UNIVERSIDADE REGIONAL INTEGRADA DO ALTO URUGUAI E DAS MISSOES
URI - ERECHIM
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

MORGANA DE MARCO

IMOBILIZACAO DE Penicillium brasilianum EM ESPUMA DE POLIURETANO
PARA PRODUCAO DE POLIGALACTURONASE

ERECHIM, RS
2019



MORGANA DE MARCO

IMOBILIZACAO DE Penicillium brasilianum EM ESPUMA DE POLIURETANO
PARA PRODUCAO DE POLIGALACTURONASE

Dissertacao de Mestrado submetida ao Programa de
Pos-Graduacao em Engenharia de Alimentos da URI
- Erechim, como requisito parcial a obtencdo do
Grau de Mestre em Engenharia de Alimentos, Area
de Concentragdo: Engenharia de Alimentos, da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e
das Missdes — URI Erechim.

Orientadores: Dra. Jamile Zeni
Dr. Rogério Luis Cansian

ERECHIM, RS
2019



MORGANA DE MARCO

IMOBILIZACAO DE Penicillium brasilianum EM ESPUMA DE POLIURETANO PARA
PRODUCAO DE POLIGALACTURONASE

Dissertacao de Mestrado submetida ao Programa de
Pos-Graduacao em Engenharia de Alimentos da URI
- Erechim, como requisito parcial a obtencdo do
Grau de Mestre em Engenharia de Alimentos, Area
de Concentragdo: Engenharia de Alimentos, da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e
das Missdes — URI Erechim.

Orientadores: Dra. Jamile Zeni
Dr. Rogério Luis Cansian

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra. Jamile Zeni
URI — Erechim

Prof. Dr. Rogério Luis Cansian
URI — Erechim

Prof. Dra. Geciane Toniazzo Backes
URI — Erechim

Prof. Dra. Cindy Elena Bustamante Vargas

Universidad de Cérdoba — Colémbia



M321i Marco, Morgana de
Imebilizagie de Penicillium brasiliznum em espuma de polinretane
parz produgio de poligalzeturonase Morgana de Mareo. - 2019,
67 £

Dissertagio (mestrade) — Universidade Fegional Intepradz do Alte
Urnguz e das Missdes Erechim 2019,

“Drientzcdo: Dra. Jamile Zeni ; Dr. Rogério Cansian”™

1. Pectinases 2. Fungos filomentozos 3. Estzbilidade celular
L Titulo

CDU.: 664

Catzlogacio na fonte: bibliotecana Sandra Mlbrath CFE 1071278




AGRADECIMENTOS

Gratiddo a minha familia, especialmente e carinhosamente ao meu pai, por
ser 0 maior exemplo de persisténcia e forca de vontade que conheco.

Ao meu companheiro Junior, pela paciéncia, compreensdo e apoio no
decorrer destes dois anos. Obrigada por me fazer acreditar que conseguiria (e
consegui!). Obrigada por aguentar firme a distancia, as oscila¢cdes de humor e tantos
momentos perdidos neste periodo. Foste imprescindivel para mim!!!

A Daiane, minha irm&/amiga que esta ao meu lado desde sempre, é minha
maior apoiadora e teve papel fundamental nesta jornada. Nao vejo minha vida
trilhada de outra forma se néo junto a ela.

Aos meus orientadores, Jamile Zeni e Rogério Luis Cansian, obrigada pelo
conhecimento, compreensao e principalmente pela paciéncia

Aos colegas de laboratério e minhas queridas bolsistas.

A banca examinadora pela disponibilidade e contribuicdes.



“Hoje, a luta que enfrento é me aceitar

Hoje, o veneno encontrou seu remédio

Hoje, peco perddo se eu machuquei meu coragéo
Hoje, ndo quero o que me faz mal

O escuro do jogo

Hoje é tempo de curar as feridas do tempo
Hoje ja ta pra acabar

Entregue-se ao momento

Hoje, pude ver quem sou

Conhecer mais

Hoje, o grito que dou

E siléncio

Hoje, peco perdao se eu machuquei meu coracdo
Hoje, mais vale acordar que sonhar nesse jogo
Hoje é tempo de curar as feridas do tempo
Hoje é tempo de ser luz

E minha revolugéo

Encher de amor o peito e se ndo aguento
Espalho pelo vento o amor que levo dentro

E minha revolugdo”

(Minha revolucéo, Francisco el hombre)



RESUMO

Os fungos do género Penicillium spp. sdo considerados boas fontes produtoras de
enzimas pectinoliticas, no entanto, alguns problemas operacionais sdo associados a
producdo destes metabdlitos, principalmente pela instabilidade celular nas condicbes
do processo. A imobilizacdo microbiana € uma estratégia para melhorar a
estabilidade celular e obter rendimentos mais elevados. Neste contexto, o presente
trabalho buscou imobilizar o fungo Penicillium brasilianum por contato e por sintese
simultanea (in situ) em suporte de poliuretano para a producdo de
exopoligalacturonase. Bem como, imobilizar o P. brasilianum por contato em esponja
multiuso comercial (usada) como suporte alternativo na producdo de exo-PG. Os
processos de imobilizacdo in situ e por contato em poliuretano resultaram em
atividades iguais para a exo-PG (2,01 U/mL), valor superior a produgéo obtida pelo
microrganismo livre (1,71 U/mL). Os resultados do reciclo continuo, tanto para o
imobilizado por contato quanto in situ, demonstraram a possibilidade de reutilizar o
imobilizado por até 4 vezes, considerando 50% da atividade enzimética inicial. A
avaliacdo da estabilidade ao armazenamento demonstrou a possibilidade de
preservacao do microrganismo imobilizado (in situ e por contato) por um periodo de
até 30 dias em geladeira, sem afetar substancialmente sua capacidade produtiva. A
velocidade de crescimento microbiano foi dez vezes maior para o P. brasilianum
livre, enquanto que a velocidade de formagéo de produto foi a mesma tanto para o
microrganismo livre quanto para o imobilizado, por ambas as técnicas. A
imobilizacdo diminuiu o fator de conversdo em biomassa, demonstrando que a
imobilizacéo altera o metabolismo celular em relacdo ao crescimento das células. O
imobilizado por contato em esponja multiuso comercial alcangcou um resultado de
1,85 U/mL, constatando a viabilidade de utilizacdo deste suporte como forma de

reaproveitamento de materiais.

Palavras-chave: pectinases, fungos filamentosos, estabilidade celular.



ABSTRACT

The fungi of the genus Penicillium spp. are considered good sources of pectinolytic
enzymes, however, some operational problems are associated to the production of
these metabolites, mainly due to cell instability in the process conditions. Microbial
immobilization is a strategy to improve cell stability and obtain higher yields. In this
context, the present work sought to immobilize the fungus Penicillium brasilianum by
contact and by simultaneous synthesis (in situ) in support of polyurethane for the
production of exopoligalacturonase. As well as, immobilize P. brasilianum by contact
in commercial multipurpose sponge (used) as an alternative support in the production
of exo-PG. The processes immobilization in situ and contact in polyurethane resulted
in equal activities for exo-PG (2.01 U / mL), a value higher than that obtained by the
free microorganism (1.71 U / mL). The results of the continuous recycle, both for the
immobilized by contact and in situ, showed the possibility of reusing the immobilized
for up to 4 times, considering 50% of the initial enzymatic activity. The storage
stability evaluation showed the possibility of preserving the immobilized
microorganism (in situ and by contact) for up to 30 days in a refrigerator, without
substantially affecting its productive capacity. The microbial growth rate was ten
times higher for free P. brasilianum, while the rate of product formation was the same
for both the free and immobilized microorganisms by both techniques. Immobilization
decreased the conversion factor in biomass, demonstrating that immobilization
changes cellular metabolism in relation to cell growth. The immobilized by contact in
commercial multipurpose sponge reached a result of 1.85 U / mL, evidencing the

feasibility of using this support as a way to reuse materials.

Key words: pectinases, filamentous fungi, cell stability.
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1 INTRODUCAO

Os processos biotecnologicos, juntamente com o desenvolvimento de novos
materiais, tornaram-se um fator econédmico que gera rendas anuais significativas. As
enzimas sdo catalisadores ecolégicos amplamente utilizados em muitos processos
industriais de alimentos, surgindo como uma alternativa para a substituicdo de
processos quimicos convencionais, principalmente pela sua especificidade e
potencial catalitico. Além disso, processos enzimaticos tendem a gerar um menor
impacto ambiental, a reduzir gastos em setores industriais e, melhorar a qualidade
dos produtos (CASTRO et al., 2004; MODI et al., 2007; CARVALHO, 2007; WU et
al., 2015; SUN et al., 2018).

Neste sentido, a producdo de enzimas é considerada como segmento
estratégico para a economia verde, com previsao de crescimento anual de 7% ao
ano até 2020 (em torno de US$ 6,2 bilhdes entre 2015 e 2020). Assim, vale destacar
a importancia da obtencdo destas enzimas em sua forma mais ativa e a baixo custo
(SANDRI, FONTANA, SILVEIRA, 2015; SINGH et al., 2016).

As pectinases foram as primeiras enzimas a serem industrialmente utilizadas
e apresentam inumeras aplicacbes comerciais, principalmente na industria de
processamento de frutas (GUMMADI e PANDA, 2003; OLIVEIRA, 2005). Elas podem
ser sintetizadas por bactérias, leveduras ou fungos filamentosos, sendo este ultimo,
amplamente explorado para a producdo em larga escala de pectinases. O fungo
Aspergillus niger é o mais comumente utilizado para producéo industrial, no entanto,
pesquisas com o0 género Penicillium spp. tém demonstrado que alguns isolados séao
produtores promissores de pectinases (KANT et al., 2013; ZENI, 2011).

Inimeras cepas microbianas sao descritas anualmente por sua capacidade
de produzir enzimas de importancia industrial, no entanto, poucas encontram sua
aplicacdo no setor comercial, sendo que, o custo da producdo de enzimas € um dos
principais fatores que limitam essas aplicacdes. A imobilizacdo microbiana
apresenta-se como uma estratégia para obter rendimentos mais elevados com
gastos substancialmente reduzidos.

A técnica de imobilizagcdo microbiana consiste no aprisionamento, adsor¢ao
ou ligacdo de células a uma matriz inerte. Um processo baseado em células
imobilizadas pode ser operado de um modo continuo e proporciona uma melhor

consisténcia do produto, maiores taxas de fermentacdo e menores perdas. Células
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imobilizadas em um reator continuo podem ser usadas para alcancar uma maior
densidade celular que, em Ultima instdncia, aumenta a produtividade do processo
(ALMEIDA et al., 2003; PIETER et al., 2006).

Dentre os diversos suportes que podem ser utilizados para a imobilizacéo
microbiana, a espuma de poliuretano oferece caracteristicas interessantes, como
grande resisténcia a forca mecanica, a solventes organicos e a ataques
microbioldgicos, além de ser facil de manusear (PATIL et al., 2006; NIE et al., 2016;
WAN-MOHTAR et al., 2016).

Estudos disponiveis na literatura direcionam a imobilizacdo de
microrganismos em espuma de poliuretano com agregacao in situ. No entanto, esse
processo pode levar a inativacdo do microrganismo ou da enzima, devido
principalmente a etapa de polimerizacdo ser exotérmica (SILVA et al.,, 2013;
DALLAGO et al., 2014; NYARI et al., 2016).

Assim, estudos que avaliem diferentes técnicas de imobilizacdo em espumas
de poliuretano, sdo de interesse para o aperfeicoamento dos processos de
imobilizacdo e consequente aumento do rendimento e minimizacdo de custos
operacionais.

Neste contexto, inseriu-se a proposta do presente trabalho que foi a producéo
da pectinase exopoligalacturonase através do fungo Penicillium brasilianum
imobilizado em suporte de espuma de poliuretano, utilizando-se das técnicas de
imobilizacdo por contato e agregacédo in situ. E também, a imobilizacdo por contato
deste mesmo fungo em esponja multiuso comercial usada, a fim de, propor uma

alternativa de reutilizacéo para este residuo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo imobilizar o Penicillium brasilianum em

espuma de poliuretano para a bioproducao de exopoligalacturonase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
delineados:
a) Determinar os parametros cinéticos de bioproducdo da exo-PG a partir do P.
brasilianum livre.
b) Avaliar a imobilizacdo por contato do P. brasilianum em poliuretano, determinando
as melhores condi¢cdes para bioproducdo de exo-PG em relacdo ao efeito de pré-
tratamentos na fixagcdo do microrganismo no suporte de imobilizacao;
c) Verificar o efeito de diferentes tipos de lavagens para eliminacdo das células nédo
fixadas no poliuretano na imobilizacéo por contato;
d) Avaliar a quantidade de cubos de poliuretano e de meio reacional para
bioproducéo de exo-PG;
e) Determinar a melhor concentracdo de esporos para a maxima bioproducdo de
exo-PG, bem como a distribuicao celular do fungo no suporte;
f) Comparar o efeito de diferentes velocidades de agitacdo durante a bioproducéo de
exo-PG pelo P. brasilianum imobilizado in situ e por contato;
g) Realizar o estudo cinético da bioproducéo de exo-PG nas condi¢des selecionadas
de imobilizacao;
h) Avaliar a estabilidade de estocagem e o reciclo operacional do microrganismo
imobilizado;
i) Avaliar a capacidade de producéo de exo-PG pelo P. brasilianum imobilizado em

esponja multiuso comercial usada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta uma breve revisdo da literatura que serviu de suporte
para o desenvolvimento da presente pesquisa. Inicialmente, o referencial aborda
caracteristicas das substancias pécticas e enzimas pectinoliticas, algumas
particularidades dos fungos do género Penicillum e por fim, a imobilizacdo de

microrganismos e os tipos de suportes que sao utilizados.

3.1 SUBSTANCIAS PECTICAS

As substancias pécticas sao estruturas pertencentes a familia dos
oligossacarideos e polissacarideos, formados por monossacarideos através de
diferentes tipos de ligacdo e agrupados em distintos tipos de cadeias (CANTERI,
2010; CANTERI et al.,, 2012; SHARMA et al., 2013). Basicamente, as pectinas
constituem de dois grupos de polimeros: as homogalacturonanas (HG) e as
ramnogalacturonanas (RG), essa estrutura quimica pode ser visualizada na

representacdo esquematica da Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura quimica das substancias
pécticas.

SN rommrosmmopeTe DB ¥ M N Bi ,; e 1 f
1 Joc @ ?‘] 4
Homogalacturonana i}_

Ramnogalacturonana II

d

-

Representagio convencional

Ramnogalacturonana I

T

P Acetil éster  Metil éster

@ Acido galacturdnico (GalA) @ Ramnose (Rha)
@ Apiose (Api) @ Fucose (Fuc)
@ Acido acérico (AceA) @ Galactose (Gal)
© Arabinose (Ara) O Xilose (Xyl)

O Acido glucurdnico ® Acido cetodeoximano-

@ Acido deoxi-lixoheptulo octulopiranosilénico (KDO)

piranosildrico (Dha)

Fonte: Canteri (2012).

As homogalacturonanas séo formadas por homopolimeros lineares formados

por acido D-galacturdnico (AGa) unidos por ligac6es glicosidicas do tipo a-(1,4) que
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constituem a regido lisa da cadeia de pectina, podendo o AGa ter suas carboxilas
parcialmente esterificadas com grupos metilicos e parcialmente ou completamente
neutralizadas por uma ou mais bases (JAYANI et al., 2005; BIZ, 2012; PEDROLLI et
al., 2009).

As ramnogalacturonanas compde a regido ramificada da pectina e
caracterizam-se pela presenca de dimeros de AGa e L-ramnose unidos por ligacao
a-(1,4) e a-(1,2), respectivamente, aos quais se ligam cadeias laterais que contém
residuos de D-galactose e L-arabinose. Outras ramificacdes sédo originadas destas
cadeias laterais, formadas por monossacarideos como D-manose, D-glucose, D-
xilose e o acido D-glucurénico (ROJAS, 2009; SIEIRO et al., 2012).

A Sociedade Americana de Quimica classificou a pectina, em conjunto com a
protopectina, acido péctico e acido pectinico como as quatro principais moléculas
que formam o grupo das substancias pécticas, suas caracteristicas estao
apresentadas na Tabela 1 (PASHA et al., 2013; TAPRE e JAIN, 2014).

Tabela 1: Caracteristicas das substancias pécticas.

Substancias

pécticas Caracteristicas

Material polimérico, solivel em agua no qual, pelo
menos, 75% dos grupos carboxilicos das unidades de
galacturonatos sao metil esterificados. Sua principal
funcdo biologica € de carater estrutural, com variacdo
do grau de esterificacdo em funcdo do vegetal do qual a
substancia péctica € extraida.
Composto por acido poligalacturbnico coloidal
Acido péctico apresenta grupos carbolixas essencialmente livres de
grupos metoxilados.
Cadeia polimérica solivel em agua € formado por
Acido pectinico cadeias de poligaracturononas com parte dos seus
acidos galacturdnicos metilados.
Substancia insolivel em &gua, presente em tecidos
Protopectina intactos. Pode ser hidrolisada a pectina, acido péctico
ou pectinico.
Fonte: Rodriguez e Serrat (2008).

Pectina

A pectina é produzida comercialmente, sendo extraida principalmente de
frutas citricas. No segmento alimenticio, a pectina € amplamente utilizada para o
preparo de geleias, doces de frutas, produtos de confeitaria e sucos de frutas,
principalmente devido a sua capacidade de formar géis (SANTI, 2005). Por outro

lado, sua presencga em frutas e vegetais também é responsavel por grandes perdas
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da induastria, principalmente na extracdo de sucos, devido ao aumento na
viscosidade durante o processo de prensagem, filtragao e concentracdo, fazendo-se
necessario a utilizacdo de enzimas pectinoliticas nos processos em que sua
ocorréncia é indesejada (SANTI, BERGER e SILVA, 2014).

3.2 PECTINASES

As pectinases ou enzimas pectinoliticas configuram um sistema complexo de
enzimas responsaveis por degradar ou modificar as substancias pécticas,
hidrolisando ligag@es glicosidicas ao longo da cadeia carbbnica (PEDROLLI, 2009).

As enzimas pectinoliticas sdo amplamente distribuidas em plantas, onde
participam da modificacdo dos materiais pécticos durante o processo hatural de
maturagéo de algumas frutas. Os microrganismos representam um recurso atraente
e ideal desses biocatalisadores devido a sua biodiversidade disseminada,
crescimento mais rapido e menor tempo de vida e suscetibilidade a manipulacdes
genéticas (AMIN et al., 2017b; EL-SHEEKH et al., 2009; JACOB, 2009).

Essas enzimas sao originadas principalmente por fungos filamentosos,
leveduras e bactérias filamentosas e nao filamentosas (JACOB, 2009). Os fungos
filamentosos sdo os mais utilizados para a producéo industrial de pectinases,
principalmente pela capacidade de se adaptar a uma grande variedade de
substratos e pelas suas caracteristicas de reproducdo e crescimento. Ademais,
essas pectinases apresentam melhor estabilidade ao pH e a temperatura,
caracteristicas importantes para aplicagdo em bioprocessos (MARTIN et al., 2004).

As pectinases sao classificadas de acordo ao modo de ataque a molécula de
pectina, sendo baseada na preferéncia pelo substrato (desmetoxilante,
despolimerizante ou solubilizante), forma de rompimento da ligacédo glicosidica, lise
ou hidrolise e modo de acgdo (endoenzima ou exoenzima) (TAPRE e JAIN, 2014).
Assim, elas podem ser divididas em dois grupos principais, o das pectinases que
atuam sobre a estrutura principal da pectina e tem a fungédo de degrada-la até suas
unidades monomeéricas e o0 grupo constituido de enzimas acessorias (MARTINEZ,
2009).

As pectinases que atuam sobre a estrutura principal da pectina subdividem-se
em trés tipos conforme seu modo de ataque a parte galacturonada da molécula de

pectina. As esterases, que catalisam a desesterificacdo da pectina mediante a
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remogcdo dos grupos metilicos da cadeia principal. As despolimerizases, que
catalisam a clivagem hidrolitica das ligagbes a-1,4, entre mondmeros de &cido D-
galacturdénico das substancias pécticas, através de dois mecanismos diferentes:
hidrolise (hidrolases) e trans-eliminacdo (liases). E as protopectinases, que
degradam a protopectina insolivel para formar pectina solavel altamente
polimerizada (PEDROLLI et al., 2009; SIEIRO et al., 2012). A Tabela 2 apresenta

esses trés grupos de enzimas conforme sua forma de atuacao.

Tabela 2: Classificacdo das enzimas pécticas quanto ao mecanismo de acgao.

Enzima Reacéo catalitica
Esterase PME (Pectina metilesterase) Pectina + nH,O — pectato + n metanol
PAE (Pectina acetilesterase) Pectina + nH,O — pectato + n acetato
Exo-PG (Exopoligalacturonase) Acido pético + H,O — monogalacturonatos
Exo-PG (Exopoligalacturonase) Acido pético + H,O — digalacturonatos
Endo-PG (Endopoligalacturonase) Acido pético + H,O — oligogalacturonatos
Despolimerase PMG (Polimetilgalacturonase) Pectina — metil oligogalacturonatos
Exo-PGL (Exo-Pectato liase) Acido pético — digalacturonatos insaturados
Endo-PGL (Endo-Pectato liase) Acido pético — oligogalacturonatos insat.
Endo-PMGL (Pectina-liase) Pectina — metil oligogalacturonatos insat.
Protopectinase Ppase Protopectina + H,O — pectina soltvel

Fonte: YADAV et al. (2009), ALIMARDANI-THEUIL et al. (2011), MURAD e AZZAZ (2011).

Dentre as pectinases mais utilizadas na industria de alimentos, as
poligalacturonases (PG) s&o as que desempenham papel mais importante
(ANDRADE et al., 2011), principalmente na reducéo da viscosidade e na clarificacédo
de sucos (KASHYAP et al., 2001; KANT et al., 2013; BARMAN et al., 2015; AMIN et
al., 2017a), na maceracao, liquefacéo e extracao de alimentos infantis, facilitando os
processos e também na clarificagdo de vinhos (LANG e DORNENBURG, 2000;
SILVA et al., 2005; TARI et al., 2007; DIAZ et al., 2013).

As poligalacturonases foram identificadas em véarios fungos filamentosos e
estdo entre as pectinases mais extensamente estudadas, tendo agao principalmente
sobre a regido homogalacturonana. Elas podem ser divididas em
endopoligalacturonases (endo-PG) ou exopoligalacturonases (exo-PG), de acordo
com sua forma de agéo sobre o substrato. As Endo-PG agem aleatoriamente sobre

0s sitios internos da cadeia, enquanto as Exo-PG clivam sequencialmente a cadeia
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a partir de uma extremidade nao redutora liberando monémeros ou dimeros de acido
galacturdnico (LARA-MARQUEZ et al., 2011; MARKOVIC e JANECEK, 2001;
KASHYAP et al., 2001).

Dentre os principais fungos produtores de PG, espécies pertencentes aos
géneros Aspergillus e Penicillium sdo comumente utilizadas. O género Aspergillus
spp. € o maior produtor, com destaque para a espécie Aspergillus niger, porém,
diversos estudos vém direcionando alta atividade a espécies do genéro Penicillium
spp. (KANT et al., 2013; REZENDE et al., 2009).

3.3 FUNGOS DO GENERO PENICILLIUM

O Penicillium é um fungo filamentoso do grupo ascomycetes, com 354
espécies que desempenham importante papel em processos tecnoldgicos e naturais
(NIELSEN et al., 2017). Ele est4 associado com plantas e produtos alimenticios e
ocorrem em Varios ambientes, como solo, ar e ambientes com condi¢cdes extremas
de temperatura, salinidade, deficiéncia de agua e pH. Apresenta grande potencial
em varias aplicacGes biotecnoldgicas, industriais e ambientais, podendo ser utilizado
como fonte de novos farmacos para industria farmacéutica, secrecdo de metabdlitos
secundarios, fonte de enzimas de interesse industrial, entre outros (MORETTI e
SARROCCO, 2015).

O género Penicillium é capaz de sintetizar compostos ja conhecidos e novos
compostos fisiologicamente ativos com diversas estruturas. Algumas espécies sao
capazes de produzir micotoxinas prejudiciais ou causar danos poés colheita por conta
de sua patogenecidade, enquanto outras sdo consideradas grandes fontes
produtoras de enzimas (KOZLOVSKII et al., 2013; ROPARS et al., 2016; VISAGIE,
et al., 2014). Espécies de Penicillium sdo capazes de produzir metabdlitos
secundarios bioativos com capacidade antibacteriana e antifungica, além de
imunossupressores e agentes redutores de colesterol (RANCIC et al., 2006; LUCAS
et al., 2007; NICOLETTI et al., 2007; KWON et al., 2002).

Diversas estirpes de Penicillium sdo produtoras de enzimas que sao utilizadas
em produtos alimentares a fim de melhorar sabor, producdo de alcool e também
clareza em vinhos e cervejas (NIGAM, ASTHANA e KUMAR, 2017).

A espécie Penicillium brasilianum (identificacdo taxonémica 104259) € capaz

de produzir monoterpenos, amidas e enzimas de importancia biotecnologica, como
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enzimas pectinoliticas. O Penicillium é um dos géneros mais utilizados em
biotecnologia e o Penicillium brasilianum é alvo biotecnolégico importante para a
producdo de enzimas (THYGESEN et al., 2003; ZENI, 2011; ZENI et al., 2014).
Thygesen et al. (2003) descreveram uma série de enzimas biotecnolégicas
produzidas por um isolado de P. brasilianum IBT 20888 isolado de algas marinhas
na Dinamarca. Zeni et al. (2011) relataram microrganismos produtores de pectinase
com atividade de poligalacturonase incluindo o isolado Penicillium spp. do cha,
posteriormente identificado como Penicillium brasilianum por técnicas de biologia
molecular (ZENI et al., 2014).

A producdo de metabdlitos pelo Penicillium, bem como outros
microrganismos, é influenciada pelo seu estado morfolégico durante o processo
fermentativo. Os fungos, no geral, apresentam uma morfologia bastante complexa
com estruturas celulares diferentes em cada etapa do seu ciclo de vida. A
imobilizagdo celular surge como uma alternativa para garantir que a estrutura do
microrganismo seja conservada, tanto para aplicacdo em escala industrial, quanto
de laboratério (FENG et al., 2003; PRASAD et al., 2005).

3.4 IMOBILIZACAO DE MICRORGANISMOS

A imobilizacdo de um microrganismo pode ser definida como o confinamento
fisico ou quimico de células viaveis em uma regido definida, com caracteristicas
diferentes do meio a seu redor, que permita que as suas atividades cataliticas sejam
mantidas em processos (COVIZZI et al., 2007; MILESSI, 2012; VOS et al., 2010).

A técnica pode ser aplicada tanto em microrganismos como em enzimas,
apresentando alta facilidade de recuperacdo do agente biolégico (MALAJOVICH,
2009; MOHAMAD et al.,, 2015). Via de regra, a imobilizagdo induz diversas
alteragcbes no crescimento, na fisiologia e na atividade metabdlica de fungos,
leveduras e bactérias, 0 que propicia a viabilidade destas células por um longo
periodo de armazenamento, além da facilidade de manuseio, transporte e aplicagédo
(COVIizzI et al.,, 2007; ELIZEI et al., 2014). Ainda, a imobilizagdo é capaz de
proporcionar maior tolerancia aos componentes toéxicos gerados, ja que a matriz é

capaz de proteger as células (GIESE, 2015).
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Para Trabelsi et al. (2014), a tecnologia de imobilizagdo aumenta a densidade
celular, melhora a resisténcia a contaminacdo e é capaz de manter a estabilidade
quimica e fisica das células.

A utilizacdo de células imobilizadas na industria de alimentos tem sido
reportada, porém ndo existe um método ou suporte Unico considerado mais
apropriado para a imobilizagao celular (KOSSEVA, 2011).

Ha dois tipos de leitos que podem ser utilizados para imobilizacdo de células.
Aqueles que aderem a superficie, onde as células sdo fixadas ao suporte de
imobilizacéo por ligagbes quimicas (adsor¢do, ligacao idnica e ligacdo covalente). E
aqueles que aprisionam fisicamente, onde as células séo aprisionadas em glébulos
ou fibras de polissacarideo, proteinas ou polimeros sintéticos (ELIZEI, 2009).

A imobilizacdo de microrganismos é baseada nos métodos de imobilizacdo de
enzimas. Os métodos mais empregados sdo adsorcdo, ligacdo covalente e
aprisionamento/encapsulamento de células (KOSSEVA et al., 2009).

A adsorcao ocorre quando a enzima ou célula € ligada a um material inerte
por ligacdes de baixa energia de Van der Waals ou hidrofébicas, ibnicas, etc. No
caso de enzimas, pode ocorrer um bloqueio do sitio ativo, diminuindo sua atividade
(JEGANNATHAN et al.,, 2008; ASGHER et al., 2014). Essa técnica apresenta
facilidade de preparacdo e baixos custos, além de ndo envolver nenhum produto
guimico toxico, porém ha a possibilidade de ocorrer dessorcao devido as variacdes
de temperatura, pH e forca ibnica, o que deixa o material vulneravel podendo ser
perdido para o meio reacional (MENDES et al. 2011; KOSSEVA et al.,, 2009;
PEREIRA, 2014).

Na imobilizacdo por meio de ligacbes covalentes, ocorre uma reag¢do quimica
gue resulta na ligacéo direta entre a célula e o suporte, essa interacéo célula-suporte
é mais forte e estavel. E o método mais efetivo, podendo ser feito também uma
ligacdo covalente multiponto, que ira aumentar a estabilidade e a capacidade de
reuso da célula ou enzima (ASHER et al., 2014). Materiais inorganicos como vidro e
porcelana e materiais celulésicos, como serragem e madeira sdo algumas das
superficies utilizadas neste tipo de imobilizacdo (MILESSI, 2012; KOURKOUTAS et
al., 2004). A Figura 2 apresenta os tipos de ligacdo entre a célula e o suporte de

imobilizag&o.
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Figura 2: Tipos de ligacéo entre a célula e o suporte de imobilizacao.
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Adsorcdo em uma Ligacao eletrostatica em Ligacdo covalente
superficie uma superficie em uma superficie

Fonte: Adaptado de Kourkoutas et al. (2004).

A técnica de imobilizacdo por encapsulamento pode ser feita por membranas
microporosas, confinamento em microcapsulas ou imobilizacdo em interface de
liquidos imisciveis. Este tipo de imobilizacdo € interessante para a obtencdo de
produtos sem presenca de células (KOURKOUTAS et al., 2004).

A Figura 3 apresenta os métodos de imobilizagdo por confinamento de modo

esquematizado para melhor entendimento.

Figura 3: Métodos de imobilizacédo por confinamento.

Confinamento em Floculag&o natural Floculacéo
matriz porosa (agregacéo) artificial
(Cross-
linking)
Al

%O@@@@@@@@

; Contengéo entre membranas
Microencapsulacio Microencapsulagéo microporosas
interfacial

Fonte: Adaptado de Kourkoutas et al., (2004).

O confinamento das células/enzimas consiste na adsor¢cdo das mesmas no suporte
atraves de interacoes ibnicas, forcas de Van der Waal e pontes de hidrogénio. Este
tipo de imobilizagdo pode ser em membrana, onde had a formagdo de uma

membrana em torno das células, seja esta membrana pré-formada ou formada in
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situ. Ou em matriz, baseado na difusdo celular em uma matriz porosa, podendo ser
pré-formada ou sintetizada in situ. Ambos baseiam-se na inclusdo das células em
uma malha rigida, impedindo a difusdo destas para o meio. Esse método vem sendo
extensamente estudado na imobilizacdo de células viaveis, pois preserva a
integridade celular, uma vez que, permite o emprego de polimeros hidrofilicos
biocompativeis como suporte de imobilizacdo (KOURKOUTAS et al., 2004; ASGHER
et al., 2014; CANILHA, 2006; CORTEZ et al., 2017).

3.4.1 Suportes de imobilizacéo

Diversos materiais sé@o reportados na literatura como suportes para
imobilizacdo. Para tanto, é interessante que esses materiais sejam encontrados
facilmente e em abundancia, tenham baixo custo, facil operacdo, ndo sejam téxicos
para a célula que se pretende aprisionar e tenham alta resisténcia mecanica
(MENDES, 2009).

A escolha do suporte para imobilizagéo deve levar em consideragao as suas
propriedades fisicas e quimicas, observando a area superficial, insolubilidade,
permeabilidade, capacidade de regeneracdo, composicdo, natureza (hidrofilica ou
hidrofébica), resisténcia e custo (MENDES et al., 2011).

Os suportes comumente utilizados sdo de origem biolégica como o alginato,
agar, carragena entre outros e sintéticos como a policrilamida e polivinil &cool (LIMA,
2011).

Dentre os materiais sintéticos, os poliuretanos (PU’s) vém se destacando
como uma matriz promissora para imobilizacdo de enzimas e células microbianas
integras. Por apresentar uma polimerizacdo controlada e variedade dos grupos
constitutivos, permite a adaptacdo do processo e composicdo para obter materiais
de aplicacOes diversas, fatores estes que estdo intimamente relacionados a sua
morfologia (SOARES, 2012; NYARI, 2013; ANTUNES, 2015).

A tecnologia de imobilizacdo de células é bastante ampla, podendo ser
utilizada em diversos microrganismos e enzimas, com diferentes técnicas de
imobilizacdo. A Tabela 3 apresenta imobilizacgdes em espuma de poliuretano
reportadas pela literatura.
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Tabela 3: Microrganismos imobilizados em espuma de poliuretano utilizados para

diferentes tipos de aplicacéo.

Método
Microrganismo de Aplicacao Referéncia
iImobilizacéo
Biodesulfuracdo assistida por | BHASARKAR,
ultra-som para minimizagdo de | DIKSHIT e
Rhodococcus rhodochrous | Contato gases emitidos por | MOHOLKAR
escapamento veicular (2015)
Bioconversdo de glicerol bruto | DIKSHIT e
Gluconobacter oxydans Contato derivado do biodiesel & di-| MOHOLKAR
hidroxiacetona (2016)
SUBBALAXMI
Bacillus gottheilii Contato Producéo de tanase e MURTY
(2016)
WAN-
Ganoderma lucidum Contato Producéo de exopolissacarideo | MOHTAR et
al. (2016)
Remocdo de hidrocarbonetos NIE et al
Pseudomonas aeruginosa Contato de aguas residuais contendo (2016) '
altas concentracdes de 6leos
Xanthomonas campestres in situ Produgéo de goma xantana ('\ggfg UITA
Consdrcio de Brevibacillus .
laterosporus e Galactomyces | Contato i[r)lzz(;?rlioe{?g;ﬁ de efluente da SIU(RZ'S?QI)E) et
geotrichum '

7

O poliuretano é o resultado da polimerizagdo de um isocianato e um

composto hidroxilado, que podem ser di ou polifuncionais, com ou sem a adicdo de
outros reagentes. Essa polimerizacdo ocorre pela dispersdo dos reagentes e a
nucleacdo por agitacao, que ira introduzir bolhas de ar ao polimero (NYARI, 2013;
ANTUNES, 2015).

Conforme Nyari (2013), as células dos microrganismos se ligam ao suporte
por meio adesdo e retencdo nos poros da espuma, 0 que permite a otimizacdo dos
fluxos de substratos e produtos entre as espécies imobilizadas na matriz polimérica.

A utilizacdo de suportes de poliuretano tem se estendido devido as diversas
caracteristicas que apresentam, conforme exploradas neste capitulo. Contudo, o
custo deste material ainda é fator limitante para o uso em bioprocessos em escalas
maiores. Assim, a utilizacdo de suportes que sejam oriundos de reaproveitamento

pode ser considerada promissora para viabilizar o custo do processo.
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3.5 ESTADO DA ARTE

Como apresentado na revisdo da literatura, a imobilizacdo de células
proporciona diversas vantagens ao microrganismo, bem como ao processo,
permitindo que o0 mesmo se mantenha ativo por mais reciclos operacionais além de
aumentar sua capacidade produtiva. O trabalho trouxe duas técnicas de imobilizacao
em espuma de poliuretano, a imobilizacdo in situ e a imobilizagdo por contato. A
primeira € amplamente estudada por outros autores e € utilizada como referéncia na
imobilizagdo com este tipo de suporte. A imobilizacdo por contato, por sua vez,
apresenta diversas especificidades, se fazendo necessario um estudo mais
aprofundado da técnica.

Além disso, este trabalho traz uma alternativa para o reaproveitamento de
esponjas multiuso comercial, uma vez que, estabelecidas as melhores condicdes de
imobilizacdo por contato na espuma de poliuretano, estas sao aplicaveis a esponja,
gue € de mesma composicao.

Mediante as caracteristicas pesquisadas e apresentadas neste capitulo,
buscou-se determinar os melhores métodos para realizacdo do presente trabalho,

apresentados na sequencia desta sec¢ao.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste item serdo apresentadas as metodologias utilizadas na bioproducédo da
pectinase exo-PG a partir de P. brasilianum livre e imobilizado, assim como o
processo de imobilizacdo em poliuretano, reciclos operacionais continuos,
estabilidade de estocagem e imobilizagdo em suporte alternativo de esponja
multiuso comercial. Além de parametros cinéticos de producdo da exo-PG com o

micro-organismo livre e imobilizado pelos diferentes métodos e suportes.

4.1 MICRORGANISMO E PREPARO DO INOCULO

O cultivo do fungo Penicillium brasilianum foi realizado em Agar Potato
Dextrose (PDA) durante 5 dias em estufa a 25°C. Apds, os esporos foram coletados
adicionando-se ao frasco 20 mL de solugéo aquosa de Tween 80 (0,1% v/v) e cacos
de porcelana estéreis. Para contagem dos esporos foi retirado, assepticamente, 1
mL da suspensdo, sendo diluida de 10 a 10 vezes em solucdo aquosa estéril de
Tween 80 (0,1% v/v). A suspenséo resultante foi transferida para uma camara de
Neubauer para contagem dos esporos (FREIRE, 1996), fixou-se uma concentragao
de esporos de 5x10° esporos/mL (ZENI, 2009).

4.2 PRODUCAO DE EXO-PG COM P. brasilianum LIVRE

A bioproducédo de exopoligaracturonase foi realizada empregando meio
maximizado em frascos agitados, contendo 32 g/L de pectina citrica, 10 g/L de
extrato de levedura e 0,5 g/L sulfato de magnésio, sendo adicionado neste meio de
cultura o inéculo de P. brasilianum na concentracdo de 5x10° esporos/mL para 100
mL de meio. As condi¢Bes de cultivo foram 30°C, 180 rpm e pH inicial de 5,5. As
amostras foram coletadas periodicamente (a cada 12 horas) até 96 horas de
bioproducédo, em seguida filtradas e realizada a medida de atividade de exo-PG, o
consumo de substratos (carbono orgéanico total e nitrogénio), a concentracéo celular
(biomassa) e o pH (ZENI, 2011).

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

Digimed).
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4.3 IMOBILIZACAO DE P. brasilianum EM ESPUMA DE POLIURETANO

A imobilizacdo do P. brasilianum foi realizada em suporte de espuma de
poliuretano por diferentes técnicas, a fim de avaliar a eficiéncia do fungo imobilizado

para a producédo da exo-PG.
4.3.1 Imobilizag&o de P. brasilianum por contato em espuma de poliuretano
4.3.1.1 Preparo do suporte de poliuretano para imobilizagao

Para preparo do suporte de poliuretano, 7000 uL de poliol foram adicionados
em copo plastico descartavel, sendo acrescidos de 3000 uL isocianato sob agitagao
constante com auxilio de bastdo de vidro. A polimerizacdo foi realizada a
temperatura ambiente e, apos 24 h de secagem também a temperatura ambiente
(22 £ 2°C), a espuma resultante foi cortada em cubos de 1 cm3 (MESQUITA, 2018).
As espumas cortadas foram submetidas a esterilizacdo em autoclave a 121°C por 20

minutos.

4.3.1.2 Avaliacdo do efeito de pré-tratamentos na imobilizacdo de P. brasilianum por

contato em espuma de poliuretano (PU)

Foram realizados quatro diferentes tipos de pré-tratamentos para avaliar a
impregnacao do fungo no suporte de imobilizagdo. Cada uma das condi¢des citadas
a segquir, foi submetida a incubacdo durante 5 dias em estufa na temperatura de
30°C.

1) TWEEN - Adicdo de 3 cubos de poliuretano em 20 mL de solucdo aquosa de
Tween 80 (0,1% v/v) com esporos do P. brasilianum na concentracdo de 5x10°
esporos/mL em tubos de falcon. Os tubos foram mantidos por 1 hora em agitador
rotativo (TECNAL, Modelo TE-164). Apos periodo, as espumas foram adicionadas
em superficie de meio Potato Dextrose Agar (PDA) e incubados.

2) PD - Adicao de 3 cubos de poliuretano em 100 mL de caldo Potato Dextrose Broth

(PD) com esporos do P. brasilianum (concentracao 5x10° esporos/mL).
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3) PDA - Adigéo de 3 cubos de poliuretano em superficie de meio PDA com esporos

do P. brasilianum (concentracéo 5x10° esporos/mL).

4) PD + PDA - Adicdo de 3 cubos de poliuretano em 100 mL caldo PD, sendo
deixados imersos pelo periodo de 1 minuto e depois adicionados em superficie de

meio PDA com esporos do P. brasilianum (concentracdo 5x10° esporos/mL).

Ap6s o periodo em estufa, os cubos de PU contendo as células de P.
brasilianum foram lavados com 20 mL de agua destilada com o auxilio de pisseta e,
apos, foram inoculados em meio de producédo (32 g/L de pectina citrica, 10 g/L de
extrato de levedura e 0,5 g/L sulfato de magnésio, 30°C, 180 rpm, pH inicial 5,5
(ZENI, 2011) e 48 h). O tempo de 48 h foi fixado, por apresentar melhores resultados
nos testes realizados com o microrganismo livre. A bioproducdo de exo-PG foi
realizada na proporcao de 1 cubo para 9 mL de meio (MESQUITA, 2018). Apo6s o
tempo de fermentacdo, foram feitas analises de desprendimento de biomassa e

producao de exo-PG.

4.3.1.3 Avaliacdo do efeito da quantidade de espuma de poliuretano e de meio

reacional para producéo de exo-PG

A fim de maximizar a bioproducdo pelo microrganismo imobilizado, foram
realizadas fermentagcdes com variagdo na quantidade de cubos de poliuretano no
meio reacional, conforme Tabela 4.

Tabela 4: Quantidade de cubos de poliuretano e de meio reacional para producédo de
exo-PG.
Capacidade do

Quantidade de cubos Quantidade de meio

Eﬂezgf?er (unidade) reacional (mL)
50 1 9
50 1 15
50 1 21
100 3 27
100 3 45
100 3 63
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Ao aumentar a quantidade de cubos e o meio de cultura presentes no inicio
da fermentacgéo, o tamanho do Erlenmeyer utilizado também foi aumentado.

Os cubos de espuma contendo as células de P. brasilianum da melhor
condicdo de pré-tratamento, foram lavados com 20 mL de agua destilada com
auxilio de pisseta e, apos, utilizados para a bioproducéo de Exo-PG como descrito

anteriormente.

4.3.1.4 Efeito do tempo de impregnacao do P. brasilianum no suporte de poliuretano

Para avaliagdo do tempo de impregnacdo necessario para imobilizacdo do
microrganismo no suporte, as espumas de poliuretano foram imersas em caldo PD
durante 1 minuto e acomodadas em meio PDA, na sequéncia realizou-se a
inoculagcdo dos esporos do microrganismo. O suporte de poliuretano com o
microrganismo em meio PDA foi mantido em estufa a 30°C durante 5, 7 e 9 dias.

ApoOs periodo de impregnacao, os cubos de espuma contendo as células de
P. brasilianum foram lavados com 20 mL de 4gua destilada com auxilio de pisseta e,
apos, realizada a bioproducéo de exo-PG na melhor relacdo de quantidade de cubos
e de mL de meio. Apés o tempo de fermentacdo, foram realizadas analises de
desprendimento de biomassa e producéo de exo-PG.

4.3.1.5 Avaliacdo de diferentes tipos de lavagens nas espumas de PU com P.
brasilianum imobilizado por contato para remocao das células ndo aderidas ao

suporte

Para remocdo de células de P. brasilianum ndo aderidas ao suporte de

poliuretano foram realizados diferentes tipos de lavagens, a saber:

1) Lavagem das espumas de poliuretano com agua destilada esterilizada com auxilio

de pisseta, utilizando aproximadamente 20 mL de agua.

2) Lavagem através da agitacdo das espumas de poliuretano em tubos de falcon
com 20 mL de agua destilada esterilizada, em vortex com agitacdo de 3000 rpm
(IKA, Modelo MS 3) durante 1 minuto.
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3) Lavagem através da agitacdo das espumas de poliuretano colocadas em
erlenmeyers de 125 mL com 20 mL de &gua destilada esterilizada, em shaker (New

Brunswick, Modelo Excella E 25) a 180 rpm durante 1 minuto.

Os cubos de espuma contendo as células de P. brasilianum, apos as
diferentes lavagens, foram utilizados para a producdo de exo-PG, sendo
quantificado o desprendimento de biomassa e atividade de exo-PG em funcédo do

tempo de producéo.

4.3.2 Imobilizacdo de P. brasilianum in situ em espuma de PU para producéo de
exo-PG

4.3.2.1 Polimerizagdo da espuma de poliuretano com o indculo em diferentes
concentragdes de esporos

A imobilizacdo em poliuretano (PU) foi desenvolvida adaptando as condicfes
descritas por Nyari et al. (2016). Realizou-se a contagem de esporos, conforme
descrito no item 4.1, fixada nas concentracdes de 5x10*, 5x10° e 5x10° esporos/mL,
para cada concentracao, foram retirados 1000 uL da suspenséo e este adicionado a
7000 uL de poliol em copo plastico descartavel. Entdo, 3000 uL isocianato foram
acrescentados a mistura sob agitacdo constante. Tal procedimento foi realizado com
auxilio de banho de gelo, uma vez que, ao adicionar os componentes para formacao
da espuma, ocorria um aquecimento na mistura que, por consequéncia, poderia
causar a morte do indculo. A polimerizacdo foi realizada a temperatura ambiente, e
apos 24h de secagem a temperatura ambiente (22 + 2°C), a espuma resultante foi
cortada em cubos de 1 cm3 (MESQUITA, 2018).

Uma amostra controle foi desenvolvida conforme item 4.2.1.1, afim de, avaliar

comparativamente a conformagéao estrutural da espuma de poliuretano.
4.3.2.2 Avaliacao da distribuicdo celular no poliuretano
A imobilizagédo foi analisada em relacdo a distribuicdo espacial das células

microbianas nos cubos de poliuretano. Para isso, o poliuretano foi dividido em 3

partes iniciais representando a parte superior (A), do meio (B) e inferior (C) do
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formato e, em seguida, cada segmento foi dividido em 4 partes (Figura 4), com o
auxilio de bisturi. Cada fracdo resultante foi cortada em cubos de aproximadamente
1 cm?3 e utilizados separadamente para a producdo de exo-PG de acordo com as
fracbes 1, 2, 3 e 4 e A, B e C por 48 h. Apos o tempo de bioproducdo, foram

realizadas as andlises de desprendimento de biomassa e producédo de exo-PG.

Figura 4: Divisdo da espuma para analise de distribuicdo do imobilizado.

Fonte: a autora.

4.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DE DIFERENTES VELOCIDADES DE
AGITACAO NA PRODUCAO DE EXO-PG DE P. brasilianum IMOBILIZADO

A bioproducéo de exo-PG pelo microrganismo imobilizado por contato e in situ
foi avaliada quando a influéncia de trés diferentes velocidades de agitacao (0, 90 e
180 rpm). Para tanto, os cubos com o microrganismo imobilizado foram adicionados
ao meio de bioproducdo contendo 32 g/L de pectina citrica, 10 g/L de extrato de
levedura e 0,5 g/L sulfato de magnésio, nas condi¢des de 30 °C, 180 rpm, pH inicial
5,5 (ZENI, 2011) e 48 h. Foi fixado o tempo de 48 h por apresentar melhores
resultados nos testes realizados com o microrganismo livre. Apdés o tempo de
bioproducéo, foram feitas analises de desprendimento de biomassa e producéo de
exo-PG.
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4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR (BIOMASSA)

A determinacdo da concentracdo celular foi realizada por medida de peso
seco utilizando amostras de volumes conhecidos para representar o todo. No caso
de uma cultura micelial, ou crescimento com formacao de pellets, a distribuicdo da
biomassa impede que sejam retiradas amostras de partes do volume, fazendo-se
necessario a utilizacdo de amostras destrutivas. Assim, para se determinar a curva
de crescimento deste estudo, apds cada tempo de bioproducédo (0, 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 e 96 h) o liquido era filtrado a vdcuo (MARCONI Modelo MA 058) e a
biomassa retida no papel de filtro previamente tarado, foi dessecada em estufa
(ODONTO BRAS MODEL-1.3) a 105°C por aproximadamente 24 horas. A curva de
crescimento microbiano foi construida a partir dos dados de biomassa obtidos pelo
peso seco das amostras.

Para determinacdo do desprendimento de biomassa dos cubos de PU, a
amostra toda era filtrada a vacuo e, a biomassa aderida ao cubo era removida com
auxilio de pinca, sendo adicionada ao papel filtro para posterior dessecacdo em

estufa conforme condi¢des descritas acima.

4.6 ATIVIDADE DA EXOPOLIGARACTURONASE

A determinacdo da atividade pectinolitica da exopoligaracturonase foi feita
através da medida da liberacdo de grupos redutores pelo método DNS (&cido
dinitrosalicilico), proposto inicialmente por MILLER (1959), com modificac6es. Foram
preparados 500 pL de substrato com 0,5% de pectina citrica em tampéo acetato de
sédio pH 5,5 e incubados a 37°C por 15 minutos para estabilizacdo da temperatura.
A seguir, 500 pL de extrato enzimatico foram adicionados ao substrato e a reagao
incubada a 37°C por 5 minutos, para o branco, foram adicionados 500 pyL de agua
destilada. Apds, adicionou-se 1000 pL de solugédo de DNS e a mistura foi mantida
por 6 minuto em ebulicdo para formacé&o de cor, resfriada em banho de gelo e
adicionados 8 mL de solucdo 50 mM de tartarato duplo de sédio-potassio para
estabilizacdo de cor. A absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro (Beckman
Coutler, modelo DU640), a 540 nm, contra o branco. Uma unidade de atividade
pectinolitica foi definida como a quantidade de &cido galacturénico liberada por mL

de extrato enzimatico por minuto (U= pmol.min™) sob as condicées estudadas
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segundo uma curva padrdo estabelecida com acido a-D-galacturénico (Fluka
Chemica, massa molecular 212,16) como ac¢uUcar redutor. A atividade da exo-PG foi

expressa em unidade de atividade por mL (U/mL).

4.7 CINETICA DE PRODUCAO DE EXO-PG COM P. brasilianum IMOBILIZADO

Verificadas as melhores condigcbes para bioproducdo de exo-PG pelo P.
brasilianum imobilizado por contato e in situ, os cubos de espuma contendo as
células imobilizadas foram imersos em meio de cultura contendo 32 g/L de pectina
citrica, 10 g/L de extrato de levedura e 0,5 g/L sulfato de magnésio, a 30 °C, 180 rpm
por 96 h (ZENI, 2011), na proporcdo de 3 cubos para 63 mL de meio. Amostras
foram coletadas periodicamente para quantificacdo da exo-PG, biomassa, consumo

de substrato (Nitrogénio total e Carbono organico total).

4.8 CONSUMO DE SUBSTRATO

O consumo de fontes de nitrogénio e de carbono foi feito através das técnicas
de Nitrogénio Total e Carbono Organico Total (TOC-V SHIMADZU) (GENG et al.,
2017).

4.9 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS DE PRODUCAO DE EXO-
PG

A partir dos valores globais de biomassa, substrato e produto, em relacédo ao
tempo, é possivel determinar as velocidades de crescimento microbiano (rx),
consumo de substrato (rs, carbono) e formacdo de produto (rp), utilizando as
equacdes 1 a 3 (BAILEY e OLLIS, 1986), tanto para o microrganismo livre, quanto

para P. brasilianum imobilizado.
rx=dX/dt (1)
rs=—-dS/dt (2)

rp=dP/dt (3)
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Onde: dX = X; — Xo, sendo X; a concentracdo de biomassa no tempo final e Xo
a concentragdo de biomassa no tempo zero.

Em relacdo ao consumo de substrato: dS = St - Sp, onde Sy representa o
substrato medido no tempo final e SO a medida de substrato no tempo zero.

Quanto a formacgdo de produto: dP = P; - Py, sendo P; a quantidade de
produto no tempo final e Py a quantidade de produto no tempo zero.

Em relacédo ao tempo, dt = t; - tp, onde tf representa 48 h e ty 0 tempo inicial.

Para o calculo da velocidade de crescimento microbiano (rx) do
microrganismo imobilizado, considerou-se que:
(a) as células resultantes da duplicacao celular ndo possuem a capacidade de ficar
aderidas a matriz polimérica, e
(b) as células confinadas ao poliuretano tém velocidade de crescimento (rx) similar
as que se difundiram da matriz de poliuretano para o meio.

Partindo dos resultados obtidos nas equacdes 1 a 3, determinou-se os valores
dos fatores de conversdo de substrato (carbono) em células (Yys) e de substrato
(Ypss), conforme as equacgdes 4 e 5 (BAILEY e OLLIS, 1986).

YXIS =rx/rs (4)

YPIS=rp/rs (5)
4.10 ESTABILIDADE OPERACIONAL

A estabilidade operacional da imobilizacdo foi avaliada através de reciclos
operacionais continuos. ApGs cada bioproducdo de exo-PG de 48 h, utilizando a
proporcdo de 3 cubos para 63 mL de meio de cultura, os cubos contendo o
microrganismo imobilizado em poliuretano foram lavados com agua destilada estéril
(20 mL) e utilizados em uma nova bioproduc¢éo nas condi¢des de 30 °C, 180 rpm por
48 h. Em cada bioproducdo foram realizadas analises de desprendimento de
biomassa e de producédo de exo-PG. Os reciclos foram realizados até se obter um

rendimento menor que 50% do valor inicial.
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4.11 ESTABILIDADE DE ESTOCAGEM

A fim de avaliar a estabilidade de estocagem do fungo imobilizado, os cubos,
apos imobilizacdo do microrganismo por contato e in situ, foram imediatamente
armazenados em geladeira (4°C), acondicionas em frascos de vidro estéreis por 45
dias. Decorridos os tempos de armazenamento, 0S cubos de espuma contendo as
células de P. brasilianum imobilizadas foram utilizados para a bioproducéo de exo-
PG em meio de cultura contendo 32 g/L de pectina citrica, 10 g/L de extrato de
levedura e 0,5 g/L sulfato de magnésio, a 30°C, 180 rpm e 48h. Foram realizadas
andlises de desprendimento de biomassa e de producao de exo-PG.

4.12 IMOBILIZACAO DE P. brasilianum EM ESPONJA MULTIUSO COMERCIAL
PARA BIOPRODUCAO DE EXO-PG

A esponja multiuso dupla face comercial, composta por poliuretano e outra
face por fibra sintética com abrasivo, foi utilizada como suporte alternativo para
imobilizacdo do P. brasilianum. Cabe salientar, que a esponja utilizada para o
experimento era uma esponja ja usada e seria destinada ao descarte.

Inicialmente, retirou-se a face abrasiva da esponja, conforme Figura 5 A, na
sequéncia a mesma foi lavada com 100 mL de agua destilada até que todo o residuo
visivel fosse eliminado. Logo apés, a espuma foi cortada em cubos de 1 cm® e os
cubos foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Em seguida, foram
imersos em caldo PD por 1 minuto e depois adicionados em meio PDA com esporos
do P. brasilianum (Figura 5 B), sendo incubados durante 5 dias em estufa na
temperatura de 30°C.

Os cubos de espuma contendo as células de P. brasilianum imobilizadas
foram utilizados para a bioproducéo de exo-PG em meio de cultura contendo 32 g/L
de pectina citrica, 10 g/L de extrato de levedura e 0,5 g/L sulfato de magnésio, a
30°C, 180 rpm por 96 h (ZENI, 2011), na propor¢cao de 3 cubos para 63 mL de meio.
Amostras foram coletadas a 24 h para quantificacéo da exo-PG e biomassa.
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Figura 5: Face de fibra sintética com abrasivo sendo removida da esponja (A) e

cubos da esponja comercial com células de P. brasilianum imobilizadas (B).

Fonte: a autora.

4.13 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram tratados estatisticamente mediante andlise de variancia
(ANOVA) e comparagdo das médias pelo teste de Tukey a nivel de 95% de
confianga com softwere Statistica verséo 8.0. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados referentes ao
estudo do processo de imobilizagdo do P. brasilianum e produgdo de exo-

poligalacturonase utilizando o fungo livre e imobilizado.

5.1 CINETICA DE BIOPRODUCAO DE EXO-PG DO MICRORGANISMO LIVRE

Na Figura 6 encontram-se o0s resultados da producdo de exo-
poligalacturonase ao longo de 96 h de cultivo, a partir do P. brasilianum livre.
Observa-se que a maxima de atividade de exo-PG foi obtida em 48 h de producao
(1,71 U/mL).

Figura 6: Cinética de producéo de exo-PG pelo P. brasilianum livre.

Nitrogénio total (g/L)
(71/6) essewolg

pH
Carbono organico total (g/L)
(w/n) ©d-0x3 epepiAly

Tempo (h)

—@— Nitrogénio total (g/L)
—— Carbono organico total (g/L)
—4@— Atividade Exo-PG (U/mL)

~¥ pH
—A— Biomassa (g/L)

A biomassa atingiu seu valor maximo de 13,84 g/L ap6s 60 h de cultivo. A
curva apresentou comportamento de perfil classico, com uma fase de adaptacdo nas
primeiras 12 h, multiplicagdo exponencial na faixa de 12 a 60 h e fase estacionaria
apos as 84 h.



40

O pH apresentou-se em declinio até as 48 h, comportamento este que pode
ser atribuido a liberacdo de &cido galacturénico no meio pela acdo das enzimas
pectinoliticas (UENOJO e PASTORE, 2007) produzidas pelo fungo. ApoOs este
periodo, o pH volta aumentar principalmente pelo consumo da fonte de nitrogénio
disponivel no meio.

Nas primeiras 48 h, 42,37% do carbono disponivel foi consumido, enquanto
gue para o nitrogénio, um total de 64,73% foi utilizado, linearizando seu consumo no
decorrer das 96 h de fermentacao.

A producdo de exo-PG por P. brasiianum ¢é escassa na literatura.
Comparando aos resultados encontrados na literatura para produgéo de exo-PG por
diferentes tipos de microrganismos, pode-se observar que as atividades
pectinoliticas foram semelhantes. Silva et al. (2016) obtiveram 1,77 U/mL de PG por
Aspergillus aculeatus URM 4953 em fermentacdo submersa utilizando o substrato
farinha da casca do maracuja. Soares et al. (2001), por meio de fermentacdo em
estado sélido de farelo de trigo do Bacillus sp., atingiram cerca de 2,0 U/mL de PG.

Tari el al. (2008), relatam que a maior producdo de poligalacturonase
encontra-se entre os valores de pH entre 3,5 e 5,5, dependendo da fonte

microbiana.

5.2 IMOBILIZACAO DE P. brasiianum POR CONTATO EM ESPUMA DE
POLIURETANO

A Tabela 5 apresenta os resultados de bioproducédo de exo-PG e difuséao
celular para os diferentes pré-tratamentos, onde observa-se que o pré-tratamento
“PD + PDA” (cubos adicionados em caldo PD, deixados imersos por 1 minuto e
depois adicionados em meio PDA com esporos do P. brasilianum) apresentou maior
atividade de Exo-PG, diferindo estatisticamente dos demais pré-tratamentos. Esse
procedimento de imersdo das espumas de poliuretano em caldo PD e posterior
incubacdo em meio PDA com o0s esporos possibilitou a oferta de uma fonte de
nutrientes, o que torna o suporte mais atraente para o fungo, melhorando sua
impregnacao no mesmo.

Em relacdo ao desprendimento de biomassa, ndo houve diferenca
significativa entre as amostras, demostrando que o fungo imobilizou-se de forma

eficiente ao suporte em todas as condi¢des de pré-tratamento.
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Tabela 5: Producédo de exo-PG e difusdo de biomassa de P. brasilianum imobilizado

por contato com diferentes tipos de pré-tratamentos em 48 h de producéao.

Pré-tratamento Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
Tween 1,63+ 0,01° 1,04 +0,75°
PD + PDA 1,78+0,03° 1,30 + 0,26°
PD 1,69+ 0,03" 1,53 + 0,45°
PDA 1,68+ 0,06" 1,35 + 0,35°

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.

A imobilizacdo do P. brasilianum para producdo de exo-PG néo é reportada
na literatura. Autores que imobilizaram diferentes microrganismos por contato em
espuma de poliuretano, comumente utilizam meio de cultura liquido com o in6culo.
Wan-Mohtar et al. (2016) imobilizaram Ganoderma lucidum BCCM 31549 para
producéo de exopolissacarideo (EPS) em PU cortado em cubos de 5 mm?, utilizando
concentracbes variadas de inéculo em diferentes niveis de solucdo de glicose.
Soares (2012), ao avaliar a imobilizacdo de células integras em espumas de
poliuretano e aplicagdo na sintese de biodiesel, incubou uma concentracdo de
esporos de 5x10° esporos/mL, suspensos em &gua destilada juntamente com as
espumas cortadas em cubos de 6 mm de aresta, por 72 h a 30°C com agitacédo de
170 rpm.

A partir da melhor condicdo de pré-tratamento para a producdo de exo-PG,
guantidades variadas de espumas de poliuretano, contendo o P. Brasilianum, e meio
reacional foram incubados a 30 °C e 180 rpm por 48 h. A Tabela 6 apresenta a
producédo de exo-PG e difusdo de biomassa a partir de quantidades de cubos e meio
reacional variados.

Os experimentos utilizando a relacdo de 1 cubo em 21 mL de meio reacional
e 3 cubos em 63 mL de meio reacional, apresentaram maiores atividades de exo-
PG, nao diferindo significativamente entre si. A propor¢cdo de 1 cubo x 21 mL de
meio apresentou atividade significativamente igual as demais condi¢cdes de
fermentacdes, enquanto que a relagdo 3 cubos para 63 mL de meio diferiu das
demais, o que indica que a melhor condigdo para producéo de exo-PG seja de 3

cubos para 63 mL de meio reacional.
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Tabela 6: Producédo de exo-PG e difusdo de biomassa de P. brasilianum imobilizado

por contato com diferentes quantidades de cubos e meio reacional.

Quantidade de Quantidade de meio  Atividade Exo-PG Biomassa (g/L)

cubos (unidade) reacional (mL) (U/mL)
9 1,78 + 0,03° 1,46 + 0,01°
1 15 1,72+ 0,02° 1,54 + 0,242
1 21 1,94+ 0,07%® 1,61 + 0,042
3 27 1,71+ 0,05° 1,65 + 0,042
3 45 1,70+ 0,11° 1,51 + 0,222
3 63 2,03+ 0,022 1,55+ 0,172

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.

Ao aumentar o tamanho do Erlenmeyer, € possivel que a aeracdo dentro do
frasco tenha sido aumentada, o que melhorou as condi¢cdes para a bioproducédo da
exo-PG, justificando os melhores resultados na proporcédo. A difusdo da biomassa
nao diferiu entre as condigdes.

Para avaliar o tempo necessario para que fungo obtenha maxima
impregnacado no suporte de poliuretano, as espumas banhadas em caldo PD por 1
minuto e depois adicionadas em meio PDA com 0s esporos do P. brasilianum foram
deixadas durante 5, 7 e 9 dias em estufa na temperatura de 30°C. Apds, foram
avaliadas na proporgéo de 3 cubos em 63 mL meio reacional por 48 horas a 30°C e
180 rpm. Foi realizada analise estatistica da producdo de exo-PG e difusdo de

biomassa, cujos resultados podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7: Producédo de exo-PG e difusdo de biomassa de P. brasilianum imobilizado
por contato (PD+PDA) com variacdo de dias para impregnacdo do microrganismo no

suporte de poliuretano em 48 h de producao.

Tempo (dias) Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
5 1,90 £ 0,072 1,48 + 0,242
7 1,89+ 0,05% 1,32 £ 0,322
9 1,93+0,13° 1,41 +0,35°

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.
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Verifica-se que ndo ha diferenca significativa entre os tempos de impregnacéo
do microrganismo no suporte, tanto para a producdo de exo-PG quando para a
difusdo de biomassa. Sendo assim, o menor tempo foi considerado o ideal para
maior obtencéo de atividades de exo-PG.

A imobilizacdo de células apresenta como uma de suas vantagens o controle
do crescimento de biomassa, que minimiza etapas posteriores como a centrifugacao
(BATISTA, 2005). Na imobilizacdo por contato em espuma de PU, é necessario
realizar lavagens na espuma antes de utiliza-la na fermentacédo, assim, células que
nao estdo impregnadas ao suporte desprendem-se, evitando altos valores de
biomassa difundidos no meio. Para tanto, realizou-se trés tipos de lavagens nas
espumas contendo células imobilizadas de P. brasilianum. Na Tabela 8 encontram-
se os resultados de biomassa e atividade de exo-PG obtidos apds fermentacao das

espumas lavadas.

Tabela 8: Influéncia do tipo de lavagem nas espumas de poliuretano com P.

brasilianum imobilizado por contato para desprendimento de células nao fixadas ao

suporte.
Tipo de lavagem Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
Pisseta 1,90 + 0,04 1,56 + 0,032
Vortex 1,91+ 0,09% 1,51 + 0,142
Shaker 1,90+ 0,05% 1,58 + 0,08%

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.

N&o houve diferenca significativa para os valores de biomassa e atividade de
exo-PG. Os valores de biomassa sao inferiores quando comparados com a
producdo com células livres (10,6 g/L em 48 h de producdo), mostrando que a
imobilizacéo é eficiente para reduzir a biomassa difundida no meio.

Considerando as condicbes de pré-tratamento “PD + PDA”, tempo de
impregnacao do fungo na espuma de 5 dias, relacdo de 3 espumas em 63 mL de
meio reacional para fermentacdo e lavagem das espumas para desprendimento de
células com auxilio de pisseta, como ideias para a producdo de exo-PG por P.
brasilianum imobilizado por contato, avaliou-se a influéncia de diferentes velocidades
de agitacdo durante a bioproducdo de exo-PG com o fungo imobilizado. As
velocidades foram de 0, 90 e 180 rpm, na temperatura de 30°C durante 48 h.
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Tabela 9: Influéncia de diferentes velocidades de agitacdo na producdo de exo-PG

de P. brasilianum imobilizado por contato apés 48 h de producao.

Agitacao Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
Orpm 0,95 + 0,03° 1,01 +0,01°
90 rpm 1,14+ 0,07° 1,21 +0,14°

180 rpm 2,03+ 0,03% 1,19 + 0,54°

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.

A velocidade de agitacdo de 180 rpm apresentou maior atividade de exo-PG,
diferindo significativamente das demais velocidades. Tal resultado é atribuido a
maior aeracao proporcionada durante a agitacdo, bem como pelo maior contato que
0 microrganismo tem ao substrato.

A velocidade de agitagdo influenciou diretamente no desprendimento de
biomassa, sendo que na velocidade O rpm (sem agitagdo) houve menor

desprendimento, diferindo significativamente das demais.

5.3 IMOBILIZACAO DE P. brasilianum IN SITU EM ESPUMA DE POLIURETANO
PARA BIOPRODUGCAO DE EXO-PG

Na Figura 7 é possivel observar o poliuretano controle (sem microrganismo) e
o poliuretano contendo células imobilizadas de P. brasilianum nas concentracfes de
esporos 5x10* 5x10° e 5x10° esporos/mL. A adicdo de células ndo provocou
alteracdo na estrutura do poliuretano nas concentracdes 5x10* e 5x10° esporos/mL.
Na concentracéo 5x108 esporos/mL, a espuma apresentou aspecto quebradico, além

de poros grandes e desuniformes.

Figura 7: Poliuretano controle (A) e poliuretano contendo esporos imobilizados de P.
brasilianum nas concentraces 10* (B), 10°(C) e 10® (D) esporos/mL.

Fonte: a autora.
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A alteracdo visualizada na espuma de poliuretano contendo células na
concentracdo 5x10° esporos/mL esta relacionada com a velocidade da reacéo de
polimerizacdo. Observou-se que com o0 aumento da concentracdo de células, a
reacao ocorre mais rapidamente fazendo com que a espuma forme bolhas maiores e
desuniformes, o que influéncia diretamente a produgéo da exo-PG.

Com relacdo a concentracdo de esporos, observou-se a maior bioproducéo
de exo- PG na concentracdo 5x10° esporos/mL, na Tabela 10 é possivel observar

gue essa concentracao diferiu significativamente das demais.

Tabela 10: Atividade de exo-PG (U/mL) e valores de biomassa (g/L) obtidos em

diferentes concentracfes de esporos de P. brasilianum apés 48 h de producéo.

Concentragao de esporos/mL Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)

5X10* 1,68 + 0,05° 1,19 + 0,09%
5X10° 2,01+ 0,012 1,12 +0,11°
5X108 1,66+ 0,12° 1,49 + 0,06°

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.

As concentracdes de esporos de 5x10* e 5x10® esporos/mL apresentaram
resultados significativamente iguais. As espumas com a concentracdo de 5x10°
esporos/mL apresentaram aspecto quebradico e poros grandes e desuniformes, o
gue pode ter influenciado no baixo resultado de exo-PG, uma vez que, ao formar a
espuma, ocorria uma reacdo de aquecimento bastante rapida o que possivelmente
resultou na morte de esporos.

A Tabela 11 mostra os valores de atividade da exo-PG e biomassa obtidos na
fermentacdo do P. brasilianum imobilizado in situ com uma concentracdo de 5x10°

esporos/mL em diferentes fragbes do poliuretano.

Tabela 11: Atividade de exo-PG e valores de bhiomassa obtidos das diferentes

fracOes do poliuretano com P. brasilianum imobilizado, ap6s 48 h de producéao.

. Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
Fracéo
A B C A B C
1 1,97 £0,05* 1,95+0,18" 2,00+ 0,21"® 1,16 +0,07** 1,22 +0,21"® 1,18 + 0,18"
2 1,94+0,11%® 1,96+ 0,07"® 1,98+0,10° 1,17 + 0,06"® 1,23 + 0,16"? 1,20 + 0,032
3 1,94+ 0,09"® 1,97 +0,14" 1,96+ 0,17* 1,21 +0,16™ 1,19 + 0,32"® 1,22 + 0,02"®

4 2,01+0,32"* 1,98+0,21"* 1,95+0,04**  1,18+0,09"* 1,24 +0,12"* 1,21 +0,11"*
Médias seguidas de mesma letra mailsculas na coluna e minusculas na linha para cada
variavel, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.




46

N&o houve diferenga significativa para atividade de exo-PG, bem como de
biomassa nas diferentes fragbes do poliuretano. Assim, a distribuicdo do
microrganismo no poliuretano se deu de forma homogénea, possibilitando o uso de
todas as fracdes para fermentacdo com o imobilizado. Comportamento semelhante
foi observado por Bustamante-Vargas (2017) que, ao avaliar a distribuicdo da
pectinase comercial (Rohapect® DAG6L) de Aspergillus niger imobilizada em espuma
rigida de poliuretano, ndo verificou diferenca entre cortes longitudinais (1, 2, 3, 4),
porém ao avaliar 0os cortes transversais verificou que o segmento inferior apresentou
maior atividade pectinolitica, sugerindo que a pectinase tenha maior densidade que
o material utilizado para a sintese da espuma, depositando-se no fundo do copo.

A Tabela 12 apresenta os valores de atividade de exo-PG e biomassa
produzidas pelo fungo imobilizado in situ, utilizando trés velocidades de agitagao

durante a bioproducéao (0, 90 e 180 rpm, na temperatura de 30°C durante 48 h.

Tabela 12: Atividade de exo-PG e biomassa obtidos em diferentes velocidades de
agitacdo durante a producdo de exo-PG por P. brasilianum imobilizado in situ apés

48 h de producéo.

Agitacdao Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
Orpm 0,91 £ 0,04° 0,90 + 0,09%
90 rpm 1,13+ 0,02° 1,12 +0,11°

180 rpm 2,01+0,01° 1,12+0,11°

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.

Bem como no estudo realizado com o fungo imobilizado por contato, a
agitacdo de 180 rpm apresentou melhor influencia na producdo de exo-PG, além
disso, o desprendimento de biomassa ndo diferiu significativamente na velocidade 0
rpm, ou seja, sem agitacdo, demonstrando que com a imobilizag&o in situ se obtém

uma menor difusdo de biomassa para o meio.
5.4 CINETICA DE BIOPRODU(;AO DE EXO-PG COM P. brasilianum IMOBILIZADO
A cinética de producao foi realizada a partir da bioproducdo de exo-PG nas

condi¢des que apresentaram melhores resultados para o microrganismo imobilizado

por contato e in situ na espuma de poliuretano e podem ser observados na Figura 8.
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A producdo maxima de exo-PG foi atingida em 48 h para ambos os métodos
de imobilizacdo. Tanto a técnica in situ, quanto por contato possibilitaram uma
atividade maxima de 2,01 U/mL, valor superior ao encontrado para a producéo pelo
microrganismo livre (1,71 U/mL), como apresentado na Tabela 13. Esse aumento
na producdo da exo-PG pelo microrganismo imobilizado possivelmente ocorre
devido a elevada concentracdo de células que a imobilizacdo proporciona, bem
como as caracteristicas favoraveis do poliuretano como um suporte, como suas

propriedades mecanicas, porosidade e grande area exposta.

Figura 8: Producdo de exopoligalacturonase de P. brasilianum imobilizado por
contato (a) e in situ (b).
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O pH apresentou 0 mesmo comportamento do fungo livre, com queda até as
48 h devido a liberacdo de acido galacturbnico e posterior aumento devido ao
consumo da fonte de nitrogénio disponivel no meio.

Em relacdo ao consumo de substrato (Figura 8), observa-se que o carbono
organico total, apresentou decréscimo progressivo até o final das 96 h de
bioprodugéo, tanto para o microrganismo imobilizado por contato (consumo de
68,8%), quanto in situ (consumo de 76,2%), comportamento similar ao P.
brasilianum livre. Em 48 h, quando ocorre a maxima producdo de exo-PG, o
consumo de carbono chega a 54,6% para o imobilizado in situ e 40,08% para o
imobilizado por contato. O consumo de nitrogénio total para o imobilizado por
contato e imobilizado in situ atingiu consumo de 44,7% e 61% (respectivamente)
apos 48 h de fermentacéo.

Efeitos positivos na imobilizacdo de microrganismos também foram
visualizados por Mesquita (2018), que ao imobilizar Xanthomonas campestris com
sintese simultdnea de poliuretano (imobilizacdo in situ), obteve um aumento de
274% na producdo de goma xantana. Wan-Mohtar et al. (2016), na imobilizagdo por
contato de Ganoderma lucidum em poliuretano visando producdo de
exopolissacarideos, obtiveram elevada producdo principalmente pela reducdo das
limitacOes de transferéncia de massa, que possibilitaram maior acesso ao substrato
por parte das células. Nie et al. (2016) imobilizaram Pseudomonas aeruginosa NY3
em poliuretano, obtendo altos indices de remocao de hidrocarbonetos de efluente
com alta concentracao de 6leo

Na Tabela 13, nota-se que a producdo de exo-PG pelo microrganismo
imobilizado por contato ndo diferiu significativamente do microrganismo imobilizado

in situ.

Tabela 13: Producéo de exo-PG e difusao de biomassa a partir do P. brasilianum

livre e imobilizado por contato e in situ.

Microrganismo Atividade Exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
Livre 1,71+ 0,02° 10,60 + 0,23
Imobilizado in situ 2,01 + 0,012 1,12 +0,11°
Imobilizado por contato 2,01 + 0,032 1,54 +0,19°

Letras iguais indicam n&o haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.



49

Para difusdo de biomassa, o imobilizado in situ foi o que apresentou menor
quantidade difundida, diferindo estatisticamente do imobilizado por contato e do
microrganismo livre. Pode-se atribuir este comportamento a técnica de imobilizacéao
utilizada, uma vez que, o imobilizado por contato apresenta células visiveis aderidas
as superficies enquanto que o imobilizado in situ ndo (Figura 9), sendo que estas
podem mais facilmente se soltar para o0 meio.

O sucesso na imobilizacdo de células em poliuretano € atribuido as suas
excelentes caracteristicas como suporte, principalmente pelas propriedades
mecanicas, porosidade, resisténcia a solventes organicos e grande area exposta

(NIE et al., 2016).

Figura 9: Aspectos dos cubos de poliuretano com P. brasilianum imobilizado por

contato (a) e in situ (b).

Fonte: a autora

Assim, a bioprodugéo da pectinase pelo P. brasilianum imobilizado confere
resultados superiores a producdo pelo microrganismo livre, destacando a reducéo
de biomassa produzida pelo fungo imobilizado em comparagdo com o fungo na sua

forma livre.

5.5 PARAMETROS CINETICOS DA ATIVIDADE DE EXO-PG

A partir dos resultados obtidos da bioproducdo do P. brasilianum livre e
imobilizado por contato e in situ, foram calculados os parametros cinéticos do
processo, apresentados na Tabela 14.

A formacdo do produto (rp) foi a mesma para o0 microrganismo livre e

imobilizado por ambas as técnicas.
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Tabela 14: Parametros cinéticos do processo de bioproducdo de P. brasilianum livre

e imobilizado.

Microrganismo  rx (g.L2h™?) rs (@.Lrh™Y) rp (@.LrhY)  Yes  Yers

Livre 0,22 0,11 0,04 2,07 0,33
Imobilizado in situ 0,02 0,16 0,04 0,15 0,24
Imobilizado contato 0,03 0,06 0,04 0,49 0,57

A velocidade de crescimento microbiano (rx) de P. brasilianum livre é dez
vezes maior que a velocidade de crescimento das células imobilizadas. Mesquita
(2018) verificou o mesmo comportamento na imobilizacdo de X. campestris
pressupondo que a imobilizacdo reduz a duplicacdo celular ou esta passa a ocorrer
mais lentamente, possivelmente devida a restricao fisica do suporte. A velocidade de

O fator de conversao de substrato em produto (Ypss) teve maior valor para a
producgéo pelo fungo imobilizado por contato e menor valor para o imobilizado in situ,
enquanto que para velocidade de consumo de substrato o imobilizado por contato
apresentou menor valor e o in situ apresentou maior valor.

O fator de conversdo em biomassa (Yxs) diminui com a imobilizagéo, o que
sugere que a imobilizacao altere o metabolismo celular em relacdo ao crescimento
das células. A imobilizacdo, principalmente em matrizes porosas, faz com que o
acesso ao substrato seja facilitado (MESQUITA, 2018).

5.6 ESTABILIDADE OPERACIONAL

Na Figura 10 estdo os resultados de bioproducdo de exo-PG pelo fungo
imobilizado por contato e in situ e a difusdo de biomassa do poliuretano para o meio
apos reciclos continuos até obtencédo de rendimento menor que 50% do inicial.

Observa-se que a atividade exo-PG produzida pelo microrganismo diminui
para valores inferiores a 50% de sua producédo inicial apos 4 reciclos de
bioproducdo. Os valores de biomassa aumentam a cada reciclo, possivelmente
porque parte das células oriundas da reproducdo néo ficam aderidas a matriz
(MESQUITA, 2018).



Figura 10: Comportamento do P. brasilianum
poliuretano submetido a reusos sucessivos

biomassa (b).
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As constantes fermentagbes demonstram que, conforme se

desenvolvem os reciclos, a capacidade do microrganismo de produzir a enzima exo-

PG é reduzida e a concentracao de células livres aumenta.

5.7 ESTABILIDADE DE ESTOCAGEM

A estabilidade de armazenamento € um fator essencial para aplicacdes

praticas de células imobilizadas. A viabilidade do microrganismo imobilizado por

contato e in situ foi analisada durante o armaz

enamento em geladeira (4°C) por 45

dias. Ao longo do periodo de armazenamento, 0os cubos de poliuretano foram

submetidos a bioproducédo de exo-PG até 48

exo-PG e de biomassa difundida dos cubos par

h e avaliados quanto a producgéo de

a o0 meio. Na Figura 11 encontram-se

0s resultados de atividade residual de exo-PG até 45 dias de armazenamento do

microrganismo imobilizado in situ e por contato.
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Figura 11: Estabilidade de estocagem do P. brasilianum imobilizado in situ e por

contato armazenado em geladeira durante de 45 dias.
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Apés 30 dias de armazenamento em geladeira, o imobilizado in situ teve
reducdo de 19,4% de sua capacidade produtiva e o imobilizado por contato 30,4%
(Figura 11). A reducdo gradativa da capacidade produtiva observada nos
imobilizados esta relacionada ao aumento de células liberadas (biomassa) para o
meio de producdo (Figura 11b), que, ao passar do tempo, tornam-se fracamente
aderidas ao suporte. Além disso, como mencionado anteriormente, o imobilizado por
contato apresenta células visiveis aderidas em sua superficie, que no decorrer do
armazenamento facilmente se soltam para o meio. Essa reducdo também foi
observada por Mesquita (2018), que ao armazenar ceélulas de X. campestres
imobilizadas in situ em espuma poliuretano durante 30 dias em geladeira (4°C) notou
uma reducédo de 20,5% de sua capacidade de produzir goma xantana.

Decorridos 45 dias de armazenamento em geladeira, foi visualizado uma reducéo de
53,7% para o imobilizado in situ e 55,2% para o imobilizado por contato.

Demonstrando que o armazenamento do fungo imobilizado € viavel para producdo
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de exo-PG até 30 dias em geladeira, apdés este periodo, 0 mesmo perde mais de
50% de sua capacidade produtiva. O comportamento de producdo para ambas as

técnicas ocorre de maneira similar ao longo do periodo de armazenamento.

5.8 PRODUCAO DE EXO-PG COM P. brasilianum IMOBILIZADO POR CONTATO
EM ESPONJA MULTIUSO COMERCIAL

A fim de avaliar a utillizacdo de suportes alternativos, realizou-se a
imobilizacdo do P. brasilianum em esponja multiuso comercial usada, composta por
poliuretano.

Na Figura 12 estdo apresentados os resultados da atividade de exo-PG e
difusdo de biomassa a partir do fungo imobilizado em suporte alternativo ao longo de

96 h, sob condi¢des de cultivo de 30°C e 180 rpm.

Figura 12: Producdo de exopoligalacturonase de P. brasilianum imobilizado em
esponja multiuso comercial usada.
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Em 48 h de producéo, ocorreu a maior atividade de exo-PG (1,85 U/mL), valor
superior ao encontrado pela producéo do microrganismo livre. Esse resultado sugere
gue a esponja comercial pode ser considerada com um suporte alternativo para
imobilizagdo celular, permitindo o reaproveitamento de materiais e possibilitando

uma matriz de baixo custo.
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Os resultados encontrados ao longo das 96 h de fermentagdo podem ser
observados na Tabela 15.

Tabela 15: Atividade de Exo-PG e biomassa obtidos por P. brasilianum imobilizado

por contato em esponja multiuso comercial durante 96 h de bioprodug&o.

Tempo (horas) Atividade exo-PG (U/mL) Biomassa (g/L)
0 0,26 + 0,36 0,02 +0,01
24 1,28 +0,17 1,03+0,01
48 1,85+ 0,05 1,43 +0,10
72 1,28 + 0,05 1,45 +0,21
96 0,68 + 0,08 1,49 +£0,12

Alguns autores relatam a utilizacdo de suportes alternativos e de baixo custo
para a imobilizacdo de microrganismos. Ejaz, Ahmed e Sohaial (2018) imobilizaram
Geotrichum candidum AA15 em sabugo de milho para a producdo de pectinases,
obtendo quantidades de pectinases muito maiores do que obtido das células livres.
Kurade et al. (2019) utilizaram esponja de aco inoxidavel, entre outras matrizes, para
imobilizar a bactéria Brevibacillus laterosporus e a levedura Galactomyces
geotrichum a fim de investigar a descoloragdo de um corante modelo em efluente da
indUstria téxtil. Seus resultados demonstraram o suporte como uma ferramenta
eficaz para aplicagdo potencial na remogdo de corantes téxteis com 90% de
eficiéncia de descoloracao.

Ao comparar a capacidade do P. brasilianum imobilizado por contato em
esponja multiuso comercial em produzir exo-PG, nota-se que seus resultados foram
superiores ao microrganismo livre nas 48 h de produgéo, diferindo significativamente
ao nivel de 5% (Tabela 16).

Tabela 16: Atividade de exo-PG e difusdo de biomassa a partir do P. brasilianum

livre e em diferentes tipos de imobilizacdes em 48 h de bioproducéao.

. . Atividade Exo-PG Biomassa
Microrganismo

(U/mL) (g/L)
Livre 1,70 + 0,02° 10,63 + 0,23%
In situ —= PU 2,01 +0,01° 1,12 +0,11¢
Contato — PU 2,01 +0,03% 2,04 +0,19°
Contato - esponja multiuso comercial 1,85 + 0,05° 1,43 + 0,10°

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% na coluna.
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Em relacdo aos outros tipos de imobilizagdo, houve produgéo
significativamente menor, o que sugere que mais estudos devem ser realizados para
obtencédo de uma producédo maior da pectinase.

De modo geral, a imobilizacdo de células constitui uma técnica utl e

promissora para aumentar a producao de metabdlitos microbianos.
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6 CONCLUSOES

Este estudo mostrou que a imobilizagao de P. brasilianum para a produgéo de
Exo-PG é efetiva, uma vez que se constatou maior producédo de exo-PG comparado
com o microrganismo livre (1,71 U/mL em 48 h), tanto para a imobilizagdo por
contato (2,01 U/mL em 48 h), quanto para a imobilizacdo in situ (2,01 U/mL em 48
h).

Ao comparar os parametros de avaliacdo da imobilizacdo por contato e
imobilizacdo in situ, a técnica in situ apresentou menor quantidade de biomassa
difundida para o meio. A imobilizacdo por contato apresentou uma difusdo de
biomassa para o0 meio 85% menor que 0 microrganismo livre, enquanto que o
imobilizado in situ, apresentou uma reducao de 90%.

A estabilidade operacional das células imobilizadas foi analisada através da
sua capacidade de reuso até se obter uma reducdo de 50% na capacidade do P.
Brasilianum de produzir exo-PG, quando comparado com o valor inicial. Foi possivel
a realizacao de quatro reciclos continuos.

Os imobilizados mostraram baixa reducdo de sua capacidade produtiva apés
30 dias de armazenamento em geladeira, com 19,4% reducdo da atividade
pectinolitica para o imobilizado in situ e 30,4% para o imobilizado por contato. Apos
45 dias de armazenamento, foi visualizada uma reducdo de 53,7% para o
imobilizado in situ e 55,2% para o imobilizado por contato.

A esponja comercial pode ser considerada com um suporte alternativo para
imobilizagéo celular, permitindo o reaproveitamento de materiais e possibilitando
uma matriz de baixo custo, uma vez que ao imobilizar o P. brasilianum, obteve-se
uma atividade de 1,85 U/mL, valor superior ao encontrado pela producdo do

microrganismo livre.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados alcancados, sugere-se a realizacdo dos seguintes

topicos para trabalhos futuros:

Modelagem matematica dos dados de cinética;

Caracterizacao do poliuretano;

Uso de fontes alternativas de carbono, tais como residuos industriais;
Imobilizagdo em poliuretanos de diferentes densidades;

Produzir outros tipos de pectinases com o P. brasilianum imobilizado;

AN NN N NN

Realizar mais estudos para imobilizacdo em suporte de esponja comercial, a
fim de melhorar a producéo de metabdlitos;
v' Imobilizar diferentes tipos de microrganismos em suporte de esponja

comercial usado.
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