térmica do extrato enzimético bruto da PME foi realizada
incubando esta em diferentes temperaturas (-80, -10, 4, 30, 40, 50, 60, 70 e 100°C),
acompanhando o comportamento em fungdo do tempo. Verifica-se que, 0 extrato enzimatico
bruto quando estocado a temperatura de 4°C (Figura 28 a), apresenta um incremento da
atividade de PME de aproximadamente 20 % em relacdo a atividade inicial, e ap6s 1368 h
ocorre uma reducdo de atividade atingindo 46 % em 2544 h. No entanto, para as temperaturas
de -10 e -80°C observa-se que PME manteve sua atividade residual em 50 % por um periodo de
aproximadamente 1728 e 1824 h, respectivamente.

A Figura 28 (b) demonstra o comportamento do extrato bruto da PME submetido a
altas temperaturas (25, 35, 40, 55, 80 e 100°C), onde se verifica que para a temperatura de
100°C a enzima manteve sua atividade residual de 50 % por apenas 4 h, e na temperatura
de 80°C foi de aproximadamente de 25 h. O extrato enzimatico de PME foi mais estavel
quando armazenado a 55°C apresentando uma atividade residual de 50 % por um periodo
de aproximadamente 1700 h.

Figura 28: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da PME submetido a (a) baixas (4, -
10 e 80°C) e (b) altas temperaturas.
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A Tabela 42 apresenta os parametros de inativacao térmica para o extrato bruto de PME

dentro do intervalo estudado as temperaturas foram mais estaveis a 40 e 55°C, apresentando um

tempo de meia-vida (t12) de 80 h, respectivamente. O valor da energia de desativacdo foi de

13,9 kJ/mol.

Tabela 42: Parametros de inativacdo térmica para o extrato bruto enzimatico da PME obtido

pelo A. niger ATCC 9642.

Temperature (°C) K (h) tip (h)
25 0,0001 80
35 0,001 8
40 0,0001 80
55 0,0001 80
80 0,031 0,26
100 0,237 0,03
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Estabilidade em diferentes pH

A avaliacdo da estabilidade do extrato enzimatico bruto da PME foi realizada incubando
este em diferentes pH (5, 5,5, 7, 9,8 e 11) acompanhando o comportamento em fungdo do
tempo. Os resultados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade frente ao pH sdo apresentados
na Figura 29. Verifica-se que a atividade residual (50 %) nos diferentes pH manteve-se estavel
pelo periodo de armazenamento de 1188 e 1040 h para os pHs 11 e 9,8, estando estes
relaciondos a faixa de pH 6timo da enzima (Figura 29). Cardello & Lourengo (1992) avaliaram
a estabilidade da PME de berinjela parcialmente purificada, apds incubagdo durante 60 min e

concluiram que a PME é estavel em valores de pH na faixa de 5 a 8.

Figura 29: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da PME submetido aos pH de 5, 5,5, 7, 9,8
e 11.
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4.2.3. Pectina Liase (PMGL)

A Tabela 43 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 2% com os valores
codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas em atividade
enziméatica de PMGL e pH. A méaxima atividade de PMGL foi de 32,94 U/mL (Ensaio 17), com
meio de cultivo composto por 120 g/L de casca de laranja, 150 g/L de &gua de maceracgdo de
milho e 552 g/L de agua de parboilizacdo de arroz e nas condigdes de 180 rpm, 30°C, 120 h,
5x10° esporos/mL e pHiniciat 5,5.

Tabela 43: Matriz do planejamento fatorial completo 22 valores codificados (reais) e respostas

em producéo da enzima pectina liase e pH.

Variaveis Independentes* Resposta
Ensaios PMGL

X1 X X3 (U/mL) pH
1 -1 (80) -1 (60) -1 (150) 5,59 4,98
2 1 (160) -1 (60) -1 (150) 21,36 5,05
3 -1 (80) 1 (240) -1 (150) 8,09 5,85
4 1 (160) 1 (240) -1 (150) 14,90 5,94
5 -1 (80) -1 (60) 1 (450) 12,94 5,42
6 1 (160) -1 (60) 1 (450) 20,82 4,93
7 -1 (80) 1 (240) 1 (450) 7,53 5,95
8 1 (160) 1 (240) 1 (450) 19,57 6,06
9 0 (120) 0 (150) 0 (300) 29,90 5,17
10 0 (120) 0 (150) 0 (300) 29,80 5,64
11 0 (120) 0 (150) 0 (300) 29,43 5,60
12 -1,68 (52,8) 0 (150) 0 (300) 17,36 5,40
13 1,68 (187,2) 0 (150) 0 (300) 32,94 5,77
14 0 (120) -1,68 (0) 0 (300) 10,23 2,46
15 0 (120) 1,68 (301,2) 0 (300) 12,11 6,17
16 0 (120) 0 (150) -1,68 (48) 26,37 5,68
17 0 (120) 0 (150) 1,68 (552) 32,94 5,61

*X,= Casca de Laranja (g/L), X,= Agua de maceracio de milho (g/L), Xs= Agua parboilizada de arroz
(g/L). Variaveis independentes fixas: 180 rpm, 30°C, 120 h e pHipicia= 5,5.

A Tabela 44 apresenta os coeficientes de regressao, erro padrao, valores de p e t(2), para
a atividade da PMGL a nivel de confianca de 95 %. As concentracGes de casca de laranja, agua
de maceracdo de milho e 4gua de parboilizacdo de arroz tiveram uma influéncia significativa
(p<0,05) sobre a atividade da PMGL. Os fatores que ndo foram significativos foram

adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia ANOVA (Tabela 45).
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Tabela 44: Coeficientes de regresséo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de pectina liase.

Coeficiente de Regresséo  Erro padréo t(2) p
Média 30,22 0,1415 213,46  0,000022
(1)Casca de Laranja (L)* 5,03 0,0665 75,68 0,000175
Casca de Laranja (Q)* -3,32 0,0732 -45,36  0,000486
(2)AMM (L)* -0,54 0,0665 -8,23  0,014445
AMM (Q)* -8,27 0,0732 -112,9 0,000078
(3)APA (L)* 1,60 0,0665 24,19  0,001704
APA (Q)* -1,72 0,0732 -23,56  0,001796
1L.2L* 0,60 0,0868 -6,9  0,020352
1L.3L -0,33 0,0869 -3,81  0,062405
2L.3L -0,33 0,0869 -3,9  0,060183

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 45: Analise de variancia para a bioproducdo de PMGL do planejamento fatorial

completo 2.
Fontes de Graus de Soma dos Quadrados F
Variacao liberdade quadrados médios calculado
Regressdo 1178,67 7 168,38 6,76
Residuo 224,14 9 24,90

Falta de Ajuste 224,02 7

Erro Puro 0,121 2
Total 1402,81 16

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Fpese= 3,29.

A Equacdo 9 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a atividade
da pectina liase em funcao das varidveis independentes (casca de laranja, agua de maceracao de
milho e agua parboilizada de arroz) dentro das faixas estudadas. O modelo foi validado pela
andlise de variancia, onde um coeficiente de correlacdo de 0.92 e F calculado 2,06 vezes maior
que o F tabelado, permitindo a construcdo de superficie de resposta e curva de contorno (Figura
30).

PMGL (U/mL) = 30,22 + 5,03.X;1 - 3,32.X:% - 0,547.X, - 8,27.X,* + 1,61.X3 - 1,73.X35°
+0,60X1.X, 9)

Onde : PMGL= Pectina Liase ;X;= Casca de Laranja ;X,= Agua de maceracdo de milho ; Xs=

Agua de parboilizacio de arroz

Analisando a Figura 30, verifica-se que a maxima atividade de PMGL (32,94 U/mL)

encontra-se na faixa de concentracdo entre 120 -180 g/L de casca de laranja, 150 g/L de
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agua de maceracdo de milho e 300 g/L agua de parboilizacdo de arroz, caracterizando a
otimizacéo da bioproducdo da PMGL em meio a base de residuos agroindustriais.

Figura 30: Superficie de resposta e curva de contorno em fungéo da concentracdo (a) agua
parboilizada de arroz e agua de maceracdo de milho, (b) 4gua de maceracdo de milho e

casca de laranja e (c) &gua parboilizada de arroz e casca de laranja, respectivamente.
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4.2.3.1. Estudo cinético de PMGL

Para 0 estudo cinético de bioproducdo de PMGL, consumo de substrato e pH
(Figuras 30a e 30b) foram realizados a partir das condi¢cbes experimentais
maximizadas/otimizadas (casca de laranja 160 g/L, agua de maceracao de milho 150 g/L e
4gua parboilizada de arroz 300 g/L, 5x10° esporos/mL, 30°C, 180 rpm e pHinicia 5,5).

De acordo com a Figura 30a, observa-se que a atividade maxima de PMGL foi de
56 U/mL em 124 h de producdo. O pH permaneceu praticamente estavel (~5,5) com queda
no periodo de maior atividade de bioproducdo, com posterior acréscimo ao final da cinética
192 horas pHsina de 6,73.

Ao analisar a assimilacdo dos substratos, observa-se que a pectina apresentou uma
reducdo nas primeiras 72 h onde ocorrem as maiores producdes de PMGL (Figura 31a), o
nitrogénio (Figura 31a), teve uma redu¢do maior em 72 h com consumo total ao final 192 h
de 17%. O pH se mostra estavel durante o periodo cinético, mas evidencia que ao final seu
aumento é perceptivel de 24% em relacdo ao inicial.

Das fontes de minerais (Figura 31b), 0 magnésio apresentou reducdo bastante
significativa em relacdo ao valor inicial (603,01 mg/L) correspondendo a 68,82%, a maior
oscilacéo foi para 0 manganés, correspondendo 72,12 % de consumo total. O potassio nao
se mostrou variavel durante o maior periodo cinético, porém a partir das 168 horas ocorreu
reducdo de 44,55%. Em relacdo ao agUcar redutor, obteve-se uma reducdo bastante

significativa de 92,6% em relacao ao valor inicial.
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Figura 31: (a) Estudo cinético na bioproducdo de PMGL (U/mL), pectina (%), evolugédo

do pH e nitrogénio em funcdo do tempo (h); (b) Cinética do consumo dos substratos

consumo de K, Mg, Mn, Fe e acucar redutor, em funcdo do tempo (h).
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4.2.3.2. Caracterizacao parcial da pectina liase

Temperatura e pH 6timos

A determinacdo dos valores de temperatura e pH étimos do extrato enzimatico
bruto de PMGL produzido em meio a base de residuos agroindustrias a partir das
condi¢des maximizadas (160 g/L de casca de laranja, 150 g/L de 4gua de maceracao de
milho, 300 g/L de agua de parboilizacdo de arroz, 5x10° esporos/mL, 30°C, 120 horas,
PH niciat 5,5 € 180 rpm) foram definidos baseados em um planejamento de experimentos,
sendo que a Tabela 45 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 22 (3 pontos
centrais). A maxima atividade enzimatica da pectina liase foi de 48 U/mL (Ensaio 9), com
pH 4,5 e temperatura de 55°C.

Tabela 45: Matriz do planejamento fatorial completo 22 com valores codificados (reais) e

resposta em atividade enzimatica de pectina liase em funcao de temperatura e pH.

Ensaios *Variaveis Independentes Respostas

pH Temperatura (°C) PMGL

(U/mL)

1 -1(3,4) -1 (37) 29,08
2 1(5,5) -1 (37) 34,23
3 -1(3,4) 1(73) 14,64
4 1(5,5) 1(73) 16,90
5 -1,41 (3) 0 (55) 39,52
6 1,41 (6) 0 (55) 43,58
7 0 (4,5) -1,41 (30) 34,35
8 0 (4,5) 1,41 (80) 21,98
9 0 (4,5) 0 (55) 47,98
10 0 (4,5) 0 (55) 47,56
11 0 (4,5) 0 (55) 48,74

A Tabela 47 apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrdo, valores de p e t(2),
para a atividade da pectina liase a um nivel de confianca de 95 %. Verifica-se que as
varidveis estudadas influenciaram na atividade da PMGL, sendo que pH e temperatura
isolados apresentaram efeito positivo, porém a interacdo pH e temperatura foi negativo. Os
fatores que ndo foram significativos foram adicionados & falta de ajuste para andlise de
variancia - ANOVA (Tabela 48).
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Tabela 47: Coeficientes de regresséo e erro padréo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 2% para atividade de PMGL em funco de temperatura e pH.

Coeficiente de Regressdo  Erro padréo t(2) p
Média 48,13 0,346 138,90 0,00005
(LpH  (L)* 1,64 0,213 7,75 0,01622
pH  (Q)* -6,09 0,254 -24,03 0,00173
(2)Temperatura(L)* -6,16 0,213 -29,02 0,00118
Temperatura(Q)* -12,82 0,253 -50,58 0,00039
1L.2L -0,72 0,300 -2,41 0,137258

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A Equacdo 10 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem, que descreve a
concentracdo de PMGL em funcdo das varidveis analisadas (Temperatura e pH), dentro das
faixas estudadas. O modelo foi validado pela anélise de variancia (Tabela 48), onde obteve-se
um coeficiente de correlacdo de 0,90 e o F calculado de 1,63 vezes maior que o valor tabelado,
0 qual permitiu, também, a construcdo da superficies de resposta e curva de contorno (Figura
32).

Tabela 48: Analise de variancia para a atividade de PMGL do planejamento fatorial

completo 2%
Graus de F
Fontes de Soma dos liberdad Quadrado calcul
variacao guadrados e s médios ado
Regresséo 1281,16 4 320,29 7,06
Residuo 271,88 6 45,31°
Falta de Ajuste 271,16 4
Erro Puro 0,721 2
Total 1553,03 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; F = 4,53

PMGL (U/mL) = 48,13 + 1,64.pH — 6,09.(pH)* — 6,16.T — 12,82.(T)? (10)
Onde: PMGL = Atividade de pectina liase (U/mL); T = Temperatura (°C).
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Figura 32: Superficies de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de PMGL
(U/mL) em fungéo da temperatura (°C) e pH, respectivamente.
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De acordo com a Figura 32, verifica-se que a atividade maxima de PMGL (48

U/mL) do extrato bruto obtido a partir de residuos agroindustriais, encontra-se proxima ao
ponto central de temperatura (55 °C) e pH (4,5).

Estabilidade térmica

A avaliacdo da estabilidade térmica (Figura 33) do extrato enzimatico bruto da
enzima PMGL, onde o mesmo foi incubado em diferentes temperaturas que variaram de
100°C a -80°C, e a pH variando de 3 a 9, acompanhando o comportamento de sua
atividade em funcdo do tempo. Verifica-se que para as altas temperaturas (100, 80, 55, 40,
35 e 25°C), o comportamento para a temperatura de 100°C foi de 53% de atividade em um
tempo muito curto (4 h) em relacdo as demais temperaturas, visto que para temperatura de

55°C manteve sua atividade a 60% até o tempo de 1176 horas em um periodo total de 1272
horas com uma atividade residual de 40%.
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Figura 33: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da
temperaturas 100, 80, 55, 40, 35 e 25°C.
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O extrato enzimatico bruto obtido a partir de Aspergillus niger ATCC 9642 foi

armazenado a baixas temperaturas (4, -10 e -80°C). De acordo com os resultados apresentados

na Figura 34, verifica-se que o extrato obtido a partir de Aspergillus niger ATCC 9642 quando

armazenado a -80°C apresentou atividade residual de aproximadamente 61% até o periodo de

1033 horas de armazenamento com posterior queda, o extrato enzimatico armazenado a -10°C

teve comportamento semelhante com atividade residual

de 61,2%, porém em um periodo

muito menor de 528 horas. E quando o armazenamento do extrato bruto é submetido a

temperatura de 4°C, observa-se uma atividade relativamente significativa,

temperatura de 10°C, onde atingiu sua atividade residual de 69% no periodo de 672 h.

em relacdo a
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Figura 34: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da PMGL submetido a baixas

temperaturas de 4, -10 e -80°C.
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A avaliacdo da estabilidade do extrato enzimatico bruto da PMGL foi realizada

incubando esta a diferentes pH que variaram (3 - 9), acompanhando o comportamento em

funcdo do tempo. As amostras de cada ensaio foram coletadas nos tempos de zero (hora)

até 276 horas para determinacdo da atividade de PMGL. Os resultados obtidos durante a

avaliacdo da estabilidade frente ao pH sdo apresentados na Figura 35. Verifica-se que a

atividade residual nos diferentes pH manteve-se muito mais ativada em pH 4,5 que teve

seu comportamento parcedido com o pH 3,5, porém permaneceu por um tempo maior de

estocagem, de 276 horas
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Figura 35: Estabilidade do extrato enzimatico bruto da PME submetido a diferentes pH 3,

3,545,506, 7¢e9.
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De modo a avaliar a estabilidade térmica da pectina liase obtido por A. niger ATCC

9642, os dados obtidos experimentalmente foram plotados como In (A/AQ) como uma

funcdo do tempo. Seguindo este procedimento, a constante de desativacdo térmica (Kd) foi

obtido para cada temperatura e apresentada na Tabela 49 . Uma representacéo grafica de In

(Kd) como uma funcéo de 1/T ( K) foi usada para calcular a energia de ativacdo (Ed) para

a reacao de desativacdo, obtido o valor de 9,15 kJ / mol.

Tabela 49: Parametros de inativacdo térmica para o extrato bruto enzimatico da PMGL

obtido pelo A. Niger ATCC 9642.

Temperature (°C) K (h™) ti2 ()
25 0,001 8
35 0,001 8
40 0,001 8
55 0,0001 80
80 0,078 0,10
100 0,100 0,08
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Os resultados mostraram (Tabela 49), que dentro do intervalo estudado, a temperatura
mais estavel foi de a 55°C, apresentando um tempo de meia-vida (t12) de 80 h.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu avaliar a bioproducédo das pectinases (exo-PG, PMGL, PME,
PE e PGL), em frascos agitados por fermentacdo submersa com A. niger ATCC 9642,
empregando meio complexo e composto por substratos agroindustrias. Além disso, propds-
se a caracterizacdo parcial visando potencialidades de aplicacbes. A seguir s&o
apresentadas as principais conclusdes deste trabalho:

v" A maxima producdo de PME de foi de 9,4 U/mL obtida em meio composto por 42 g/L
de pectina citrica, 1 g/L de sulfato de magnésio, 10 g/L de fosfato de potassio, nas
condicBes de 180 rpm, 30°C, pHinciai 5,5 € concentracdo de esporos de 5x10°
esporos/mL em 72 h de bioproducdo. A caracterizacdo parcial do extrato enzimatico
bruto de PME apresentou condicbes de pH e temperatura Otima de 11 e 55°C,
respectivamente. A maior estabilidade foi obtida em pH 11 e temperatura de 55°C e
4°C de armazenamento. A energia de ativacdo (Ed) para a reacdo de desativacéo foi de
17,77 kdmol™, apresentando um tempo de meia vida (t1/2) de 35,05 h a 55°C .

v" Um planejamento de segunda ordem permitiu a otimizacdo da producdo de PME a
base de residuos agroindustriais, sendo que a maxima producéo foi de 130 U/mL com
120 g/L casca de laranja, 301,2 g/L agua de maceracdo de milho e 600 g/L, em 124 h,
180 rpm, 30°C, pHiniciar 5,5 € 5x10° esporos/mL. O pH e a temperatura 6timos foi de
11 e 55°C, respectivamente. O extrato enzimatico bruto manteve a maior estabilidade
(50 % da atividade inicial) quando armazenados a 4°C durante 5376 h e em pH 11 por
1188 h, respectivamente. A energia de desativacdo (Ed) foi de 13,9KJ/mol,
apresentando um tempo de meia vida (t1,2) de 80 h nas temperaturas de 40 e 55°C.

v" A maxima de PMGL foi de 31 U/mL ao empregar 42 g/L de pectina citrica, 40 g/L de
extrato de levedura e 0,02 g/L de sulfato de ferro, a 180 rpm, 30°C, 100 h, pHipicial 5,5
e 5x10° esporos/mL. O extrato enzimético bruto apresentou de pH e temperatura
6timos de 3,0 e 37°C, respectivamente. A estabilidade a baixas temperaturas (-80°C),
manteve 50% de atividade por um periodo de aproximadamente 3336 h e a 55°C por
cerca de 1656 h. No entanto, a estabilidade ao pH foi superior em pH 4,5 mantendo-se
estavel até 4128 horas. A energia de desativacdo (Ed) foi de 9,15kJ/mol, apresentando

um tempo de meia-vida (t12) de 5,71 h a 55°C .
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v" Um modelo codificado de segunda ordem permitiu a otimizagdo da bioproducédo de
PMGL empregando substratos agroindustriais, sendo que a maxima atividade foi de
56 U/mL com 160 g/L de casca de laranja, 150 g/L &gua de maceracdo de milho e
300 g/L de agua de parboilizacdo de arroz, a 180 rpm, 30°C e pHiniciar 5,5 € 5x10°
esporos/mL em 124 h. O pH e a temperatura 6timo do extrato enzimatico bruto foi de
4,5 e 55°C, respectivamente. Ao armazenar 0s extratos enzimaticos a altas e baixas
temperaturas e em diferentes pH verificou-se que a maior estabilidade ocorreu em -
80°C e pH de 4,5 mantendo 50 % da atividade residual por 1200 e 228 h,
respectivamente. A energia de desativacdo (Ed) foi de 9,15kJ/mol, apresentando um
tempo de meia-vida (t1/2) de 80 h a 55°C .

v" Um planejamento de segunda ordem permitiu a otimizacdo da producdo de exo-PG a
base de residuos agroindustriais, sendo que a maxima producdo foi de 1,85 U/mL ao
utilizar 80 g/L de casca de laranja, 100 g/L de dgua de maceragdo de milho e 552 g/L
de 4gua de parboilizacdo de arroz, 180 rpm, 30°C, 5x10° esporos/mL e pHinicia 5,5 em
128 h. O pH e a temperatura 6timos do extrato enzimético bruto foi de 5,5 e 37°C,
respectivamente. O extrato enzimatico manteve a estabilidade de 50 % da atividade
enzimatica quando armazenado a -80°C por 808h e em pH 5 por 184 h,
respectivamente. A energia de desativacdo (Ed) foi de 5,01 kJ/mol, apresentando um
tempo de meia-vida (ty) de 63 h a 40 e 55°C .

v' Ao empregar um planejamento fatorial do tipo Plackett-Burman verificou-se baixas
producdes para as enzimas PE e PGL. A maxima atividade de PE foi de 0,43 U/mL em
meio composto 2 g/L de pectina citrica, 4 g/L de L-asparagina, 20 g/L extrato de
levedura, 1 g/L de sulfato de magnésio, 0,02 g/L de sulfato de ferro em 72 h, 180 rpm,
30°C, 5x10° esporos/mL e pHinicia 5,5. Para a PGL a maxima atividade foi de
0,35 U/mL em meio com 22 g/L de pectina citrica, 4 g/L de L-asparagina, 20 g/L
extrato de levedura, 4 g/L de L-asparagina, 29 g/L extrato de levedura fosfato de
potéssio e 0,02 g/L de sulfato de ferro por 48 h, 180 rpm, 30°C, 5x10° esporos/mL e
PHinicia 5,5.

Os residuos agroindustriais, tais como a casca de laranja, agua de maceragdo de milho

e de parboilizacdo de arroz, apresentam-se como potenciais substratos de producdo de

pectinases, sugerindo diferentes especificidades e propriedades das enzimas.
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5.2 SUGESTOES

v Imobilizagdo das pectinases em suportes organicos e inorganicos;
v' Purificagdo das pectinases utilizando precipitacdo e ultra filtracao;

v Aplicagdo dos extratos enzimaticos, livres e imobilizados, em reagdes de interesse

industrial.
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Tabela 50 — Estudo cinético da producdo de Pectinametilesterase (PME) em todos o0s

ensaios do planejamento tipo Plackett & Burman por um periodo de até 96 horas de

bioprodugéo.

Ensaios 24 h pH 48 h pH 72 h pH 96 h pH
1 0.8 5.28 1.5 4.33 1.8 4.17 1.2 4.42
2 0.6 4.10 1.5 3.44 2 3.35 2.6 3.29
3 2.4 5.64 1.4 5.18 15 591 1.6 5.48
4 1.3 4,94 1.4 4.29 2 4.18 1.7 4,23
5 2 4.75 2.6 3.58 3.2 3.36 3.5 3.22
6 2.9 5.17 2.5 4,58 2 4.90 1.4 5.70
7 0.4 5.53 0.7 4,79 0.6 5.03 1.5 4.76
8 1.5 5.56 1.6 5.19 1.6 5.30 2.3 4.37
9 0.6 5.34 1.5 3.26 2.3 2.57 2.2 2.51
10 1.3 4.12 2.7 3.41 2.5 3.49 2.1 3.65
11 0.2 451 0.2 4.37 0.2 4.31 0.1 4.09
12 0.05 4.41 0.4 3.23 0.1 3.09 0.3 2.95
13 1.2 5.21 1.8 4.02 2.2 3.71 1.8 4,32
14 1.3 5.25 2 4.07 2.1 3.66 19 3.95
15 0.8 5.19 1.3 4.38 2.8 3.55 2.5 3.71
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Tabela 51— Estudo cinético da producéo de Pectina liase (PMGL) em todos os ensaios do

planejamento tipo Plackett & Burman por um periodo de até 96 horas de bioproducéo.

Atividade de PMGL (U/mL)

Ensaio 24 h pH 48 h pH 72 h pH 96 h pH
1 5.47 5.28 13.76 4.33 3.34 4.17 5.74 442
2 0.91 410 1.79 3.44 0.00 3.35 0.81 3.29
3 0.00 5.64 0.00 5.18 1.60 5.91 3.34 5.48
4 5.90 4.94 17.10 4.29 4.35 4.18 18.32 4,23
5 2.46 4.75 1.98 3.58 0.97 3.36 4,81 3.22
6 4.18 5.17 11.26 4,58 0.00 4.90 17.28 5.70
7 0.94 5.53 1.49 4.79 4.76 5.03 0.00 4.76
8 0.00 5.56 0.77 5.19 9.34 5.30 1.33 4,37
9 0.47 5.34 0.00 3.26 11.79 2.57 0.00 2.51
10 1.67 4.12 2.59 3.41 2.87 3.49 6.70 3.65
11 5.21 451 0.00 4.37 17.70 4.31 0.52 4.09
12 0.20 4.41 1.14 3.23 0.61 3.09 0.41 2.95
13 3.84 5.21 7.26 4.02 8.80 3.71 1.82 4.32
14 1.93 5.25 7.80 4.07 2.05 3.66 5.27 3.95
15 0.00 5.19 7.53 4.38 4.60 3.55 10.69 3.71
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Tabela 52 — Estudo cinético da producdo de Pectato Liase (PGL) em todos os ensaios do

planejamento tipo Plackett & Burman por um periodo de até 96 horas de bioproducéo.

Atividade de PGL (U/mL)

Ensaio 24 pH 48 h pH 72 h pH 96 h pH
1 0 5.28 0.0158 433 0.0305 4.17 0 442
2 0 410 0 3.44 0 3.35 0 3.29
3 0 5.64 0.0364 5.18 0.0161 591 0 5.48
4 0 4,94 0.1280 4.29 0 4.18 0 4,23
5 0 4.75 0 3.58 0.0103 3.36 0 3.22
6 0 5.17 0.3463 458 0.0680 4.90 0.0626 5.70
7 0 5.53 0 479 0.2901 5.03 0 4,76
8 0 5.56 0 5.19 0.0727 5.30 0.1056 4.37
9 0 5.34 0 3.26 0 2.57 0.0363 2.51
10 0 412 0 3.41 0.0221 3.49 0 3.65
11 0 4.51 0 4.37 0 4.31 0.0156  4.09
12 0 4.41 0 3.23  0.0011 3.09 0.0419 2.95
13 0 521 0.0335 4.02 0 3.71 0 4.32
14 0 5.25 0.0615 4.07 0.0053 3.66 0 3.95
15 0 5.19 0 4.38 0 3.55 0.0160 3.71
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Tabela 53 — Estudo cinético da producdo de Pectina esterase (PE) em todos os ensaios do

planejamento tipo Plackett & Burman por um periodo de até 96 horas de bioproducéo.

Atividade de PE (U/mL)

Ensaio 24 h pH 48 h pH 72 h pH 96 h pH
1 0.0171 5.28 0.0600 433 0.0003 417 0.0171 4.42
2 0.0006 410  0.0004 344 00025 3.35 0.0086 3.29
3 0.0013 5.64  0.0002 518 00043 591 0.0343 5.48
4 0.0085 494 00026 429 00043 418 0.0051 4.23
5 0.0085 4.75 0.0060 3.58 0.0077 3.36  0.006 3.22
6 0.0171 0.17 0.0017 458 0.0171 490 0.0171 5.70
7 0.0085 5.53 0.0429 479 04300 S5.03 0.4285 4.76
8 0.0042 5.56 0.0257 519 04285 5.30 0 4.37
9 0.0085 534  0.0343 326 00086 257  0.0043 251
10 0.0171 4.12 0.0257 341 0.0171 349  0.0069 3.65
11 0.0060 4.51 0.0051 437 0.0017 431 0.0077 4.09
12 0.0171 4.41 0.0017 323 00001 3.09 0.0034 2.95
13 0.0342 5.21 0.0026 402 00085 3.71  0.0086 4.32
14 0.0428 5.25 0.0051 407 0.0085 3.66 0.0171 3.95
15 0.0085 5.19 0.0171 438 0.0077 355 0.0034 3.71
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