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Producgéo média de poligalacturonase por Thermoascus aurantiacus

em Erlenmeyer, contendo meio composto por bagaco de
cana-de-agucar e bagago de laranja (30/70%), com a adi¢éao
de diferentes soluc¢des nutrientes, nos tempos de incubacéo
de 4 e 10 dias

Producédo média de pectina liase por Thermoascus aurantiacus
em Erlenmeyer, contendo meio composto por bagaco de
cana-de-acucar e bagaco de laranja (30/70%), com a adi¢do
de diferentes solugdes nutrientes, nos tempos de incubagao
de 4 e 10 dias

Producdo média de poligalacturonase por Thermoascus aurantiacus

em embalagem de polipropileno, contendo meio composto

por bagaco de cana-de-acgticar e bagaco de laranja (30/70%),
com a adicao de diferentes solugdes nutrientes, nos tempos de

incubacao de 4 e 10 dias

Produgao média de pectina liase por Thermoascus aurantiacus
em embalagem de polipropileno, contendo meio composto
por bagaco de cana-de-agiicar e bagaco de laranja (30/70%),
com a adi¢ao de diferentes solugées nutrientes, nos tempos de

incubacéo de 4 e 10 dias

Efeito do pH sobre a atividade das pectinases produzidas por
Thermoascus aurantiacus através de FES, em meio contendo
30% de bagaco de cana e 70% de bagaco de laranja. Tampées:
acetato 2,5-5,5; citrato 5,5-7,0; tris-HCI 7,0-8,5; Glicina 8,5-11,5.
-B- PG antes da otimizacgdo; -[- PG apés otimizacio; -e- PL

antes da otimizacédo; -o- PL apés otimizacao

Efeito da temperatura sobre a atividade das pectinases
produzidas por Thermoascus aurantiacus em FES

em meio de 30% de bagacgo de cana e 70% de laranja.
-8- PG antes da otimizacgao; -[J- PG apoés otimizacgio;
-e- PL antes da otimizacéo; -o- PL apos otimizacéo.
Tempo de pré-incubacédo: 10 minutos para PG e

30 minutos para PL

AVA
AVAVEY

4 5 6 7 unespwl 12 13 34

1.5

16

17

18



Figura 17: Estabilidade das pectinases produzidas pelo fungo
termofilico Thermoascus aurantiacus através de FES,
frente as variagées de pH, em auséncia de substrato.
-B- PG antes da otimizacgao; -[J- PG ap6s otimizagao;
-e- PL antes da otimizagao; -o- PL apés otimizagao.

Tempo de pré-incubagéo: 24 horas

Estabilidade a temperatura das pectinases
produzidas por Thermoascus aurantiacus através
de FES por 1 hora, em diferentes temperaturas.

-B- PG antes da otimizacao; -[J- PG apds otimizacao;

-e- PL antes da otimizacéo; -o- PL apé6s otimizacgéo

Estabilidade das pectinases produzidas por Thermoascus

aurantiacus através de FES quando expostas a 60°C, por

diferentes periodos. -B- PG antes da otimizac¢ao; -U- PG

apoOs otimizacao; -e- PL antes da otimizacao; -o- PL

apoés otimizagao
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I- RESUMO

O processo de fermentacdo em estado soOlido tem sido
adequadamente empregado para a producdo de diversos tipos de
enzimas microbianas, além de ser um processo simples, de baixo custo
e que geralmente proporciona um alto rendimento. As pectinases sao
enzimas que apresentam uma ampla aplicacdo industrial, sendo
utilizadas principalmente no processamento de sucos e pastas vegetais.
Estas também sdo usadas em processos nos quais € necessaria a
eliminagdo da pectina, como na producao de vinho, no processamento
de café e chas e na industria téxtil.

Este trabalho apresenta a produgédo de exo-poligalacturonase e
pectina liase pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus por
fermentacdo em estado solido de diferentes residuos agro-industriais.
Alguns parametros fermentativos, como recipiente de fermentacao
(frascos Erlenmeyer e embalagem de polipropileno), pH (5,0, 5,5 e 6,0),
umidade inicial do substrato (70% e 80%) e temperatura de incubagao
(50°C e 55°C) foram avaliados, visando o aumento na producao das
pectinases. Foram também avaliados seis tipos diferentes de solugdes
nutrientes como suplemento do substrato. Além disso, foi feita a
caracterizagéo fisico-quimica das enzimas e avaliado o perfil enzimatico
produzido pelo fungo.

No inicio dos ensaios, a fermentagédo ocorreu durante um periodo
de 14 dias. O substrato escolhido para a produgédo das enzimas foi a
base de bagaco de cana-de-agucar e bagacgo de laranja, na proporgéo de
30%/70% (p/p). As condigées que proporcionaram a maior producao de
poligalacturonase foram: 4 dias de fermentagdo, cultivo em frascos
Erlenmeyer, pH inicial 5,0, umidade inicial de 70% e temperatura de

crescimento de 50°C. Ja para a pectina liase, as melhores condi¢ées

foram: 10 dias de fermentacao, cultivo em embalagem de polipropileno,

pH inicial 5,0, umidade inicial de 70% e temperatura de crescimento de
S07C.

AV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 34 15 Te T7 18



Resumo 2

A solugédo nutriente mais apropriada para a produgdo de ambas
as enzimas foi a composta por NH4NO3 a 0,1%, MgSO4 x 7H20 a 0,1% e
(NH4)2S0O4 a 0,1%.

As pectinases obtidas mostraram-se bastante termoestaveis,
mantendo mais de 80% da atividade por 1 hora a 60°C e também
apresentaram estabilidade em uma ampla faixa de pH.

Os resultados obtidos mostraram que o fungo Thermoascus
aurantiacus também apresenta um grande potencial de producdo de
outras enzimas hidroliticas, como carboximetilcelulase, xilanase e

ligninases. A producédo destas enzimas, além das pectinases, mostra

que este microrganismo apresenta um grande potencial de produgao de

complexos enzimaticos, os quais podem ser aplicados em diferentes

processos industriais.
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Abstract 3

II- ABSTRACT

The solid state fermentation process has been adequatly employed
for many microbial enzymes production, besides being a simple process, of

low cost and generally provides high yield. Pectinases are enzymes of large

industrial application, mainly used in juices and vegetal pulp processing.

These enzymes are also used in processes in which the pectin elimination
is necessary, such as wine production, coffee and teas processing and
textile industry. This work presents the production of exo-
polygalacturonase and pectin lyase by the thermophilic fungy Thermoascus
aurantiacus in solid state fermentation using different agro-industrial
residues.

Some fermentative parameters, as fermentation recipient
(Erlenmeyer flasks and polypropylene packing), pH (5.0, 5.5 and 6.0),
initial moisture of the substrate (70% and 80%) and temperature of
incubation (50°C and 55°C) had been evaluated, aiming the increase of the
pectinases production. Six different types of nutrient solutions were also
evaluated as supplement of the substrate. Moreover, the enzymes were
physical-chemical characterized and the fungus enzymatic profile were
evaluated.

In the initial assays, the fermentation occurred during a period of 14
days. The substrate chosen for the enzymes production was the sugarcane
bagasse and orange bagasse, in the proportion of 30%/70% (w/w). The
conditions that had provided the greater polygalacturonase production
were: 4 days of fermentation, cultivation in Erlenmeyer flasks, initial pH
5.0, initial moisture of 70% and growth temperature of 50°C. On the order
hand, for the pectin lyase, the best conditions had been: 10 days of
fermentation, cultivation in polypropylene packing, initial pH 5.0, initial
moisture of 70% and growth temperature of 50°C. The more appropriate

nutrient solution for the enzymes production was composed of NHsNOs3
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Abstract 4

0.1%, MgS0O4 x 7H20 0.1% e (NH4)2SOs4 0.1%. The pectinases were
termostable, retaining more than 80% of their activity for 1 hour at 60°C
and they were also stable in an extensive pH range.

The results obtained showed that Thermoascus aurantiacus has a
great potential of other hydrolytic enzymes production, such as
carboxymethylcelulase, xylanase and ligninases. The production of these

enzymes, besides pectinases, shows that this microorganism has a great

potential of enzymatic complexes production, which can be applied in

different industrial processes.
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Introdugdo 5

III- INTRODUCAO

As pectinases constituem um grupo de enzimas que catalisam a
degradacdo das substancias pécticas presentes no material vegetal e
sdo produzidas principalmente por plantas superiores, fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (ROMBOUTS e PILNIK, 1980).

As pectinases microbianas podem ser produzidas tanto por
fermentacdo submersa (FSM) quanto em estado soélido (FES).
Recentemente, o processo de fermentacdo em estado sdlido tem se
mostrado muito promissor na produgdo de enzimas (PANDEY et al,
2000a). Dentre os processos fermentativos usados para a producao de
enzimas, este apresenta uma série de vantagens em relacdo a
fermentacdo submersa, como a maior concentragdo dos produtos
formados, menor espago requerido para equipamentos, facilidade de
extracdo do produto desejado, e diminuicdo de  problemas de
contaminacdo microbiana (AIDOO et al, 1982). Além disso, permite o
uso de residuos agro-industriais como substratos, os quais sao
convertidos em produtos de alto valor agregado, como acidos organicos,
antibiéticos, biocombustiveis, proteinas e enzimas (PANDEY et al,
2000a).

Ha varios fatores importantes que afetam o processo de FES,
dentre eles, a linhagem microbiana e os substratos adequados. Além
disso, a selecdo de parametros fisico-quimicos e bioquimicos €
fundamental para o bom rendimento da fermentagdo (HESSELTINE,
1972; PANDEY et al, 2000a).

A sintese de enzimas pelos microrganismos € altamente

influenciada pela composicdo do substrato utilizado no processo
fermentativo, particularmente pela concentracao de fontes de carbono e
nitrogénio. Assim, a sele¢cdo do substrato a ser utilizado na fermentacéo
representa um importante passo para uma boa producao (TEIXEIRA et
al, 2000). Na maioria dos casos, um simples enriquecimento do

substrato com uma fonte de nitrogénio, minerais ou vitaminas €
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Introdugédo 6

suficiente para a produgcdo de quantidades significativas tanto de
biomassa microbiana quanto de enzimas (BISARIA e GHOSE, 1981;
ELISASHVILI, 1993).

Diferentes recipientes também podem diferir em algumas
propriedades importantes, como concentracdo de oxigénio e
transferéncia de calor, influenciando o crescimento do microrganismo e,
consequentemente, a producao enzimatica. Dessa forma, a selecao de

recipientes (fermentadores) torna-se importante nos estudos de

otimizacao das condi¢cdes de produgdo de enzimas (AIDOO et al., 1982).

-

A producao de pectinases por microrganismos € também
altamente influenciada pelas condigdes de cultivo, em particular pelo
meio de cultura, tipo e concentracao da fonte de carbono, pH e umidade
inicial do substrato e temperatura de cultivo do microrganismo
(AGUILAR et al, 1991).

Dessa forma, é fundamental o conhecimento dos parametros que
afetam a sintese do produto que se deseja obter em um determinado
processo fermentativo, considerando que tais condi¢ées podem variar
entre os diferentes microrganismos, assim como para os diferentes
produtos (BRAVO et al, 2000).

As pesquisas de producdo de enzimas por microrganismos
termofilicos tém crescido significativamente nos tultimos anos (HOLST et
al, 1997; VIEILLE e ZEIKUS, 2001). A atencédo dos pesquisadores para
estes microrganismos deve-se principalmente as caracteristicas
intrinsecas de suas enzimas, tais como a alta estabilidade a
temperatura, ao pH e a agentes quimicos (BRUINS et al, 2001).

As enzimas dos termofilicos sdo geralmente mais termoestaveis
quando comparadas com as dos mesofilicos e podem ser usadas em
diversos processos industriais, podendo substituir enzimas mesofilicas
ou agentes quimicos. Sob o ponto de vista industrial, torna-se cada vez
mais importante a selecio e o estudo das propriedades de enzimas

produzidas por microrganismos termofilicos, uma vez que estas enzimas
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Introdugao 7

atuam em varios processos que requerem altas temperaturas (BRUINS
et al, 2001).

A caracterizacao das enzimas é um passo importante para que se
conheca suas propriedades de atividade 6tima de atuacdo e de
estabilidade em diferentes valores de pH e temperatura. O

conhecimento destas propriedades permite avaliar o seu potencial de

aplicacao em diferentes processos (KASHYAP et al, 2001).

O conhecimento do perfil enzimatico, ou seja, do conjunto de
enzimas que um microrganismo produz em um determinado substrato,
permite avaliar as potencialidades do preparado enzimatico obtido. A
presenca de um conjunto especifico de enzimas pode ser desejavel em
alguns processos, por exemplo, no processamento de alguns tipos de
sucos, mas, por outro lado, alguns processos requerem a presenca de
apenas um grupo enzimatico especifico. Dessa forma, € importante
conhecer quais enzimas sdo produzidas por determinado
microrganismo, quando visa-se a aplicacdo industrial das mesmas
(ALKORTA et al, 1998).
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Objetivos gerais 8

IV- OBJETIVOS GERAIS

Estudar a producédo de pectinases termofilicas e termoestaveis pelo
fungo termofilico Thermoascus aurantiacus através de fermentacao em

estado solido utilizando residuos agro-industriais como substratos;

Avaliar o efeito do tipo de embalagem e da suplementagao do substrato

com diferentes fontes de nutrientes, sobre a produgéo das enzimas em

FES;

Estudar os efeitos da variacdo do pH, temperatura e umidade, sobre a

produg¢ao das enzimas;

Caracterizar as pectinases e tragar o perfil enzimatico produzido pelo

fungo.
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Revisdo bibliogrdfica 9

V- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- Substancias pécticas

As substancias pécticas sao polissacarideos acidos coloidais,
constituidos de uma cadeia principal de residuos de acido galacturénico
ligados por ligagées o (1 — 4). As cadeias contém regides ricas em L-
ramnose, contendo arabinose, galactose e xilose como cadeias laterais.
Os grupos carboxilicos do acido galacturénico sdo parcialmente
esterificados por grupos metil e parcial ou completamente neutralizados
por ions sodio, potassio ou aménio. Alguns dos grupos hidroxilas nos
carbonos C2 e C3 podem estar acetilados (FOGARTY e WARD, 1972).

Baseado nos tipos de modificagcbes da cadeia principal, as
substancias pécticas sdo classificadas em protopectina, acido péctico,
acido pectinico e pectina (ROMBOUTS e PILNIK, 1980).

1.1- Protopectina: é o termo usado para descrever as substancias
pécticas insoluveis em agua, das quais se originam as substancias
pécticas soluveis.

1.2- Acido Péctico: sdo os acidos poligalacturénicos que nao

apresentam metoxilacao.

1.3- Acido Pectinico: sdo os acidos poligalacturénicos que

contém quantidades variaveis de grupos metoxilicos. Estes compostos
apresentam a propriedade de formar gel na presenca de agucar e
cations divalentes.

1.4- Pectina: € o nome genérico de misturas pécticas que contém
acido pectinico como maior componente (Fig. 1).

As substancias pécticas sao os maiores componentes da lamela
meédia e parede celular primaria das células vegetais, podendo estar
interligadas com outros polissacarideos estruturais, como a celulose e
hemicelulose. Além da fungao adesiva que exercem nas paredes
celulares das plantas superiores, estas também estdo envolvidas nas

interagdes entre as plantas e seus patégenos e nas diferencas de

AVA
AVAVEY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 34 15 Te T7 18



Revisao bibliogrdfica 10

textura das frutas e vegetais durante o seu crescimento,
amadurecimento e armazenamento (ROMBOUTS e PILNIK, 1980).
Tradicionalmente, as substancias pécticas sao usadas na
industria de alimentos como agentes geleificantes e como fibras
nutricionais (ALKORTA et al., 1998). Por outro lado, podem representar

um problema nas varias etapas do processamento de frutas e vegetais,

visto que seu arraste, apoés o rompimento da parede celular, pode

causar turbidez em sucos ou incrustacdes em tubulagdes e reatores.

Ao o

H H o™,

Figura 1: Estrutura da molécula de pectina.

2- Enzimas pécticas

As pectinases constituem um grupo de enzimas que catalisam a
degradacdo das substancias pécticas presentes no material vegetal.

A classificacao destas enzimas é baseada no modo de ataque a
cadeia de acido galacturénico dos polimeros pécticos, sendo descritos
trés tipos de enzimas: as desesterificantes (pectinesterases), as
despolimerizantes (hidrolases e liases) e as protopectinases. A
classificacdo ainda pode ser baseada na preferéncia pelo substrato
(pectina ou pectato) e na regidao em que atuam na molécula, podendo,
neste caso, atuar de forma randoémica (atividade endo) ou a partir da
extremidade nao redutora da molécula (atividade exo) (FOGARTY e
WARD, 1972). Os pontos de ataque das enzimas pécticas na molécula

de pectina estdo representados na figura 2.
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Figura 2: Pontos de ataque das pectinases na molécula de pectina.

2.1- Protopectinases

Sao enzimas que solubilizam as protopectinas, formando pectina
soluvel altamente polimerizada (KASHYAP et al., 2001). Estas ainda
podem ser divididas em tipo A, que atuam na regido do acido
poligalacturénico da protopectina e tipo B, que reagem com as cadeias
de polissacarideos que conectam as cadeias de acido poligalacturénico

aos constituintes da parede celular vegetal.

2.2- Enzimas Desesterificantes

2.2.1- Pectinesterases

Sao enzimas que atuam removendo grupos metoxilicos das
substancias pécticas, atuando também sobre a pectina com alto grau
de metoxila¢do, formando acido péctico. A pectina de baixa metoxilagdo
liberada pode ainda ser hidrolisada pela poligalacturonase.

As pectinesterases sdao produzidas por fungos, bactérias,

leveduras e pelas plantas superiores e estdo presentes em praticamente

todos os preparados comerciais de enzimas pécticas.
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Revisdo bibliogrdfica 12

2.3- Enzimas despolimerizantes
Sao enzimas que rompem as ligagdes glicosidicas a (1— 4) entre
os monomeros de acido galacturonico das substancias pécticas,

podendo atuar por hidrélise (hidrolases) ou por - eliminacéao (liases).

2.3.1- Hidrolases

2.3.1.1- Poligalacturonases

Sédo enzimas que catalisam a hidrélise das ligagdes glicosidicas a
(1— 4) no acido péctico. Estas podem ser de dois tipos:

A- Endo-poligalacturonases: atuam pela hidrolise das ligacoes
glicosidicas a (1— 4) internas do acido galacturénico de forma aleatoria,
causando a despolimerizacdo da molécula. Sao produzidas por uma
grande variedade de organismos, como fungos, bactérias e leveduras,
plantas superiores e nematoides parasitas de plantas.

B- Exo-poligalacturonases: sio enzimas que hidrolisam ligagoes

glicosidicas a (1 4) alternadas do acido poligalacturénico a partir da

extremidade nao redutora. Estas podem ainda ser subdivididas em dois
tipos:

B.1- Exo-poligalacturonase 1: hidrolisa ligacdes glicosidicas o
(1-> 4) alternadas do acido poligalacturénico a partir da extremidade
nao redutora liberando monémeros de acido galacturénico.

B.2- Exo-poligalacturonase 2: atua de maneira similar a Exo-

poligalacturonase 1, porém libera acidos digalacturénicos livres.

2.3.1.2- Polimetilgalacturonases
Estas enzimas também atuam pela hidrolise das ligagoes
glicosidicas a (1— 4) internas entre os residuos de acido galacturénico

podendo também ser de dois tipos:
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Revisdo bibliografica 13

A- Endo-polimetilgalacturonases: hidrolisam as ligacdes
glicosidicas o (1—» 4) da molécula de pectina de forma aleatéria,
atuando preferencialmente na pectina altamente esterificada.

B- Exo-polimetilgalacturonases: provocam a clivagem das
ligacoes glicosidicas a (1— 4) da pectina, a partir da extremidade nao
redutora da molécula.

Embora existam alguns trabalhos descrevendo a atividade
catalitica das polimetilgalacturonases, a existéncia destas enzimas
parece ser questionavel, uma vez que preparagbes de
poligalacturonases, contaminadas com pectinesterases, podem ter sido
descritas como sendo de polimetilgalacturonases (ALKORTA et al.,
1998).

2.3.2- Liases

As liases, também chamadas de trans-eliminases, quebram as
ligacoes glicosidicas de qualquer pectato, por agdo endo ou exo-
poligalacturonato liase, ou da pectina (endo e exo

polimetilgalacturonato liase).

2.3.2.1- Polimetilgalacturonato liases (Pectina liases)

Sao enzimas que atuam na quebra da molécula de pectina por um
mecanismo de trans-eliminac¢do de hidrogénio, a partir da ligagdo entre
os carbonos 4 e 5 do acido galacturénico. Estas sdo comumente
chamadas de pectina liases e sua agdo provoca um aumento da
absorbancia a 235 nm, devido a formacgdo de uma dupla ligacao entre
os carbonos envolvidos na reacdo. Estas podem ser divididas em dois
tipos:

A- Endo-polimetilgalacturonato liases: catalisam de forma
aleatoria a ruptura das ligacoes a (1— 4) da pectina.

B- Exo-polimetilgalacturonato liases: catalisam a ruptura das

ligacdoes a (1> 4) da molécula de pectina a partir da extremidade nao

redutora.
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Revisdo bibliogrdfica 14

2.3.2.2- Poligalacturonato liases (Pectato liases)

Sao enzimas que apresentam uma ac¢do semelhante a das

polimetilgalacturonato liases, porém atuam sobre o poligalacturonato

desmetoxilado (acido péctico). Estas também podem ser divididas em
dois tipos:

A- Exo-poligalacturonato liases: catalisam a clivagem das
ligacoes a (1— 4) do acido péctico de forma randémica.

B- Endo-poligalacturonato liases: catalisam a clivagem das
ligacoes o (1= 4) do acido péctico a partir da extremidade néo redutora

da molécula.

3- Fermentacdo em estado sdlido e utilizacdo de residuos
agro-industriais na producédo de enzimas microbianas

A fermentagdo em estado sélido (FES) pode ser definida como o
processo fermentativo que ocorre na auséncia ou proximo da auséncia
de agua livre, empregando um substrato sélido natural como fonte de
carbono e energia ou ainda esse substrato pode servir apenas como
suporte inerte, devendo ser enriquecido com outras fontes de carbono e
nutrientes. O mesmo, no entanto, deve conter umidade suficiente para
sustentar o crescimento microbiano, sendo que as moléculas de agua
estio na forma adsorvida ou complexadas com a matriz sélida
(PANDEY, 1992; PANDEY, 2000a).

3.1- Historico

Desde o inicio da sua histéria o homem utiliza microrganismos
para o seu beneficio. O processo de fermentacdo em estado solido,
associado a diferentes organismos, sempre representou um importante
instrumento para a obtencdo de produtos de interesse econdémico. O
uso de microrganismos na preparacgio de alimentos (pao, queijo e varios
outros) e como proprio alimento (como os fungos comestiveis
desenvolvidos em madeira e solo) datam de centenas de anos e sao

alguns exemplos da utilizagao do processo de FES (AIDOO et al., 1982).
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Ha aproximadamente 2600 anos A.C. o processo fermentativo ja
era usado pelos egipcios na produgédo de pao (OOIJKAAS et al., 2000) e
o desenvolvimento do processo “Koji” data de 1000 anos A.C. (AIDOO et

al.,, 1982). Este ultimo consiste em uma preparacdo enzimatica obtida

pelo crescimento do fungo Aspergillus oryzae e Aspergillus soyae em

arroz cozido e outros cereais, utilizada na producgédo de varias comidas
orientais (CANNEL e MOO-YOUNG, 1980). Este processo é de grande
importancia histérica para a tecnologia da FES e pode ser considerado
como um prototipo da mesma.

Recentemente, a FES tem mostrado ser um processo muito
promissor no desenvolvimento de varios bioprocessos, como na
biorremediacao e biodegradacao de compostos toxicos, desintoxificagao
de residuos agro-industriais, biotransformacgao de residuos de colheitas
para enriquecimento nutricional e na obtengéo de produtos de alto valor
agregado, como metabdlitos secundarios (antibidticos, alcaloides,
fatores de crescimento vegetal, etc), acidos organicos, biopesticidas,
biocombustiveis, compostos aromaéticos e enzimas (PANDEY et al,
2000a).

3.2- Caracteristicas gerais da fermentacdao em estado sélido

Ha varios fatores importantes que afetam o processo de FES,
dentre eles, a linhagem microbiana e os substratos adequados. Além
disso, a selecido de parametros fisico-quimicos e bioquimicos €
fundamental para o bom rendimento da fermentagdo (HESSELTINE,
1972; PANDEY et al., 2000a).

Na producdao de enzimas, linhagens bacterianas tém sido
selecionadas e utilizadas com sucesso, principalmente aquelas
pertencentes ao género Bacillus. Dentre os fungos filamentosos, os
Phycomicetos (Mucor e Rhizopus), Deuteromicetos (Aspergillus e
Penicillium) e Basidiomicetos sdo ainda os mais utilizados (PANDEY et
al., 2000a).
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A selecdo do substrato para os processos de FES depende de
varios fatores, principalmente aqueles relacionados ao seu custo e
eficiéncia. Neste contexto, a utilizacdo de residuos agro-industriais
torna-se um atrativo para os processos de FES.

A aplicacdo destes residuos em bioprocessos tornou-se
importante sob o ponto de vista ambiental, reduzindo problemas
relacionados ao seu manejo inadequado e consequentes danos
ambientais. Além disso, o baixo custo e a grande disponibilidade desses
materiais fazem dos mesmos excelentes substratos alternativos para
varios processos industriais (PANDEY et al., 2000b).

3.3- Vantagens da FES

A fermentacdo em estado sOlido apresenta uma série de
vantagens em relacdo a submersa (FSM). Dentre estas vantagens,
destacam-se  (AIDOO et al.,, 1982; CANNEL e MOO-YOUNG, 1980;
HESSELTINE, 1972):

1- E um processo mais simples e de menor custo.

2- Ha uma maior concentragcdo dos produtos formados.

3- O produto desejado pode ser facilmente extraido pela adi¢ao de
solventes apropriados.

4- O espago necessario para equipamentos € relativamente
menor, pois uma pequena quantidade de agua é usada, o substrato é
concentrado e o requerimento energético € menor.

5- A aeracéo é facilmente obtida, desde que haja espacos entre as
particulas de substrato.

6- No caso da utilizacdo de fungos, as condi¢gbes nas quais estes
crescem sdo mais similares as de seu habitat natural.

7- Por estar préoximo ou na auséncia de agua livre, a FES reduz
significativamente os riscos de contamina¢do bacteriana. Esta
propriedade torna-se ainda mais notavel quando se utilizam
microrganismos termofilicos, devido a redugdo da contaminagédo por

mesofilicos.
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8- Apresenta um especial interesse nos paises em que ha

abundancia de biomassa e de residuos agro-industriais, que podem ser

utilizados como substratos para o desenvolvimento de varios produtos.

No caso de producdo de enzimas, outros fatores ilustram as
vantagens deste processo, tais como: a menor repressdo catabdlica na
producao enzimatica e a maior termoestabilidade e tolerancia ao pH
das enzimas obtidas.

Solis-Pereira et al. (1993) compararam a produgédo de pectinases
por Aspergillus niger CH4 em FSM e FES, avaliando o efeito da adi¢édo
de glicose, sacarose e acido galacturénico nos dois sistemas
fermentativos. As atividades das enzimas endo-poligalacturonase e exo-
poligalacturonase (0,5 U/mL e 8,0 U/mL, respectivamente) foram
inferiores aquelas obtidas em FES (6,0 U/g e 17,0 U/g,
respectivamente) e altas concentragoes de glicose estimularam a
producdo das enzimas em FES, enquanto que, em FSM, levaram a
repressao catabdlica.

Acuna-Arglelles et al. (1995) compararam a producdo e as
propriedades das pectinases produzidas por Aspergillus niger nos dois
processos fermentativos, investigando o tempo de producdo e a
estabilidade das enzimas a temperatura e pH. A maxima atividade de
endo-poligalacturonase nos dois processos fermentativos ocorreu apos
96 horas de cultivo, sendo cerca de 200 U/g em FES e 150 U/g em
FSM. A produgéo de pectina liase em FES teve o seu pico em 48 horas
(70 U/g), enquanto que em FSM (50 U/g) ocorreu ap6és 96 horas de
cultivo. Segundo os autores, as pectinases produzidas por FES
apresentaram maiores termoestabilidade e estabilidade a valores
extremos de pH. Em pH 9,0, a pectina liase produzida por FES
manteve 50% de sua atividade original, enquanto que aquela obtida em

FSM praticamente nédo apresentou atividade.
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4- Aplicacdo das pectinases na industria de alimentos

A aplicacao comercial das pectinases foi primeiramente observada
em 1930 na produgao de vinhos e sucos de frutas. A partir dos anos 60,
com a maior elucidacdo da natureza quimica dos tecidos vegetais, a
utilizacdo destas enzimas vem sendo feita com maior eficiéncia em
varios outros processos (KASHYAP et al., 2001).

O tecido das frutas é formado por células parenquimatosas cuja

parede celular e lamela média sdo ricas em pectina, celulose e

hemiceluloses. As substancias pécticas representam cerca de 0,5 a 4%

do peso total das frutas e sdo responsaveis pela consisténcia, turbidez e
aparéncia dos sucos obtidos.

Quando a fruta é moida, a célula se rompe liberando a fase
aquosa. Uma fragdo da pectina, chamada soluvel, distribui-se nessa
fase aquosa (suco) e a outra, chamada insolivel, permanece ligada a
parede celular, compondo a polpa. Esta ultima fracdo dificulta a
extragao do suco por prensagem ou por outros métodos mecanicos.
Com adicao de pectinases a polpa, a estrutura do gel entra em colapso
em funcdo da degradacao das moléculas de pectina e o suco é mais
facilmente obtido, aumentando o seu rendimento (DA SILVA et al,
1997).

A turbidez dos sucos de frutas deve-se a presenca de varios
componentes em suspensio, como proteinas e polifendis em um estado
coloidal com as pectinas. Em muitos tipos, principalmente os
cristalinos, a clarificacdo é necessaria para manter a uniformidade do
produto, tornando-o mais atraente ao consumidor (SREENATH e
SANTHANAM, 1992). A clarificagdo, um processo requerido para
facilitar a filtracdo e remover a turbidez do suco, representa a mais
antiga aplicagao das enzimas pécticas (ROMBOUTS e PILNIK, 1980).

Além disso, a presenca das substancias pécticas causa problemas
de geleificacdo durante a concentragdo dos sucos, dificultando a
retirada da agua e podendo causar o entupimento de filtros e a

diminuic¢édo da velocidade do processamento.
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A adicao de pectinases resulta em uma rapida reducgado da
viscosidade, bem como na floculagdo destas micelas presentes
(ALKORTA et al., 1998), permitindo que estas particulas possam ser
separadas por sedimentacdo ou filtracdo. Estas enzimas também sao
utilizadas para a estabilizacdgo da cor e do “flavour” dos sucos
(SOLEHAH et al., 1994).

As enzimas que degradam a parede celular das células vegetais,
incluindo as pectinases, podem ser usadas também na extragao de 6leo
vegetal. Recentemente, preparados comerciais destas enzimas tém sido
usados na producao do 6leo de oliva. Por romperem a parede celular,
elas facilitam a liberacao do oleo nas técnicas de separacao,
aumentando o rendimento (KASHYAP et al., 2001).

Na producéo de vinhos, as pectinases atuam tanto na clarificagéo
do vinho branco, por degradagdo da pectina em suspensido, quanto na
retencdo de cor do vinho tinto, uma vez que facilitam a liberagdo do
pigmento da casca durante a fermentacdo. Além disso, facilitam a
prensagem para a sua extracdo. As pectinases produzidas por fungos,

principalmente de Aspergillus niger, Penicillium notatum e Botrytis

cinerea, sao utilizadas para este proposito (KASHYAP et al., 2001).

As pectinases desempenham também um importante papel na
fermentacdo de cha e café. A fermentacao do café utilizando
microrganismos pectinoliticos é usada para remover a camada de
mucilagem e parte das substancias pécticas do grdo. Estas enzimas,
principalmente as de origem flungica, também sdo utilizadas na
producao de chas. O tratamento enzimatico acelera a sua fermentacao e
melhora as propriedades dos chas em pé instantaneos, devido a
degradacio da pectina. O grau de hidroélise da pectina tem fundamental
importancia econémica nas industrias de processamento de cha e café,
devido ao seu papel significativo no rendimento da produgédo e na
qualidade do produto final (BOCCAS et al., 1994).

Na industria téxtil, a adicdo de pectinases facilita a separacédo das

fibras de celulose através da degradacdo das moléculas de pectina
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interligadas a mesma e a hemicelulose. Estas enzimas também vém
sendo aplicadas na degomagem de fibras derivadas da juta, rami e
outros vegetais utilizados na fabricacdo de roupas, fios, lonas, etc.
Estas fibras contém aproximadamente 20 a 35% de material gomoso
incrustado, constituido principalmente de pectina e celulose, o qual
precisa ser removido para a utilizacdo industrial das mesmas.
Tradicionalmente, a remocao é feita por processos de degomagem
quimica com solugdes alcalinas aquecidas, que geram residuos
prejudiciais ao ambiente e apresentam um alto consumo de energia.
Uma das solugdes para estes problemas vem sendo a utilizacdo de
processos biotecnologicos que envolvem a utilizagdo de pectinases ou
combinagdes de pectinases e xilanases, que, além de ser uma
alternativa econémica, nao provoca danos ao ambiente (KAPOOR et al.,
2001).

As enzimas pécticas representam cerca de 1/4 da producao de

enzimas utilizadas em alimentos. O valor de mercado estimado de todas

as enzimas industriais em 1995 era de US$1 bilhdo, sendo que US$75

milhdes era representado pelas pectinases. O estimado para o mercado
em 2005 é de US$1,7-2,0 bilhdes, com tendéncia ao aumento da

participacao das pectinases nesse montante (KASHYAP et al., 2001).

5- Producdo de pectinases microbianas

As pectinases sdo produzidas principalmente por plantas
superiores, fungos filamentosos, leveduras e bactérias, sendo que as
microbianas podem ser produzidas tanto por fermentagcdo submersa
quanto em estado sélido (ROMBOUTS e PILNIK et al., 1980).

A composic¢ao dos complexos enzimaticos pectinoliticos de origem
microbiana varia com a espécie do microrganismo produtor e, dessa
forma, a selecao de isolados capazes de sintetizar enzimas adequadas é

um processo fundamental para a utilizagdo industrial das mesmas.
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Nos ultimos anos, bactérias, leveduras e fungos filamentosos
despertaram grande interesse de estudo na produgdo de enzimas em
virtude das inimeras vantagens apresentadas por estes organismos,
tais como (BRAVO et al., 2000):

1- Nao necessitam de amplos espagos para o seu crescimento.

2- Os fatores para seu crescimento, como concentragao de

nutrientes, pH, temperatura e concentragdo de Oxigénio podem ser

manipulados.

3- Conseguem degradar variados substratos, inclusive residuos
agro-industriais.

4- Apresentam um crescimento rapido quando em condi¢des
favoraveis.

5- Podem ser manipulados geneticamente para a obtengdo de
linhagens mais produtoras.

As preparacoes de pectinases mais comumente utilizadas sdo de
origem fungica, principalmente de Aspergillus e Penicillium. No entanto,
o estudo de outros microrganismos produtores faz-se necessario,
quando busca-se enzimas com caracteristicas distintas, adequadas a
materiais e processos industriais especificos (SATHISH KUMAR e
PALANIVELU, 1998).

A producdo por microrganismos é afetada por diversos fatores,
como: tipo de processo fermentativo, tempo de incubacédo, tipo de
substrato, umidade, concentragdo de oxigénio, pH e temperatura,
dentre outros.

Os fatores que interferem na producgao de pectinases microbianas
tém sido estudados por diversos autores. Galiotou-Panayotou et al.
(1997) estudaram as condi¢ées Otimas de crescimento de Aspergillus
ATHUM 3482, visando a producéo de poligalacturonase através de FSM.
Os autores investigaram a influéncia do tempo de cultivo, da fonte de
nitrogénio e da temperatura sobre a produgdo da enzima. A maior
producdo ocorreu apés 3 dias de cultivo e o fosfato de amoénia foi a

fonte de nitrogénio que propiciou a maior atividade enzimatica (1,1
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U/mL). A melhor temperatura de cultivo do fungo para a produgéo da
enzima foi 25°C, na qual a atividade foi elevada a 3,2 U/mL.
Alana et al. (1989) estudaram a producgéo de pectina liase (PL) por

dezesseis linhagens fungicas através de FSM, investigando o efeito de

diferentes fontes de carbono, além da presenga de pectina no meio de

cultivo. Os resultados obtidos mostraram que Penicillium italicum foi o
melhor produtor de PL dentre as linhagens testadas; a presenca de
pectina induziu a producao da enzima e esta foi maior quando
adicionou-se 1% de pectina em relagdo a adi¢do de 0,5% e ao meio sem
pectina.

Estudos de produgao de pectinases em FSM utilizando indutores
diferentes da pectina comercial, visando reduzir o custo da producgao,
também vém sendo feitos. Fonseca e Said (1994) compararam a
producédo de endo-poligalacturonase em FSM utilizando polpa de
laranja e pectina como indutores da enzima e observaram que a
primeira foi mais eficiente (0,445 U/mL) em comparagao com a pectina
(0,184 U/mL). Resultados similares foram obtidos por Larios et al.
(1989) com Aspergillus CH4-1043, que apresentou alta producao de
endo-poligalacturonase (endo-PG) e exo-poligalacturonase (exo-PG) em
meio liquido contendo casca de limdo como indutor. A producédo de
endo-PG em meio contendo casca de limao foi 26,17 U/mL, e 6,08
U/mL quando cultivado em meio contendo pectina. A adi¢cdo da casca
de limédo também proporcionou uma maior produgédo de exo-PG (24,0
U/mL) quando comparada com a obtida em meio com pectina (23,7
U/mL).

Minussi et al. (1998) relataram a produgdo de poligalacturonase e
pectina liase por Penicillium griseoroseum na presencga de caldo de cana-
de-acucar. Foi observado que o caldo de cana, mesmo em baixas
concentragoes, foi capaz de induzir a produgao das enzimas.

Estudos comparativos de produgdo de pectinases em FSM e FES
mostram que o processo de FES é geralmente mais eficiente. Solis-

Pereira et al. (1993) compararam a producdo de pectinases por
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Aspergillus niger em FSM e FES utilizando diferentes fontes de carbono.
Os resultados mostraram que a producdo das enzimas foi bem maior
em FES e também indicaram que fenémenos regulatérios, como
indugao-repressdo, sao diferentes nos dois tipos de fermentacao.

O uso de FES para a producgado de pectinases tem sido proposto
com a utilizagdo de diversos residuos agro-industriais como substratos.

Soares et al. (2001) obtiveram boa producdo de pectinases por
cinco linhagens bacterianas pertencentes ao género Bacillus, através de
FES de farelo de trigo. A atividade méaxima de exo-PG foi 40,0 U/g,
apo6s 120 horas de fermentacdao e a de PL foi 1.000,0 U/g, neste mesmo
periodo. Este substrato também foi utilizado com sucesso na produgéo

de poligalacturonase por Aspergillus niger (CASTILHO et al., 1999).

Hours et al. (1988) relataram a producdo de endo-

poligalacturonase por Aspergillus foetidus através de FES, utilizando
polpa de macd como substrato. A maior atividade obtida foi 1062 U/g,
apo6s 48 horas de cultivo. Este material também proporcionou uma boa
producéo de PG por Penicillium expansum, segundo Yao et al. (1996).

Zheng e Shetty (2000) estudaram a produgao de
poligalacturonase por Lentinus edodes, através de FES em polpa de
magcéa e de morango. Os resultados mostraram que a polpa de morango
foi um bom substrato para a producdo da enzima, proporcionando
atividade maxima de 29,4 U/g.

Maldonado et al. (1986) estudaram a producgao de pectinesterase e
endo-poligalacturonase por Aspergillus sp. através de FES, tendo casca
de limado como fonte de carbono. Este substrato também foi utilizado
com sucesso na producéo de poligalacturonase por Aspergillus sp. CH-
Y-1043, conforme relatado por Larios et al. (1989).

Couri et al (2000) relataram a produgdo das enzimas
poligalacturonase, xilanase e protease por Aspergillus niger 3TSB8
através da fermentacdo de casca de banana, de manga e farelo de trigo.
Os resultados mostraram que a casca de manga e o farelo de trigo

foram os melhores substratos para a produc¢édo das enzimas.
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Os estudos com a utilizagao de bagaco de laranja tém mostrado
que este material pode proporcionar uma alta producdo de enzimas
pectinoliticas por diversas linhagens microbianas. Garzéon e Hours
(1992) relataram a produgédo de endo-poligalacturonase por Aspergillus
foetidus em FES, utilizando esse material. A méaxima atividade obtida foi
1687 U/g, apoés 60 horas de cultivo. Ismail (1996) também obteve um
complexo enzimatico contendo pectinase, celulase e xilanase utilizando
bagaco de laranja como substrato para o crescimento de seis linhagens
fangicas.

O bagago de cana-de-agucar também tem sido usado na
producédo de pectinases (ACUNA-ARGUELLES et al.,, 1994). Entretanto,
esse material € geralmente usado como substrato inerte, requerendo
suplementacdo de fonte de carbono e nitrogénio para sustentar o
crescimento microbiano. Sua importancia esta na diminuicao do grau
de compactacao do meio, permitindo uma melhor aeracdo e troca de
calor (OOIJKAAS et al., 2000).

Varios outros residuos agro-industriais também tém sido
utilizados como substratos na produgédo de enzimas pectinoliticas, tais
como farelo de soja (CASTILHO et al.,, 2000), polpa e casca de café
(ANTIER et al.,, 1993; BOCCAS et al.,, 1994) e polpa de cacau (SCHWAN
et al., 1997).

6- Producido de pectinases por microrganismos termofilicos
Dentre os organismos eucariotos, somente poucas espécies de
fungos apresentam a habilidade de crescer a temperaturas entre 45 e

55¢°C. A termofilia em fungos néo é tao extrema como em eubactérias ou

archaebactérias, as quais podem crescer em temperaturas de cerca de

100°C, em fontes termais ou outros ambientes exoticos. Talvez por seu
moderado grau de termofilia e pelo fato de ndo ocuparem ambientes
extremos, os fungos termofilicos ndo vinham recebendo merecida
atencédo (MAHESHWARI et al., 2000).
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No entanto, microrganismos termofilicos tém sido de grande
interesse cientifico, principalmente em relacdo ao seu potencial
biotecnolégico, como a producao de enzimas termoestaveis (HOLST et
al., 1997).

As enzimas produzidas por organismos termofilicos tém sido
estudadas com vistas a sua aplicacdo em bioprocessos, além de
servirem como modelos para estudos bioquimicos. Muitas pesquisas
tém focado a identificagao de linhagens fungicas termofilicas capazes de
produzir enzimas especificas ou o estudo de suas propriedades (BRUINS
et al., 2001).

A habilidade das enzimas termofilicas em atuar a altas
temperaturas permite que os bioprocessos ocorram em temperaturas
mais altas e, com isso, varias vantagens podem ser inferidas (AQUINO,
2000; BRUINS et al., 2001; LEA, 1998):

- Apresentam uma alta estabilidade a temperatura e sao
geralmente mais resistentes a agentes detergentes e a enzimas
proteoliticas.

- Como o processo ocorre a altas temperaturas, o risco de
contaminag¢ao por microrganismos mesofilicos é reduzido.

- Em processos com substratos fluidos, em altas temperaturas a
viscosidade do substrato é reduzida, facilitando o seu bombeamento,
filtracdo e centrifugacdo e permitindo o uso de menor quantidade de
agua, o que consequentemente baixa os custos de producgao.

- Mais substrato pode ser dissolvido em altas temperaturas,
proporcionando um maior rendimento e menor tempo necessario para
OS processos.

- Devido ao fato destas enzimas geralmente serem estaveis em
amplas faixas de pH, estas podem ser usadas no processamento de
varios tipos de sucos e vegetais.

Os fungos termofilicos sdo os principais componentes da

microbiota que se desenvolve em processos de compostagem de material

vegetal e em outros acumulos de matéria organica nos quais o
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aquecimento, a umidade e as condi¢des aerébias provém as condi¢oes
basicas para o seu desenvolvimento (MAHESHWARI et al., 2000).

Pelo fato da pectina ser um importante constituinte da parede
celular vegetal, seria esperado que as enzimas pécticas fossem
comumente produzidas por fungos termofilicos envolvidos na
decomposicao de material vegetal em altas temperaturas. No entanto,
poucas espécies de fungos termofilicos produtores destas enzimas tém
sido isolados e identificados (MAHESHWARI et al.,, 2000) e, da mesma
forma, poucas informagdes sdo encontradas a respeito de
caracteristicas bioquimicas e estruturais de pectinases termofilicas e
termoestaveis.

Sathish Kumar e Palanivelu (1998) investigaram a producao e as
propriedades da poligalacturonase produzida por Thermomyces

lanuginosus em meio contendo pectina como fonte de carbono. A

enzima apresentou maior atividade em pH 5,5 e a 70°C quando pectato

de potassio foi adicionado ao meio e em pH 4,5 e a 50°C quando foi
utilizada apenas pectina como substrato.

Sathish Kumar e Palanivelu (1999) relataram a caracterizagao e
purificacdo da enzima poligalacturonase por este mesmo fungo. A
enzima purificada apresentou a maxima atividade em pH 5,5, uma
temperatura 6tima de 60°C e reteve aproximadamente 50% de sua
atividade a 50°C, apés 6 horas.

Martins et al. (2002) investigaram a producdo e caracterizacédo
das enzimas poligalacturonase e pectina liase pelo fungo termofilico
Thermoascus aurantiacus, através da fermentacdo em estado sélido
utilizando diferentes residuos agro-industriais. O substrato composto
por 30% de bagaco de cana-de-agicar e 70% de bagaco de laranja
proporcionou uma boa produciao de ambas as enzimas, que
apresentaram-se bastante termoestaveis. A atividade maxima da PG
produzida ocorreu em pH 4,5 e a 65°C e a de PL ocorreu em pH 10-
10,5, nesta mesma temperatura. As enzimas PG e PL mantiveram-se

estaveis a 60°C durante 1 e 5 horas, respectivamente.
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Alguns trabalhos de produgdo de pectinases com linhagens
bacterianas termofilicas também tém sido relatados.

Singh et al. (1999a) relataram a produgdo e caracterizagdo de
uma pectato liase por Bacillus licheniformis. A enzima apresentou pH
6timo 11,0 e temperatura 6tima de 69°C. Na temperatura de 65°C, esta
manteve 100% da sua atividade original, durante 2 horas.

Takao et al. (2000) estudaram a produgdo de uma pectato liase
termoestavel por Bacillus sp. TS47 em meio contendo poligalacturonato
e de uma protopectinase, em meio contendo protopectina de liméo. A
enzima pectato liase purificada apresentou atividade maxima em pH 8,5
e a 70°C e manteve 50% da sua atividade original a 65°C durante 13

horas e a 70°C, durante 1 hora.

6.1- Adaptacoes moleculares da termofilia

A temperatura € um dos principais fatores que influencia o
crescimento e a sobrevivéncia dos organismos. Em temperaturas
elevadas, as reagdes quimicas e enzimaticas na célula ocorrem mais
rapidamente e o crescimento microbiano é consequentemente mais
rapido e acentuado. No entanto, sob temperaturas mais altas que a
temperatura o6tima para o microrganismo, as proteinas, os acidos
nucleicos e outros componentes celulares podem ser irreversivelmente
danificados. Além disso, quando a temperatura é aumentada até uma
determinada faixa, o crescimento e as fun¢ées metabdlicas aumentam
até o ponto em que ocorre a inativagdo dos componentes citados
(BROCK et al., 1998).

Diante disso, os microrganismos apresentam uma temperatura
minima de crescimento, abaixo da qual nao ocorre o seu crescimento,
uma temperatura 6tima, na qual o crescimento microbiano é maximo e
uma temperatura maxima, acima da qual o crescimento nao € possivel e
ocorre a morte celular, por colapso da membrana citoplasmatica e

desnaturacao de proteinas e DNA. Estas temperaturas sao geralmente
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caracteristicas para cada microrganismo, mas ndo sao completamente
fixadas, uma vez que podem ser modicadas por fatores ambientais,
principalmente pela composi¢do do meio de crescimento (BROCK et al.,
1998).

Os organismos que se desenvolvem em temperaturas de cerca de
45°C sao chamados de termofilicos, enquanto que aqueles que crescem
em temperaturas superiores a 80°C sdo chamados de hipertermofilicos.
Estas temperaturas elevadas sao encontradas na natureza somente em
algumas areas restritas, como em solos completamente expostos a luz
solar, nos quais a temperatura pode chegar a 50°C e em pilhas de
material vegetal em decomposi¢do, onde a temperatura geralmente
atinge 60-65°C. No entanto, os ambientes que apresentam as maiores
temperaturas sao aqueles relacionados a fenémenos vulcanicos, nos

quais apenas os hipertermofilicos conseguem se desenvolver (VIEILLE e

ZEIKUS, 2001). A condigao de hipertermofilico nao se aplica aos fungos,

visto que os mesmos, por serem organismos eucarioticos, sdo menos
resistentes as elevadas temperaturas, em funcdo do sistema de
membranas, que compde suas organelas, serem susceptiveis ao
desarranjo provocado pelo calor (BROCK et al., 1998).

Os organismos termofilicos apresentam algumas adaptagées que
permitem o seu crescimento sob altas temperaturas. Primeiro, suas
enzimas e outras proteinas sdo muito mais estaveis ao calor que
aquelas presentes nos organismos mesofilicos e atuam otimamente sob
altas temperaturas (PELCZAR et al., 1996).

As termoenzimas, como sdao chamadas as enzimas termoestaveis,
sdo produzidas por microrganismos termofilicos e hipertermoifilicos, os
quais apresentam temperatura 6tima entre 60°C e 125°C (VIEILLE e
ZEIKUS, 1996).

A estabilidade das proteinas é resultado de um balango entre
forcas estabilizadoras e desestabilizadoras das moléculas e,
consequentemente, pequenas mudancas nestas for¢as podem resultar

em uma grande mudanca em sua estrutura funcional. A estabilidade
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conformacional € resultado de um compromisso entre dois fatores
opostos: a flexibilidade, para a funcao catalitica da enzima; e a rigidez,
para a sua estabilidade conformacional. As termoenzimas sdo
significativamente mais rigidas que enzimas mesofilicas a temperatura
ambiente, sendo que esta alta rigidez protege as proteinas da

desnaturacao e mantém a sua estrutura cataliticamente ativa. Este

aumento na rigidez € essencial para preservar a sua estrutura catalitica

ativa e para protegé-la da desnaturacao. Esta rigidez é demonstrada
pela menor taxa de troca de hidrogénio e pela menor susceptibilidade a
degradacdo por protedlise, por agente quimicos e pela temperatura
(BRUINS et al., 2001).

Alguns estudos com enzimas termofilicas tém mostrado que estas
geralmente diferem muito pouco na sequéncia de aminoacidos, quando
comparada com as enzimas que catalisam as mesmas reagdes nos
mesofilicos. Aparentemente, a substituicdo de alguns aminoacidos em
um ou poucos locais das enzimas permite a estas apresentar uma
maior termoestabilidade. Estudos com varios grupos de enzimas
indicam que alguns aminoacidos, como alanina, arginina, prolina e
leucina, contribuem para melhorar a eficiéncia de empacotamento das
enzimas (através de mais interagdes hidrofébicas) e para aumentar a
sua rigidez (através da estabilizacdo de o-hélices e otimizagdo de
interacdes). No entanto, excluindo as variagées filogenéticas, as
termoenzimas sdo geralmente similares as enzimas mesofilicas que
catalisam as mesmas reagoes: a seqiiéncia de aminoacidos é de 40 a
85% similar, suas estruturas tridimensionais siao superpostas e
apresentam os mesmos mecanismos de catalise (VIEILLE e ZEIKUS,
1996).

A estabilidade a temperatura é também conseguida através do
aumento do numero de ligacdes com sais (ligagdo das cargas nos
aminoacidos com Na* ou outros cations) e pelo empacotamento
altamente hidrofébico da proteina. Além disso, fatores extrinsecos,

como poliaminas ou glicosilacdo, ajudam a estabilizar certas
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termoenzimas. Além das enzimas e outras proteinas celulares, a
maquinaria de sintese protéica (ribossomos, RNAs e outros
componentes), bem como a membrana citoplasmatica, sdo também
mais resistentes a temperatura (TOLNER et al., 1997).

A membrana citoplasmatica dos termofilicos é rica em acidos
graxos saturados, que formam muito mais ligagées hidrofébicas que os
acidos graxos insaturados, e permitem as membranas permanecerem
mais estaveis e funcionarem sob temperaturas elevadas (TOLNER et al.,
1997).

Os organismos eucariotos nao se desenvolvem em ambientes com
temperaturas superiores a 60°C. As membranas dos eucariotos
parecem ser mais sensiveis a temperatura do que a membrana dos
procariotos. Isto provavelmente é devido a estabilidade das membranas
das organelas celulares, as quais devem ser suficientemente porosas
para permitir a passagem de moléculas grandes, como o ATP e RNA
(BROCK et al., 1998).

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo no interesse de

producao das termoenzimas, devido ao grande potencial biotecnolégico
que apresentam. Elas tém sido usadas em biologia molecular (como a
Taq polimerase), adicionadas em detergentes (proteases) e nas
industrias de processamento do amido (ax-amilases, glicose-isomerases)
e sdo potencialmente capazes de atuar em outros processos que

requerem altas temperaturas (VIEILLE e ZEIKUS, 1996).
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VI- CAPITULO I: SELECAO DO SUBSTRATO PARA A
PRODUCAO DE PECTINASES PELO FUNGO Thermoascus
aurantiacus ATRAVES DE FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO

1- INTRODUCAO

Recentemente, o processo de fermentacédo em estado sélido tem se
mostrado muito promissor no desenvolvimento de varios bioprocessos e
produtos (PANDEY et al., 2000a). Este processo tem apresentado uma
série de vantagens em relacdo a fermentacdo submersa, tais como: ha
uma maior concentragdo dos produtos formados e o espago requerido
para equipamentos é menor, uma vez que menor quantidade de agua é
utilizada; o produto desejado pode ser facilmente extraido, pela adi¢édo
de um solvente apropriado; a baixa umidade requerida para o
crescimento fingico minimiza problemas de contamina¢dao microbiana
(AIDOO et al., 1982). Além disso, permite o uso de residuos agro-
industriais como substratos, os quais sdo convertidos em produtos de
alto valor agregado, como Aacidos organicos, antibioticos,
biocombustiveis, proteinas e enzimas (PANDEY et al., 2000a).

O uso de fermentagdo em estado solido para a producdo de
pectinases tem sido proposto com a utilizacao de diferentes residuos
agro-industriais, tais como farelo de trigo (CASTILHO et al, 1999;
SINGH et al., 1999b; SOARES, 1999), farelo de soja (CASTILHO et al.,
2000), polpa de maca (HANG e WOODAMS, 1994; HOURS et al., 1998),
bagaco de liméo e laranja (FONSECA e SAID, 1994; GARZON e HOURS,
1992; LARIOS et al., 1989; MALDONADO et al., 1986) e bagac¢o de cana-
de-acticar (ACUNA-ARGUELLES et al., 1994), dentre outros.

As enzimas pécticas sdo utilizadas industrialmente na extragao e
clarificacao de sucos, na maceragao de tecidos vegetais para a produgéo
de pastas e purés (ROMBOUTS e PILNIK, 1978). Estas também séao
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usadas em processos nos quais é necessaria a eliminagdo da pectina,

como na produgéo de vinho e no processamento de café e chas (ACUNA-

ARGUELLES et al., 1995; BOCCAS et al., 1994).

A sintese destas enzimas é altamente influenciada pela
composi¢gdo do substrato utilizado no processo fermentativo,
particularmente pela concentragdo de fontes de carbono e nitrogénio
(TEIXEIRA et al., 2000). Assim, a selecdo do substrato a ser utilizado na
fermentagdo representa um importante passo para uma boa producéo.

A maioria das pesquisas enfocando a fermentacdo em estado
solido vém sendo realizadas com a utilizacdo de microrganismos
mesofilicos. No entanto, a identificagdo de linhagens flngicas
termofilicas capazes de produzir enzimas termofilicas e termoestaveis
especificas tem oferecido alternativas para processos biotecnolégicos
que utilizam enzimas com tais caracteristicas (AQUINO, 2000).

Estas apresentam uma série de vantagens para a aplicacao
industrial, tais como: apresentam uma alta estabilidade a temperatura
e sdo geralmente mais resistentes a agentes detergentes e a enzimas
proteoliticas; como o processo ocorre a altas temperaturas, o risco de
contaminag¢ao por microrganismos mesofilicos é reduzido; em processos
com substratos fluidos, em altas temperaturas a viscosidade do
substrato é reduzida, facilitando o seu bombeamento, filtracdao e
centrifugacdo e permitindo o uso de menor quantidade de agua, o que
consequentemente baixa os custos de producgédo; mais substrato pode
ser dissolvidlo em altas temperaturas, proporcionando um maior
rendimento e menor tempo necessario para os processos (BRUINS et al.,
2001).

Além disso, o processo fermentativo em estado sélido, sob altas
temperaturas, € matéria de poucos estudos. Este processo pode
apresentar alguns problemas, principalmente relacionados ao controle
da umidade, pela rapida evaporagdo de agua em altas temperaturas.
Além disso, devido as atividades metabélicas do microrganismo e

dependendo da altura da camada do substrato, uma grande quantidade
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de calor é produzida durante a fermentagcdo em estado sélido. Como a
temperatura afeta diretamente o crescimento microbiano e a formacgao
do produto, o calor produzido deve ser imediatamente dissipado, para
que o aumento da temperatura ndo prejudique a fermentacao (DEL
BIANCHI, 1990). Este fato pode ser mais grave quando a fermentagéo
ocorre sob altas temperaturas, uma vez que a temperatura pode chegar
a niveis muito elevados.

Estes problemas podem ser solucionados com o desenvolvimento
e utilizacdo de Dbiorreatores especificos para microrganismos
termofilicos. Kalogeris et al. (1999) desenvolveram um biorreator
adequado para este fim. Estes conseguiram manter praticamente

constantes os niveis de umidade e temperatura no biorreator e, além

disso, obtiveram uma alta producao de endo-glucanase, pB-glicosidade e

xilanase pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus.

AV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 34 15 Te T7 18



CapitulolI 34

2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir o substrato mais apropriado para a produgdo de

poligalacturonase e pectina liase pelo fungo Thermoascus aurantiacus,

em fermentacdo em estado sélido;

- Avaliar a influéncia da adi¢ao de bagaco de cana-de-agucar,

utilizado como suporte inerte, na produgdo das enzimas,

- Definir o melhor tempo de cultivo do fungo para a producao de

cada enzima.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Microrganismo

O fungo termofilico Thermoascus aurantiacus 179-5 foi isolado a
partir de amostra de serrapilheira e selecionado em trabalhos anteriores
como bom produtor de xilanase, celulase e pectinase. O fungo foi
identificado no Laboratério de Micologia do Instituto de Botanica de Sao

Paulo.

3.2- Meios de cultivo

3.2.1- Meio de manutencao

O fungo foi mantido em meio Sabouraud, a 7°C em geladeira, sob
oleo mineral e em tubos criogénicos a -20°C, em meio contendo glicerol
a 20%.

3.2.2- Meio para a fermentacédo e obtencdo das enzimas

Foram utilizados como substratos para a fermentacao o bagaco de

cana-de-acucar, fornecido pela Usina de Acucar e Alcool Sdo Domingos

de Catanduva-SP, o bagaco de laranja industrializado fornecido pela
Citrovita S/A de Catanduva-SP e farelo de trigo, adquirido no comércio
local. O bagaco de cana foi lavado com agua corrente, seco a 80°C até
peso constante, moido e peneirado usando peneira para selegdo de
particulas de 0,5 mm. Este foi misturado ao bagaco de laranja ou ao
farelo de trigo, também secos em estufa a 60°C e moidos, nas
proporcoes de 10%/90%, 30%/70% e 40%/60% (p/p). Os materiais,
ap6s misturados e homogeneizados, foram esterilizados em autoclave a

120°C por 30 minutos.

3.3- Fermentacdo em estado sélido
A fermentacédo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL

contendo 5 g de substrato esterilizado (120 °C/40 min). O material foi
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inoculado com 10 mL de suspensdo micelial, obtida através da

suspensdo da cultura de 4 dias em meio Sabouraud, em agua estéril.

Apés a inoculagdo, 10 ml de solugdo nutriente, composta por

0,1% de NH4NOs3, 0,1% de MgSO4 x 7H20 e 0,1% de NH4H2PO4, foram
adicionados em cada frasco. O cultivo foi feito a 50°C, durante 14 dias.
A cada intervalo de 48 horas, um frasco correspondente a cada
substrato foi retirado e em cada um foram adicionados 40 mL de agua
destilada, sendo posteriormente agitados por 40 minutos em “shaker” a
100 rpm. O material foi filtrado e centrifugado a 1000 g durante 15

minutos e o sobrenadante foi utilizado como solugao enzimatica bruta.

3.4- Umidade do substrato
O meio foi hidratado com agua até aproximadamente 75% de
umidade, considerando o volume de agua adicionada com o inéculo e

com a solucao nutriente.

3.5- Medida da atividade enzimatica

3.5.1- Atividade de poligalacturonase (PG)

A atividade de PG foi avaliada numa mistura contendo 0,8 mL de
tampao acetato 0,2 M pH 5,0, contendo 1% de pectina (Braspectina)
com 64-72% de esterificacdo e 0,2 mL de solugdo enzimatica bruta. O
acgucar redutor liberado (acido D-galacturdnico), apdés a incubacgdo da
mistura reacional a 50°C por 10 min., foi quantificado pelo método do
DNS (3,5-acido dinitrosalicilico) proposto por Miller (1959). Uma
unidade de PG foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 pmol de acido galacturdnico por minuto, nas condi¢des de

reacao.

3.5.2- Atividade de pectina liase (PL)
A mistura de reagédo para determinar a atividade de PL foi de 0,4

mL de tampao Tris-HClI 0,2 M pH 8,5, contendo 1% de pectina
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(Braspectina) com 64-72% de esterificagdo e 0,2 mL de solucao
enzimatica bruta. A incubacgdo foi feita a 65°C por 30 min. e a
interrupcao da reagéao ocorreu por adicao de 10 mL de HCl a 0,2 M. A

quantificacdo dos produtos foi feita pela leitura da absorbancia a 235

nm segundo o método de Albersheim (1966). Uma unidade de PL foi

definida como a quantidade de enzima que promove a liberacdo de 1
umol de uronideos insaturados por minuto, nas condi¢oes de reacéo.

Foi utilizado o coeficiente de extin¢gao molar de 5550.

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 383 34 15 16

17

18



Capitulol 38

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram feitos testes para a selegcdo do substrato mais adequado
para a producao de pectinases pelo fungo Thermoascus aurantiacus
através de fermentacao em estado sélido. A produgédo das enzimas foi
testada em farelo de trigo e em bagaco de laranja como substratos, além
da mistura de bagaco de cana-de-agicar com cada um destes materiais
nas proporg¢oes de 10/90%, 30/70% e 40/60% (p/p)-

4.1- Producao de pectina liase e poligalacturonase em farelo

de trigo e em misturas de bagaco de cana e farelo de trigo

Os ensaios de fermentacdao foram realizados combinando-se
bagaco de cana-de-agulcar e de farelo de trigo nas propor¢des de 10, 30
e 40% (cana/farelo). Foi considerada como controle, a fermentacao na
qual foi utilizado somente farelo de trigo como substrato.

Os valores de producdo obtidos para pectina liase (PL) e
poligalacturonase (PG), em farelo de trigo e nas diferentes propor¢oes de
farelo de trigo e bagaco de cana-de-agicar, ao longo do percurso
fermentativo, sao mostrados nas Figuras 3 a 6.

Em farelo de trigo, houve consideravel produc¢do de PL entre o
122 e 142 dia de cultivo, sendo que o valor maximo obtido foi 1622,0

U/g de substrato, no 12¢ dia de fermentacdo. Este substrato também

proporcionou boa producao de PG, a qual iniciou-se apds o 2¢ dia e se

manteve até o 142, com o valor maximo de 36,0 U/g atingido no 102 dia
(Fig. 3).
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Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

6 8 10
Tempo (dias)

Figura 3: Producdo de pectinases por
Thermoascus aurantiacus através de FES, em
farelo de trigo. -m- PG; -0- PL.

Na mistura contendo 10% de bagaco de cana e 90% de farelo de
trigo, a producdo de PL foi pouco menor quando comparada com o0s
valores obtidos em meio composto apenas por farelo de trigo. Esta

iniciou-se no 8¢ dia de fermentacédo, com valor maximo de 1468,0 U/g,

obtido no 102 dia. Um segundo pico foi observado no 142 dia (Fig. 4).

A producgdo de PG foi muito semelhante aquela obtida em farelo
de trigo. Nesta mistura, o periodo no qual houve deteccao de atividade
de PG no material fermentado foi menor (entre o 2° e 4¢ dia de
fermentacgao), sendo que o valor maximo obtido foi 34,0 U/g, no 2¢ dia
(Fig. 4).
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Figura 4: Producao de pectinases por
Thermoascus aurantiacus através de FES de
substrato composto por 10% bagaco de cana e

90% de farelo de trigo. -m- PG;-0- PL.

A producdo de PL na mistura composta por 30% de bagaco de
cana e 70% de farelo de trigo mostrou-se diferente daquela obtida em
farelo de trigo, tanto quanto aos valores maximos quanto ao perfil de
producdo ao longo da fermentacgdo. Nesta mistura também houve dois
picos de producgéo, porém o primeiro ocorreu no 62 dia e o segundo no
122 dia de cultivo, quando foi obtida a maior producdo da enzima
(1236,0 U/g) (Fig. 5). Neste substrato, a producao de PG iniciou-se apos
o 22 e se estendeu até o 62 dia, sendo que o valor maximo foi de 37,0
U/g, apoés o 4° dia. Este perfil também foi bastante diferente do
observado no meio controle a base de farelo de trigo, embora a produgéao

maxima tenha sido muito semelhante (Fig. 5).
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Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

0 2 4 6 10 12 14
Tempo (dias)

Figura 5: Producao de pectinases por
Thermoascus aurantiacus através de FES de
substrato composto por 30% de bagaco de
cana e 70% de farelo de trigo. -m- PG; -O0- PL.

Na mistura contendo 40% de bagaco de cana e 60% de farelo de

trigo, a producao de PL pelo fungo foi menor quando comparada com a

apresentada em farelo de trigo e nas outras proporgdes de bagaco de

cana e farelo de trigo. Nesta mistura, a produ¢ao da enzima iniciou-se
apés 4 dias de cultivo e se estendeu até o 8¢ dia, quando foi
determinado o valor maximo de atividade enzimatica (1004,0 U/g) (Fig.
6).

A de PG também foi menor quando comparada com a obtida em
farelo de trigo e nas misturas de bagaco de cana e farelo de trigo. A
atividade dessa enzima foi detectada apdés 2 dias de cultivo e se
estendeu até o 62, sendo que o valor maximo ocorreu no 42 dia (26,0
U/g) (Fig. 6).

Note-se que a medida em que foi diminuida a proporg¢ao de farelo
de trigo no meio, a producao de PL tendeu a se antecipar, enquanto que
a de PG mudou o perfil ou possivelmente o fungo deixou de produzir um
segundo tipo da enzima, o qual teria sido detectado em farelo de trigo

apos o 82 dia do percurso fermentativo.
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Figura 6: Producao de pectinases por Thermoascus
aurantiacus através de FES de substrato composto

por 40% de bagaco de cana e 60% de farelo de trigo.
-m- PG; -O0- PL.

Os resultados de producao das enzimas obtidos em farelo de trigo

e nas diferentes misturas de farelo de trigo e bagaco de cana-de-agucar

estao sintetizados na tabela 1.

Tabela 1: Produgéo de poligalacturonase e pectina liase em farelo de trigo e nas
diferentes misturas de farelo de trigo e bagaco de cana-de-agucar.
Poligalacturonase Pectina liase

Substrato Producao
maxima
(U/g)

Dia de
cultivo* g cultivo*

Farelo de trigo 36,0 10 12

10% bagaco de cana e 90% farelo de trigo 34,0 10

30% bagago de cana e 70% farelo de trigo 37,0

40% bagaco de cana e 60% farelo de trigo 26,0

* Dia em que se observou a producdao maxima.

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 383 34 15 16

17

18



CapituloI 43

O farelo de trigo e as diferentes combinacgées de farelo de trigo e
bagaco de cana-de-agucar utilizadas em nossos experimentos
proporcionaram, de maneira geral, boa producgéo de poligalacturonase e
pectina liase pelo fungo Thermoascus aurantiacus.

Substratos contendo farelo de trigo tem sido usado com sucesso
na obtencao de pectinases microbianas. Castilho et al. (2000) utilizaram
o fungo Aspergillus niger para a produgédo de pectinases através de FES
de misturas de farelo de trigo e farinha de soja, obtendo producgao
maxima de aproximadamente 18 U/mL de PG, valores maiores que os
obtidos em nossos experimentos, os quais atingiram um maximo de 5,0
U/mL de solugdo enzimatica bruta.

Entretanto, a atividade méaxima de PG obtida por Thermoascus
aurantiacus foi maior quando comparada com a relatada por Solis-

Pereira et al. (1993), que estudaram a producgao de pectinases por

Aspergillus niger através de fermentacdo em estado sélido utilizando

pectina sintética como substrato, obtendo 33,0 U/g, apés 72 horas de
cultivo. Esta também foi maior que a relatada por Zengh e Shetty
(2000), obtida por Lentinus edodes em fermentacdo em estado sélido de
polpa de morango (29,4 U/g) e de maga (20,1 U/g).

Soares et al. (2001) obtiveram boa producdo de pectinases por
cinco linhagens bacterianas pertencentes ao género Bacillus, através de
FES de farelo de trigo. A atividade maxima de exo-PG obtida foi 40,0
U/g, sendo préxima a obtida pelo fungo Thermoascus aurantiacus nesse
meio (36,0 U/g). Quanto a de PL, a atividade maxima obtida pelo fungo
foi maior (1.622,0 U/g) que o valor obtido pela linhagem Bacillus sp
(1.000,0 U/g). A atividade maxima desta enzima também foi muito mais
elevada que a obtida por Aspergillus niger (70,0 U/g), relatada por
Acuna-Argtelles et al. (1995) na fermentacéo sélida de pectina sintética
misturada com bagago de cana-de-aglcar, utilizado como suporte
inerte.

Embora a comparagédo de resultados de pesquisas de diferentes

autores seja importante para a avaliagdo dos dados obtidos, ha que se
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considerar as diferencas de metodologia de fermentacao e de dosagem
de atividade enzimatica usadas. Ainda, quando se trabalha com
fermentacdo em estado solido, o tipo de substrato utilizado, sua
capacidade de retencao das proteinas por adsor¢do das mesmas as
fibras e a relagdo entre volume de solvente usado por grama de material
fermentado, sdo fatores cruciais no momento da comparacéo dos dados.

O farelo de trigo tem sido usado com sucesso também na
producdo de outras enzimas hidroliticas, como celulases (JECU, 2000),
amilases (MULIMANI et al., 2000; RABALHO, 2002), proteases (AIKAT e
BHATTACHARYYA, 2000; COURI et al., 2000) e xilanases (COURI et al,
2000; KALOGERIS et al.,, 1998). O mesmo ocorre com o bagago de
cana-de-agucar, que tem mostrado ser um substrato propicio a
producédo de diversas enzimas, principalmente celulases (DE-PAULA et
al., 1999; MANONMANI e SREEKANTIAH, 1987, MENEZES e HENNIES,
1994) e xilanases (JAIN, 1995).

4.2- Producdo de pectina liase e poligalacturonase em bagaco

de laranja e em misturas de bagaco de cana e de laranja

Os ensaios de fermentacdo foram realizados combinando-se
bagaco de cana-de-agucar e de bagaco de laranja nas propor¢des de
10/90%, 30/70% e 40/60% (cana/laranja). Foi usado como controle a
fermentacdo na qual foi utilizado somente bagago de laranja como
substrato. Os valores de producdo de pectina liase e poligalacturonase
nestes substratos sao mostrados nas figuras 7 a 10.

Quando foi utilizado o bagaco de laranja como unico substrato

(sem mistura com bagago de cana) a produgédo de PL iniciou-se apds 6

dias de cultivo, sendo detectada até o 14°, com a maior producao
(1160,0 U/g) no 12¢ dia (Fig. 7).
Com relacdo a PG, este substrato proporcionou maior producao

da enzima quando comparada com a obtida em farelo de trigo. Esta foi
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detectada no material fermentado no periodo de 2 a 8 dias, com o valor
maximo de 43,0 U/g, no 62 dia (Fig. 7).

Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 7: Producdo de pectinases por
Thermoascus aurantiacus através de FES de
substrato composto por bagaco de laranja.

-m- PG; -oO- PL.

Os meios compostos por bagaco de cana-de-agucar e de laranja
proporcionaram boa producédo de pectina liase e poligalacturonase,
sendo que a de pectina liase foi acentuadamente maior nesses meios do
que naqueles compostos por bagaco de cana e farelo de trigo.

Em meio composto por 10% de bagaco de cana e 90% de laranja

a producao de PL iniciou-se apds 4 dias e foi detectada até o 142, com

pico maximo de 4018,0 U/g, observado no 8¢ dia (Fig. 8).

A producdo de PG foi menor do que aquela obtida no meio de
bagaco de laranja. Esta iniciou-se apds o 22 dia de cultivo e se estendeu
até o 62 dia, tempo no qual ocorreu o seu pico de producao (32,0 U/g)
(Fig. 8).
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Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

" =
6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 8: Producdo de pectinases por
Thermoascus aurantiacus através de FES de
substrato composto por 10% de bagaco de cana e

90% de laranja. -m- PG; -O- PL.

Na fermentacdo da mistura composta por 30% de bagaco de

cana e 70% de laranja, a producdo de PL iniciou-se no 8¢ dia e
estendeu-se até o 122, com produc¢do méaxima de 3013,0 U/g no 10¢ dia
(Fig. 9).

A de PG ocorreu no periodo de 2 a 8 dias, com o pico de 40,0

U/g, detectado no 4¢ dia de cultivo (Fig. 9).
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Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

6 10 12

Tempo (dias)

Figura 9: Producao de pectinases por
Thermoascus aurantiacus através de FES de
substrato composto por 30% de bagaco de cana

e 70% de laranja. -m- PG; -0O- PL.

Quando o substrato utilizado foi a mistura de 40% de bagaco de
cana e 60% de laranja, houve dois picos de produgéo de PL. O primeiro
ocorreu no 4¢ dia (1700,0 U/g) e o segundo, no 10¢ dia (2395,0 U/g)
(Fig.10).

A de PG iniciou-se apés o 2¢ dia, sendo a atividade da enzima
detectada até o 12¢. Nesta mistura, o valor maximo de atividade foi 37,0

U/g, apos o 4¢ dia (Fig. 10).
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Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

8 10 12

Tempo (dias)

Figura 10: Producdao de pectinases por
Thermoascus aurantiacus através de FES de
substrato composto por 40% de bagaco de

cana e 60% de laranja. -m- PG; -O- PL.

Os resultados de producdao das enzimas obtidos em bagaco de
laranja e nas diferentes misturas de bagaco de laranja e bagago de

cana-de-acucar estdo sintetizados na tabela 2.

Tabela 2: Valores de produgido maxima de poligalacturonase e pectina liase em bagaco
de laranja e nas diferentes misturas de bagaco de laranja e bagaco de cana-de-agucar.

Poligalacturonase Pectina liase

Substrato Producéo
maxima
(U/g)

Dia de Producéo Dia de
cultivo* maxima (U/g) cultivo*

Bagaco de laranja 43,0 1160,0 12

10% pagaco de cana e 90% bagacgo de 32,0 4018,0
laranja

130% bagaco de cana e 70% bagaco de 40,0 3013,0
aranja

40% I_Jaga(;o de cana e 60% bagaco de 37,0 2395,0
laranja

* Dia em que se observou a produ¢do maxima.
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Analisando-se em conjunto as producgdes de PG e PL, conclui-se
que o melhor substrato para a producdo de ambas as enzimas foi a
mistura contendo 30% de bagago de cana-de-acucar e 70% bagaco de
laranja, sendo que o pico de produgdo de PG neste substrato ocorreu
em 4 dias de fermentacgao, enquanto que o da PL ocorreu em 10 dias.

A comparacao entre a producdo de PG e PL durante o
crescimento do fungo Thermoascus aurantiacus sugere uma inducéo
sequencial destas enzimas. A producdo sequencial de pectinases tem
sido relatada por varios autores (ACUNA-ARGUELLES et al, 1995;
FONSECA e SAID, 1995; HUGOUVEIEX-COTTE-PATTAL et al., 1996).
De acordo com Hours et al. (1988) o fungo Aspergillus foedidus
crescendo em polpa de magéd produz PG e PL apdés 48 e 96 horas,
respectivamente.

Fonseca e Said (1995) também relataram a produgéo sequencial

de um complexo pectinolitico produzido por Penicillium frequentans.

Resultados similares foram encontrados por Maldonado et al. (1986) na
producao de enzimas hemiceluloliticas.

A utilizagdo de bagaco de laranja para a obtencdo de pectinases
através de FES tem sido testada com sucesso para Aspergillus niger e
Penicillium italicum (RIZZATTO, 1999). Garzéon e Hours (1992) também
conseguiram alta producdo de endo-poligalacturonase através da
fermentacao solida de casca de laranja pelo fungo Aspergillus foetidus
(1687,0 U/g).

Ismail (1996) relatou que este substrato proporcionou boa
producao de endo-poligalacturonase, celulase e xilanase por seis
linhagens fangicas. Segundo o autor, a possibilidade de se utilizar o
bagaco de laranja para a obtencado de pectinases garante processos com
menor custo de producgdo. O autor destaca ainda que é necessaria
muita pesquisa sobre as condigdoes de producdo de pectinases nesse
substrato e ressalta a importancia de se obter outras linhagens fungicas
produtoras de enzimas com caracteristicas apropriadas para a

indudstria.
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Segundo Mahmood et al. (1998), as industrias de processamento
de suco de laranja estdo entre as mais importantes do ramo alimenticio
e produzem grande quantidade de residuos derivados do processamento
das frutas. Os autores ressaltam que o aproveitamento destes residuos
pode representar uma alternativa altamente viavel economicamente e

que a fermentacao microbiana deste material pode produzir uma grande

variedade de produtos de alto valor agregado, dentre os quais destacam-

se enzimas, acido citrico e acido glutamico, dentre outros.

Garzon e Hours (1992) também destacaram a importancia da
realizagdo de mais pesquisas relacionadas ao aproveitamento deste
residuo para a producao de pectinases, principalmente relacionadas ao
estudo da suplementacao deste material com outras fontes nutrientes e
da composicdo do “pool” enzimatico que este material pode
proporcionar, quando wusado como substrato em processos

fermentativos.
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VII- CAPITULO II: EFEITOS DE DIFERENTES FONTES
DE NUTRIENTES E TEMPO DE CULTIVO SOBRE A PRODUCAO
DE POLIGALACTURONASE E PECTINA LIASE EM FRASCOS
ERLENMEYER E EM EMBALAGEM DE POLIPROPILENO

1- INTRODUCAO

As substancias pécticas sdao naturalmente degradadas por
pectinases, que podem ser produzidas por uma grande variedade de
organismos, como vegetais superiores, nematéides parasitas de plantas,
fungos, bactérias e leveduras (ROMBOUTS e PILNIK, 1978).

Na industria de alimentos, as pectinases sdo aplicadas na
extracao e clarificacao de sucos, na clarificacao de mosto de vinhos e na
maceracgédo e liquefacao de frutas e vegetais. Estas também vém sendo
utilizadas na industria téxtil, facilitando a extracéo de fibras de celulose
e a degomagem de fibras (KAPOOR et al., 2001).

Os fungos sdo os mais importantes microrganismos utilizados
pela industria para a producdao de pectinases. As preparacoes
enzimaticas mais comumente utilizadas sdo as produzidas por
linhagens de Aspergillus e Penicillium, que exibem alta producédo de
poligalacturonase e pectina liase. No entanto, o estudo de outras
linhagens fungicas produtoras destas enzimas é de fundamental
importancia, quando pretende-se produzir enzimas com caracteristicas
distintas e apropriadas a aplicagdes industriais especificas (FOGARTY e
WARD, 1972; ALKORTA et al., 1998).

A capacidade destes microrganismos crescerem em materiais
ligno-hemi-celuldsicos é uma caracteristica importante que permite o
aproveitamento de residuos vegetais como substrato para producgdo de
biomassa e bioprodutos. A matéria organica presente nos residuos
agricolas e agro-industriais, como o bagago de cana-de-agucar e o

bagaco de laranja, aumenta dia a dia, tornando-se um problema com

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 383 34 15 16

17

18



Capitulo II 52

relacao a espago para depoésito e poluicdo do meio ambiente (PANDEY
et al., 2000a; ISMAIL, 1996).

Analises quimicas de bagaco de laranja seco revelaram que este
material € composto por pectina (~23,5%), celulose (~19,2%),

hemicelulose (~34,0%), materias solaveis (~21,5%) e cinzas (~1,8%)

(Ismail, 1996). Ja o bagaco de cana-de-aglicar é constuido por celulose
(~ 50%), hemicelulose e lignina (~ 25% cada) e cinzas (~2,4%) (PANDEY

et al., 2000b). Estes residuos representam uma fonte de menor custo
para o crescimento microbiano, para a producao de biomasssa ou
enzimas. Na maioria dos casos, um simples enriquecimento destes
compostos com uma fonte de nitrogénio, minerais ou vitaminas €
suficiente para a produgdo de quantidades significativas tanto de
biomassa microbiana quanto de enzimas (BISARIA e GHOSE, 1981;
ELISASHVILI, 1993).
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2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da suplementacao do substrato composto por

bagaco de cana-de-aglicar e bagaco de laranja (30%/70%), com

diferentes fontes de nutrientes sobre a produgdo das enzimas
poligalacturonase e pectina liase em frascos Erlenmeyer e em

embalagem de polipropileno;

- Avaliar a producédo das enzimas nos tempos de cultivo de 4 e 10

dias, em frascos Erlenmeyer e em embalagem de polipropileno.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Microrganismo
O microrganismo, o meio de manutencdo da cultura e o meio para
a fermentacdo em estado soélido estdao descritos nos itens 3.1, 3.2.1 e

3.2.2 do capitulo I.

3.2- Estudo da suplementaciao do meio com nutrientes

Foram estudadas as seguintes fontes de nutrientes como aditivos
ao meio de fermentacao (p/v):

-Solugédo nutriente 1: composta por NH4NO;3 a 0,1%, MgSO4 x
7TH20 a 0,1% e (NH4)2SO4 a 0,1%.

-Solugdo nutriente 2: peptona a 0,5% e Mg SO4 x 7H20 a 0,1% .

-Solucao nutriente 3: agua de lavagem de farelo de trigo obtida
por suspensao de farelo de trigo em agua (1:1 p/v), por 30 min., e
centrifugacao.

-Solucédo nutriente 4: soro de leite obtido da fabricagao de queijo,
fornecido pela Cooperativa de Laticinios Colar, Sdo José do Rio Preto-SP

-Solucdo nutriente 5: “4gua amarela” obtida do processamento
de suco de laranja (Citrovita S/A Catanduva-SP).

-Solugdo nutriente 6: composta por uma suspensao 0,5% de
farinha de soja em agua.

-Solugéao 7 (controle): agua.

3.3- Recipientes de fermentacédo
A producgao de pectinases ocorreu em frascos de Erlenmeyer de

250 mL contendo 5 g do substrato (item 3.2.2 do capitulo I)) e em

embalagem de polipropileno, contendo 30 g deste material. A

embalagem de polipropileno, com 30 cm x 20 cm, teve sua abertura
fechada com um tubo de PVC de 5 cm de diametro, cuja luz foi fechada

com algodao.
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3.4- Fermentacdao em estado solido

Na fermentagédo em frascos Erlenmeyer, o material foi inoculado
com suspensao micelial de cultura de 4 dias em meio Sabouraud
suspendida em 10 mL de agua destilada estéril. Apés a inoculacao, 10
ml das solugdes nutrientes a serem testadas foram adicionados em
cada frasco.

As embalagens de polipropileno foram inoculadas com 60 mL da
suspensdo micelial, apés o que 60 ml de solugdo nutriente foram
adicionados em cada embalagem.

O cultivo foi feito a S0°C durante 14 dias. Em intervalos de 48
horas, um frasco e uma embalagem correspondente a cada tratamento
foram retirados. Em cada um foi adicionado 8 mL de agua destilada por
grama de material fermentado, sendo posteriormente agitados durante
40 minutos em “shaker”, a 100 rpm. O material foi filtrado e
centrifugado a 1000 g durante 15 minutos e o sobrenadante foi

utilizado como solugédo enzimatica bruta.

3.5- Umidade do substrato
O meio foi hidratado com agua até aproximadamente 75% de
umidade, considerando o volume de agua adicionada com o inéculo e

com a solucao nutriente utilizada

3.6- Planejamento experimental para o estudo dos fatores

solugao nutriente e tempo de cultivo

Foram estudados os fatores tempo de cultivo do fungo (4 e 10
dias) e tipos de solu¢ao nutriente (citadas no item 3.3), segundo um
planejamento fatorial 2x7. Os tratamentos realizados sdo apresentados

na tabela 3. Cada amostra correspondeu a um frasco ou uma

embalagem de cultura e os experimentos foram feitos em trés

repeticoes.
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Tabela 3: Tratamentos aplicados no experimento fatorial 2x7.
Tempo (dias) Composicao do meio

Meio base + solugao nutriente 1
Meio base + solucao nutriente 2
Meio base + solug¢do nutriente 3
Meio base + solucao nutriente 4
Meio base + solucao nutriente 5
10 Meio base + solucao nutriente 6
Meio base + agua
Meio base= mistura de bagaco de cana e bagaco de laranja na proporc¢ao
30/70%.

3.7- Medida da atividade enzimatica
3.7.1- Atividade de poligalacturonase (PG)
A atividade de PG foi medida conforme descrito no item 3.5.1 do

capitulo I. Uma unidade de PG foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 umol de acido galacturénico por minuto, nas

condig¢oes de reacgao.

3.7.2- Atividade de pectina liase (PL)

A atividade de PL foi medida conforme descrito no item 3.5.2 do

capitulo I. Uma unidade de PL foi definida como a quantidade de

enzima que promove a liberagdo de 1 umol de uronideos insaturados
por minuto, nas condi¢cdes de reacdo. Foi utilizado o coeficiente de

extin¢cao molar de 5550.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram feitos testes de producdao das enzimas em frascos
Erlenmeyer e em embalagem de polipropileno, com a adiciao de
diferentes solugdes nutrientes, nos tempos de cultivo de 4 e 10 dias.

Os experimentos foram feitos em trés repeticoes e, a partir dos

dados obtidos, foi realizada uma analise estatistica dos resultados, pelo

programa Estat.

4.1- Producédo das enzimas em frascos Erlenmeyer

4.1.1- Poligalacturonase

Os resultados gerais dos tratamentos aplicados para a producgao
de poligalacturonase em frascos Erlenmeyer estao apresentados na
tabela 4 e na figura 11, na qual pode ser melhor visualizada a influéncia
de cada solugao nutriente na producao de poligalacturonase pelo fungo

Thermoascus aurantiacus, nos tempos de incubagao de 4 e 10 dias.
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Tabela 4: Producao média de poligalacturonase por Thermoascus aurantiacus
em Erlenmeyer, contendo meio composto por bagaco de cana-de-acucar e
bagaco de laranja (30/70%), com a adi¢ao de diferentes solugdes nutrientes,

nos tempos de incubacao de 4 e 10 dias.

Tratamento

Média (U/g)

4 dias- Solucao de sais

4 dias- Agua peptonada

4 dias- Agua de lavagem de farelo de trigo

4 dias- Soro de leite

4 dias- Agua amarela

4 dias- Solucgao de farinha de soja

4 dias- Agua

10 dias - Solucao de sais

10 dias - Agua peptonada

10 dias - Agua de lavagem de farelo de trigo
10 dias - Soro de leite

10 dias - Agua amarela

10 dias - Solugao de farinha de soja

10 dias - Agua

21,8
30,0
25,6
14,1
14,6
18,7
12,1
14,2
16,2
8,7
2,0
8,1
1,0
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B 4 dias
.l % 10 dias|

Ativ. média PG (U/g)

Solucao nutriente

Figura 11: Producdo meédia de poligalacturonase
por Thermoascus aurantiacus em Erlenmeyer,
contendo meio composto por bagaco de cana-de-
aclucar e bagaco de laranja (30/70%), com a adi¢ao
de diferentes solucoes nutrientes, nos tempos de
incubacao de 4 e 10 dias.

Com os dados gerais obtidos com os diferentes tratamentos

aplicados, foi feita a analise de variancia dos experimentos, a qual é

apresentada na tabela 5. A média geral do ensaio foi 13,5 U/g com

desvio padrao de 3,6 U/g e coeficiente de variagédo de 26,4.
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Tabela 5: Analise de variancia da producao de poligalacturonase em
Erlenmeyer em meio composto por bagaco de cana e de laranja (30/70%), a
50°C.

Causas de variacao G.L. S.Q. Q.M. F

Tempo de incubacéao (A) 1 1551,9 1551,9
Solucao nutriente (B) 1401,2 233,5

Fator AX B 6 73,5 12,2

(Tratamentos) 13 3026,6 232,8

Residuo 28 355,5 12,7

NS= néao significativo; **significativo ao nivel de 1%.

Pode-se observar pelos resultados da analise de variancia, que
os fatores tempo de incubagdo e solugdo nutriente exerceram efeito
significativo sobre a produgédo de poligalacturonase ao nivel de 1% de
probabilidade, enquanto que a interacdo entre os dois fatores néo
exerceu efeito significativo na producdo desta enzima, nas condigoes
estudadas.

A aplicagéao do teste de Tukey para as médias de produgao de PG
nos diferentes tempos de cultivo e com a utilizacdo das diferentes fontes
de nutrientes indicou que a produgado média desta foi maior em 4 dias
de incubacéao (19,6 U/g), quando comparada com a obtida em 10 dias
de incubagéo (7,4 U/g).

Além disso, pode-se observar que as solugbes nutrientes que
proporcionaram a melhor produgdo da enzima foram a composta por
peptona a 0,5% e Mg SO4 x 7H20 a 0,1%, a solugdo composta por
NH4NOs a 0,1%, MgSO4 x 7H20 a 0,1% e (NH4)2SO4 a 0,1% e a agua de

lavagem de farelo de trigo, que néo diferiram significativamente entre si
(Tab. 6).
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Tabela 6: Teste de Tukey para as médias de producdo da PG em
Erlenmeyer em relacao aos fatores tempo de incubacao e solucao nutriente.

Fator Meédia (U/g)

Tempo de incubacao (dias)
4 19,6 A

10 7,4 B

Solucao nutriente
Agua peptonada

Solucéao de sais

Agua de lavagem de farelo de trigo

Solucao de farinha de soja
Agua amarela
Soro de leite

Agua

A composi¢ao dos nutrientes utilizados para sustentar o
crescimento microbiano, principalmente relacionados a fonte de
nitrogénio, podem influenciar a produgédo de enzimas microbianas. Para
crescer, todos os organismos precisam de uma variedade de elementos
quimicos como nutrientes, sendo que os elementos quimicos principais
para o crescimento das células incluem carbono, nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, enxofre e fosforo. Estes sdo necessarios tanto para a sintese
quanto para as fung¢des normais dos componentes celulares (PELCZAR,
1996).

Em nossos experimentos, a produgdo de poligalacturonase em
Erlenmeyer sofreu grande variacdo em relacdo as diferentes solugdes
nutrientes utilizadas. Resultados similares foram relatados por
Galiotou-Panayotou et al. (1997) no estudo da produgéo de endo e exo-

poligalacturonase por Aspergillus sp. ATHUM-3482. De acordo com os
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autores, a producdo desta enzima foi maior quando utilizou-se
(NH4)2HPO4 como fonte de nitrogénio, em relagdao a producéao obtida com
(NH4)2S04, KNO3 e NH4NOs3.

Como nao houve diferenca significativa na producdo quando se
utilizou a solugdao composta por peptona a 0,5% e Mg SO4 x 7H20 a
0,1% e a solugdo composta por NHsNOz a 0,1% , Mg SO4 x 7H20 a
0,1% e (NH4)2SOs a 0,1%, em Erlenmeyer, esta ultima foi escolhida para
dar continuidade ao trabalho, visto que apresenta menor custo quando
comparada a peptona.

A influéncia de compostos nitrogenados como sulfato, fosfato e
nitrato de amoénia sobre a produgdo de pectinases tem sido relatada por
varios autores. Sapunova et al. (1997) estudaram a influéncia de
diferentes fontes de nitrogénio na produgdo de pectinases por
Aspergillus alliaceus e seus resultados mostraram que a melhor fonte
foi o (NH4)2SO4, na concentracao de 0,7%. Este resultado corrobora os
de Larios et al. (1989), que concluiram que o sulfato de aménio foi a
melhor fonte de nitrogénio para a producgdo de endo-poligalacturonase
por Aspergillus sp CH-Y-1043, quando comparado com (NH4)HPOs,
NaNO3 e NH4NO:s.

Segundo Kalogeris et al. (1998), solugées nutrientes contendo
sulfato de amoénia também mostraram-se eficientes na produgéo de
endoxilanases pelo fungo Thermoascus aurantiacus. Estes dados sdo
similares aos resultados obtidos em nossos experimentos, uma vez que
a solucao nutriente composta por NHsaNOz a 0,1%, MgSO4 x 7H20 a
0,1% e (NH4)2SO4 a 0,1% proporcionou boa producédo de PG e PL por
esse fungo.

Portanto, a partir da analise estatistica dos dados sobre a

producdo de poligalacturonase pelo fungo Thermoascus aurantiacus,

conclui-se que o tempo de incubagédo de 4 dias e a solucdo de NH4sNO3 a
0,1% , Mg SO4 x 7H20 a 0,1% e (NH4)2SO4 a 0,1% foi a combinag¢do mais

adequada para a producao da enzima.
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4.1.2- Pectina liase

Os resultados gerais dos tratamentos aplicados para a produgao
de pectina liase em frascos Erlenmeyer estdo apresentados na tabela 7 e
na figura 12, na qual pode ser melhor visualizada a influéncia de cada
solucdo nutriente na producao de pectina liase pelo fungo Thermoascus

aurantiacus, nos tempos de incubacido de 4 e 10 dias. Como pode ser

observado, nao houve producéo desta enzima em 4 dias fermentacgao, ja

em 10 dias, houve boa producéo.

Tabela 7: Producao de pectina liase em Erlenmeyer pelo fungo Thermoascus
aurantiacus em FES no experimento fatorial 2x7.

Tratamento Média (U/g)

4 dias- solucao de sais 0
4 dias- Agua peptonada

4 dias- Agua de lavagem de farelo de trigo
4 dias- Soro de leite

4 dias- Agua amarela

4 dias- solucao de farinha de soja

4 dias- Agua

10 dias- solucao de sais

10 dias- Agua peptonada

10 dias- Agua de lavagem de farelo de trigo
10 dias- Soro de leite

10 dias- Agua amarela

10 dias- solucao de farinha de soja

10 dias- Agua
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Figura 12: Producdo média de pectina liase por
Thermoascus aurantiacus em Erlenmeyer, contendo
meio composto por bagaco de cana-de-agucar e
bagaco de laranja (30/70%), com a adicao de
diferentes solugdes nutrientes, nos tempos de
incubacao de 4 e 10 dias.

Observando-se a figura, nota-se que ndo houve diferencas entre
a influéncia das solu¢des nutrientes entre si. Entretanto, a substituicdo
da mesma por agua (controle) levou a uma acentuada reducdo na
producdo da PL, sugerindo a necessidade da suplementacdo do
substrato para a producao da mesma.

Como nao houve produgdo de pectina liase em 4 dias de
fermentacado, as analises estatisticas foram realizadas apenas com os
valores obtidos em 10 dias de fermentacao e os resultados da analise de
variancia sao apresentados na tabela 8. A média geral do ensaio foi
1930,1 U/g, com um desvio padrao de 756,7 U/g e um coeficiente de
variacao de 39,21.

Pode-se observar que, ao contrario do que ocorreu para a
poligalacturonase, o fator solugdo nutriente nao exerceu efeito

significativo na producao desta enzima, nas condi¢oes estudadas.
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Capitulo I 65

Tabela 8: Analise de variancia da producao de pectina liase em Erlenmeyer
em meio composto por bagaco de cana e de laranja (30/70%), a 50°C, no
tempo de 10 dias.

Causa de variacao G.L. S.Q. Q.M. F

Solucao nutriente 6 6518441,2 1086406,9 1,9 ns

Residuo 8017131,3 572652,2

Total 14535572,6

NS= néo significativo.

Através da aplicacdo do teste de Tukey para as médias de
produgédo da enzima, observa-se que a solugdo nutriente que
proporcionou a maior média foi a agua amarela (2315,7 U/g). No
entanto, este valor ndo foi significativamente diferente dos valores

obtidos quando as outras solugdes foram utilizadas (Tab. 9).

Tabela 9: Teste de Tukey para as médias de producdo de pectina liase em
Erlenmeyer.

Fator Média (U/g)
Solucao nutriente
Agua amarela 2315.7
Soro de leite 2314,7

A
A
Agua de lavagem de farelo de trigo 2161,3 A
Solucgao de farinha de soja 2158,0 A
Agua peptonada 2130,7 A

Solucao de sais 1810,7 A

Agua 620,0 A

Nota-se que, ao contrario dos resultados obtidos para a

poligalacturonase, a producao de pectina liase em Erlenmeyer foi maior

quando se utilizou fontes nutrientes organicas de suplementacdo do
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meio. Este resultado € similar ao encontrado por Bansod et al. (1993),

que conseguiram alta producao de xilanases em meio contendo fontes

organicas de nitrogénio.

4.2- Producédo das enzimas em embalagem de polipropileno

4.2.1- Poligalacturonase

Os resultados gerais dos tratamentos aplicados para a producgéo
de poligalacturonase estdo apresentados na tabela 10 e podem ser

melhor visualizados na figura 13.

Tabela 10: Producdo média de poligalacturonase por Thermoascus
aurantiacus em embalagem de polipropileno, contendo meio composto por
bagaco de cana-de-agucar e bagaco de laranja (30/70%), com a adicao de
diferentes solucdes nutrientes, nos tempos de incubacao de 4 e 10 dias.

Tratamento Meédia (U/g)

4 dias-Solucéao de sais 25,4
4 dias- Agua peptonada 16,6
4 dias-Agua de lavagem de farelo de trigo 12,5
4 dias-Soro de leite 10,0
4 dias-Agua amarela 8,7
4 dias-Solugao de farinha de soja 13,7
4 dias-Solucao Agua 10,0
10 dias-Solucéao de sais 13,7
10 dias- Agua peptonada 8,3
10 dias-Agua de lavagem de farelo de trigo 9,6
10 dias-Soro de leite 8,7
10 dias-Agua amarela 1,0
10 dias-Solucao de farinha de soja 3,9

10 dias-Agua 5,8

AVA
AVAVEY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 34 15 Te T7 18



Capitulo Il 67

Ativ. média PG (U/g)

Solucao nutriente

Figura 13: Produciao média de poligalacturonase
por Thermoascus aurantiacus em embalagem de
polipropileno, contendo meio composto por bagaco
de cana-de-agucar € bagaco de laranja (30/70%),
com a adicao de diferentes solugdes nutrientes,
nos tempos de incubacao de 4 e 10 dias.

Como pode ser observado, a atividade de PG foi detectada nos

meios fermentados em ambos os periodos analisados, embora com mais

intensidade nos primeiros 4 dias.
Os dados gerais obtidos indicam diferencas entre os tratamentos

aplicados, confirmados pela andalise de variancia, cujos dados sao

apresentados na tabela 11. A média geral do ensaio foi 10,6 U/g, com

um desvio padrao de 3,1 U/g e um coeficiente de variacao de 28,9.
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Tabela 11: Analise de variancia da producao de poligalacturonase em
embalagem de polipropileno em meio composto por bagaco de cana e de
laranja (30/70%), a SO°C.

Causas de variacao G.L. S.Q. Q.M.

Tempo de incubacao (A) 1 451,5 451,5
Solugao nutriente (B) 6 772,9 128,8
Fator AX B 6 132,7 22,1
(Tratamentos) 13 1357,1 104,4

Residuo 28 261,5 9,3

NS= nao significativo; **significativo ao nivel de 1%.

Pode-se observar que os fatores tempo de incubacédo e solucao
nutriente exerceram efeito significativo sobre a produgdo de
poligalacturonase ao nivel de 1% de probabilidade, enquanto que a
interacdo entre os dois fatores nédo exerceu efeito significativo na
producédo desta enzima, nas condi¢des estudadas.

A aplicagédo do teste de Tukey para as médias de produgao de PG
nos diferentes tempos de cultivo e com a utilizagdo das diferentes fontes

de nutrientes indicou que a producdo média desta foi maior em 4 dias

de incubagéo (13,8 U/g) quando comparada com a obtida em 10 dias de

incubacéo (7,3 U/g).

Além disso, pode-se observar, na tabela 12, que a solugédo
nutriente que proporcionou a melhor producdo da enzima foi a
composta por NH4NO3 a 0,1%, MgSO4 x 7H20 a 0,1% e (NH4)2SO4 a
0,1% (19,6 U/g).
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Tabela 12: Teste de Tukey para as médias dos fatores tempo de incubacao e
solucao nutriente.

Tempo de incubagao (dias) Média (U/g)

4 13,8 A
10 7,3 B

Solucao nutriente

Solucao de sais

Agua peptonada

Agua de lavagem de farelo de trigo

Soro de leite
Solugao de farinha de soja
Agua

Agua amarela

Através dos resultados apresentados para a produgdo de
poligalacturonase, pode-se notar que o tempo de cultivo do fungo e a
solugao nutriente utilizada influenciaram de maneira muito semelhante
a sua producdo em frascos Erlenmeyer e em embalagem de
polipropileno. Como a producao em frascos Erlenmeyer foi maior que
em embalagem de polipropileno, este recipiente foi entdo selecionado

para os estudos posteriores.

4.2.2- Pectina liase

Os resultados gerais dos tratamentos aplicados para a producao
de pectina liase em embalagem de polipropileno estdo apresentados na

tabela 13 e podem ser melhor visualizados através da figura 14.
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Tabela 13: Producao média de pectina liase por Thermoascus aurantiacus em
embalagem de polipropileno, contendo meio composto por bagaco de cana-de-
acucar e bagaco de laranja (30/70%), com a adicao de diferentes solugoes
nutrientes, nos tempos de incubacao de 4 e 10 dias.

Tratamento

Media (U/g)

4 dias- solucéao de sais

4 dias- Agua peptonada

4 dias- Agua de lavagem de farelo de trigo

4 dias- Soro de leite

4 dias- Agua amarela

4 dias- Solucao de farinha de soja

4 dias- Agua

10 dias- solucgdo de sais

10 dias- Agua peptonada

10 dias- Agua de lavagem de farelo de trigo
10 dias- Soro de leite

10 dias- Agua amarela

10 dias- Solucao de farinha de soja

10 dias- Agua

0

0
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Figura 14: Producdao meédia de pectina liase por
Thermoascus aurantiacus em embalagem de
polipropileno, contendo meio composto por bagaco
de cana-de-agucar e bagaco de laranja (30/70%),
com a adicdo de diferentes solucdes nutrientes,
nos tempos de incubacéao de 4 e 10 dias.

Da mesma forma que o observado nas fermentacées em
Erlenmeyer, houve produgdo de PL apenas apdés 10 dias de
fermentacao. Entretanto, o tipo de solugao nutriente usado influenciou
diferentemente a producao da enzima, se comparado os dois recipientes
de fermentacao.

Com os dados gerais obtidos com os diferentes tratamentos
aplicados, foi feita a analise de variancia dos experimentos, a qual é
apresentada na tabela 14. A média geral do ensaio foi 3831,6 U/g, com
desvio padrao de 3284,0 U/g e um coeficiente de variacao de 85,71.
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Tabela 14: Analise de variancia da producao de pectina liase em embalagem
de polipropileno, em meio composto por bagaco de cana e de laranja (30/70%)
a 50°C.

Causas de variacao  G.L. S.Q. Q.M. F

Solucao nutriente 6 103782360,5 17297060,1 1,6 Ns

Residuo 14 150985792,7 10784699,5

Total 20 254768153,1

NS= nao significativo.

Pode-se observar pelos resultados da analise de variancia que,
assim como ocorreu na producao de pectina liase em Erlenmeyer, o
fator solucdo nutriente ndo exerceu efeito significativo na producao
desta enzima em embalagem de polipropileno, nas condi¢des estudadas.

A aplicagao do teste de Tukey, para as médias de producéo de
pectina liase com a utilizagcdo das diferentes fontes de nutrientes,
indicou que a producao média desta enzima foi maior quando utilizou-
se solucao de sais composta por NH4NO3z a 0,1%, MgS0O4 x 7H20 a 0,1%
e (NH4)2SO4 a 0,1% (7151,3 U/g), nao sendo uma produgao
significativamente diferente quando se utilizou as demais solugées (Tab.
15).

Tabela 15: Teste de Tukey para as médias do fator solugao nutriente.

Fator Média (U/g)
Soluc¢ao nutriente

Solucao de sais 7151,3

Solugao de farinha de soja 6360,7
Agua peptonada 5255,0

Agua amarela 3042,7

Agua de lavagem de farelo de trigo 1964,0
Soro de leite 1964,0

Agua 1083,3
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Portanto, a partir da analise estatistica dos dados sobre a
produgdo de pectina liase pelo fungo Thermoascus aurantiacus em
embalagem de polipropileno, pode-se observar que os fatores tempo de
incubagdo de 10 dias e solugcdao de NH4NO3 a 0,1%, MgS0O4 x 7H20 a
0,1% e (NH4)2SOs a 0,1% tornaram a producdao da enzima mais
eficiente.

Os recipientes estudados na produgéo de pectinases pelo fungo
termofilico Thermoascus aurantiacus influenciaram de maneira diferente
a producao das enzimas, visto que a de PG foi maior quando o fungo foi
cultivado em Erlenmeyer, enquanto que a de PL foi maior quando este
foi cultivado em embalagem de polipropileno.

Resultados similares foram obtidos por Menezes e Hennies
(1994), no estudo da producao de enzimas celuloliticas por Aspergillus
niger através de fermentagao soélida utilizando bagaco de cana-de-
acucar, em Erlenmeyer e em fermentador rotativo. A atividade de f-
glicosidase e xilanase foram superiores em Erlenmeyer, enquanto que a
de endoglucanase foi maior em fermentador rotativo.

Diferentes recipientes podem diferir em algumas propriedades
importantes, como concentracdo de oxigénio e transferéncia de calor,
influenciando o crescimento do microrganismo e, consequentemente, a
produgdo enzimatica. Dessa forma, a selecao de recipientes
(fermentadores) torna-se importante nos estudos de otimizagcao das
condi¢oes de producao de enzimas. Diferentes fermentadores tém sido
usados para a obtencdo de enzimas microbianas por FES, oferecendo
processos simples e de baixo custo para a sua producao (AIDOO et al.,
1982).

Ao contrario do que ocorreu para a poligalacturonase, a
diferenca de producdo de PL néo foi significativa, quando relacionada as
diferentes solugdes nutrientes utilizadas. No entanto, a solugdo de
NH4NOs a 0,1%, MgSO4 x 7H20 a 0,1% e (NH4)2SO4 a 0,1%, que

proporcionou a maior média de producdo da enzima, foi selecionada

para os estudos posteriores, tanto para a PG quanto para a PL.
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VIII- CAPITULO III: ESTUDO DA INFLUENCIA DE
FATORES FiSICO-QUIMICOS NA PRODUGCAO DAS PECTINASES

1- INTRODUCAO

As pectinases sdo um grupo de enzimas que degradam as
substancias pécticas, quebrando ligacdes glicosidicas
(poligalacturonase, pectina liase e pectato liase) ou removendo
grupamentos metil (pectinesterase) das cadeias de acido
poligalacturénico (CASTILHO et al., 2000).

Na industria de alimentos, as pectinases podem ser aplicadas na
extracdo (quebrando as moléculas de pectina e melhorando o
rendimento da extragao), clarificagdo e despectinizacdo de sucos de
frutas, melhorando o aspecto e qualidade do produto, na extracao de
6leo vegetal, bem como na producdo de pastas e purés vegetais. Na
industria téxtil, tém sido empregadas na maceragdao do linho e no
tratamento de fibras téxteis brutas, como a juta e o rami, por ajudar na
liberacao das fibras de celulose, apés a quebra da pectina. Estas
enzimas também sao utilizadas na producao de vinhos e na
fermentagao do café, cacau e fumo (BRAVO et al., 2000).

As pectinases podem ser produzidas por fermentacao submersa
(FSM) ou fermentacdo em estado solido (FES), utilizando diversos
residuos agricolas e agro-industriais. Como na fermentacdo em estado
solido os microrganismos crescem em condi¢bes mais similares as do
seu habitat natural, estes sdo capazes de produzir certas enzimas e
metabolitos que podem néao ser produzidas ou entdo sdo produzidas em
pequenas quantidades em fermentagdo submersa (JECU, 2000). No
processo de fermentacao em estado sélido, varios aspectos devem ser
considerados para o desenvolvimento de um bioprocesso. Estes incluem

a selecao do microrganismo e seu substrato, a otimizagcao de
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parametros do processo e o isolamento e purificacgdo do produto
desejado (PANDEY, 2002).

A produgdao de pectinases por microrganismos € altamente
influenciada pelas condi¢cdées de cultivo, em particular pelo meio de
cultura, tipo e concentragdo da fonte de carbono, pH e umidade inicial
do substrato e temperatura de cultivo do microrganismo (AGUILAR et
al., 1991).

Com relacao ao nivel de umidade inicial do substrato, este é um
dos parametros que mais afetam a biossintese de enzimas pectinoliticas
microbianas por fermentacdo em estado sé6lido (BEROVIC e
OSTROVERSNIK, 1997). Em substrato com baixa quantidade de agua

disponivel, os fungos sofrem modificagbes na membrana celular, que

levam a limitacdo de transporte pela mesma, afetando as funcodes
celulares (ACUNA-ARGUELLES et al., 1994). Além disso, a baixa

disponibilidade de agua pode levar a uma reduc¢ao na acessibilidade aos
nutrientes, resultando em um crescimento microbiano pobre. Por outro
lado, elevados niveis de umidade afetam a porosidade do substrato e
impedem a penetragdo de oxigénio no mesmo, interferindo assim no
crescimento microbiano aerobio (PANDEY, 2002).

A temperatura constitui outro fator fundamental que afeta o
crescimento e a producao de metabélitos microbianos. Estes processos
sdo dependentes de reacdes quimicas que sdo afetadas pela
temperatura, uma vez que a temperatura influencia a agdo enzimatica,
a permeabilidade da membrana e a integridade dos componentes
celulares (PELCZAR, 1996). Segundo Denison (2000), o pH do meio
também influencia diretamente a produgédo de metabdlitos, uma vez que
a expressado de varios genes é regulada pelo pH do ambiente no qual o
microrganismo se desenvolve. Além disso, a atividade catalitica das
enzimas pode ser alterada de acordo com a estabilidade destas ao pH.

Dessa forma, é fundamental o conhecimento dos parametros que
afetam a sintese do produto que se deseja obter em um determinado

processo fermentativo, considerando que tais condi¢ées podem variar
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entre os diferentes microrganismos, assim como para os diferentes

produtos. Dessa forma, a otimizagdo destes parametros € um passo
muito importante para conseguir um bom rendimento do produto
desejado (BRAVO et al., 2000).

AV
AVANEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 34 15 Te T7 18



Capitulo Il 77

2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia de diferentes valores de pH inicial do

substrato composto por 30% de bagago de cana-de-agucar e 70% de

bagaco de laranja (p/p), sobre a producdo de poligalacturonase e

pectina liase;

- Avaliar a influéncia da umidade inicial do substrato, sobre a

producgédo das enzimas;

- Avaliar a influéncia da temperatura de incubagdo do fungo,

sobre a producao das enzimas.
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3- MATERIAL E METODOS

Nesta etapa, foi estudada a influéncia de fatores fisico-quimicos
(pH, umidade e temperatura) na producdo das pectinases, visando-se
avaliar o efeito destes fatores na producédo das enzimas, uma vez que o
crescimento microbiano e a consequente formacdao de metabolitos é

dependente dos fatores citados.

3.1- Microrganismo

O microrganismo utilizado, o meio de manutencdo e o meio para
fermentacdo em estado sélido estdo descritos nos itens 3.1, 3.2.1 e
3.2.2 do capitulo I.

3.2- Fermentacao em estado solido (FES)

Os ensaios de fermentagdo para a producédo de poligalacturonase

ocorreram em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g do substrato
citado no item 3.2.2 do capitulo I. O material foi inoculado com 10 mL
de suspensao micelial de cultura de 4 dias em meio Sabouraud,
suspendida em agua destilada estéril. Apés a inoculagcdo, 10 mL de
solucdo composta por 0,1% de (NH4)2SO4, 0,1% de NH4NO3 e 0,1% de
MgS0O4 x 7TH20 foram adicionados em cada frasco. O cultivo foi feito a
50°C e 55°C.

A fermentacdo para a producdao de pectina liase ocorreu em
embalagens de polipropileno, de 20 x 30 cm, contendo 30 g do mesmo
substrato. O material foi inoculado com 60 mL da suspensao micelial e,
apoés a inoculacdo, 60 ml de solugdo nutriente composta por 0,1% de
NH4)2S04, 0,1% de NHsNOsz e 0,1% de MgSOs x 7H20 foram
adicionados em cada embalagem. O cultivo foi feito a 50°C e 55°C,
durante 10 dias.

Apoés os dias de fermentacao, os frascos ou embalagens foram
retirados e em cada um foram adicionados 8 mL de agua destilada por

grama de material fermentado, sendo posteriormente agitados durante

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 383 34 15 16

17

18



Capitulo III 79

40 minutos em “shaker”, a 100 rpm. O material foi filtrado e
centrifugado a 1000 g durante 15 minutos a 10°C e o sobrenadante foi

utilizado como solucdo enzimatica bruta.

3.3- Planejamento experimental para o estudo de fatores

fisico-quimicos

Nos testes de avaliagdo da influéncia de fatores fisico-quimicos
na producdo de pectinases, foram avaliadas as temperaturas de
incubacgao de 50 e 55°C, umidade inicial do substrato de 70 e 80% e
valores de pH de 5,0, 5,5 e 6,0. Os pH do meio foram corrigidos com
tampao citrato/NaOH 50 mM. A verificacdo do pH do substrato foi
realizada através da suspensdo do meio em agua e medido o pH da
mistura em pHmetro. Os experimentos foram feitos em trés repeticoes,
segundo um planejamento fatorial 3x2x2. Os tratamentos realizados

estao apresentados na tabela 16.

Tabela 16: Tratamentos aplicados no experimento fatorial 3x2x2.

pH inicial do substrato Umidade inicial do Temperatura de
substrato (%) incubacido (°C)

70 50
o 80 55

5,5 70 50
80 55

70 50
80 55

3.4- Medida da atividade enzimatica
3.4.1- Atividade de poligalacturonase (PG)
A atividade de PG foi medida conforme descrito no item 3.5.1 do

capitulo I. Uma unidade de PG foi definida como a quantidade de
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enzima capaz de liberar 1 umol de acido galacturénico por minuto, nas

condigOes de reagao.

3.4.2- Atividade de pectina liase (PL)

A atividade de PL foi medida conforme descrito no item 3.5.2 do

capitulo I. Uma unidade de PL foi definida como a quantidade de

enzima que promove a liberacdo de 1 pmol de uronideos insaturados
por minuto, nas condi¢gées de reacdo. Foi utilizado o coeficiente de

extincao molar de 5550.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes para avaliar a influéncia dos seguintes
fatores fisico-quimicos sobre a producdo de pectinases: pH, umidade
inicial do substrato e temperatura de fermentacéo.

Os experimentos foram feitos em trés repeticoes e a partir dos
dados obtidos, foi realizada uma analise estatistica dos resultados pelo

programa Estat.

4.1- Poligalacturonase
Os resultados gerais dos tratamentos aplicados, sobre a produgéao

de poligalacturonase, estdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17: Producdo de poligalacturonase pelo fungo Thermoascus
aurantiacus em FES no experimento fatorial 3x2x2, na combinacido de
diferentes fatores fisico-quimicos.

Tratamentos Média (U/g)

pH 5,0 — Umidade 70% - Temperatura de incubag¢ao 50° C 40,0
pH 5,0 — Umidade 70% - Temperatura de incubagao 55° C 27,3
pH 5,0 — Umidade 80% - Temperatura de incubacéao 50° C 34,5
pH 5,0 — Umidade 80% - Temperatura de incubag¢ao 55° C 17,0
pH 5,5 — Umidade 70% - Temperatura de incubacéao 50° C 32,8
pH 5,5 - Umidade 70% - Temperatura de incubacao 55° C 14,9
pH 5,5 — Umidade 80% - Temperatura de incubacao 50° C 23,1
pH 5,5 — Umidade 80% - Temperatura de incubagao 55° C 15,4
pH 6,0 — Umidade 70% - Temperatura de incubacédo 50° C 29,2
pH 6,0 — Umidade 70% - Temperatura de incubagao 55° C 17,1
pH 6,0 — Umidade 80% - Temperatura de incubacéao 50° C 17,5
pH 6,0 - Umidade 80% - Temperatura de incubagao 55° C 21,2

Com os dados obtidos dos diferentes tratamentos aplicados, foi

feita a analise de varidncia dos experimentos, a qual € apresentada na

tabela 18. A média geral do ensaio foi 24,2 U/g, com desvio padréao de

4,3 U/g e coeficiente de variagao de 17,8.
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Tabela 18: Analise de variancia da producdao de poligalacturonase em meio
composto por bagaco de cana e de laranja (30/70%), em diferentes condigoes
de pH, umidade e temperatura de incubagao.

Causas de variacéao G.L S.Q Q.M F

pH (A) 2 554,9 277,5

Umidade (B) 262,9 262,9

Temperatura (C) 1029,3 1029,3

AxB 27,9 13,9

AxC 199,8 99,9

BxC 112,7 112,7

AxBxC 170,1 85,1

(Tratamentos) 11 2357,9 214,3

Residuo 24 443,2 18,5

NS= nao significativo; *= significativo ao nivel de 5%; **= significativo ao nivel de 1%.

Através dos resultados da andalise de variancia pode-se observar

que todos os fatores, quando isolados, exerceram efeito significativo

sobre a producdo de PG, em nivel de 1% de probabilidade. Pode-se
observar também, que a interacdo destes exerceu efeito significativo em
nivel de 5% de probabilidade, exceto para a interagdo entre pH e
umidade, que nao foi significativa.

A aplicacao do teste de Tukey para as médias de producido da
enzima, nas diferentes condi¢des fisico-quimicas estudadas, mostrou
que o pH inicial do substrato mais adequado foi 5,0, o qual

proporcionou atividade de 29,7 U/g, seguido dos pH 5,5 e 6,0, cujas
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atividades enzimaticas foram de 21,5 e 21,2 U/g, respectivamente (Tab.
19).
Com relacao a umidade inicial do substrato, pode ser observado

que na fermentagdo cujos substratos foram hidratados até 70% de

umidade, houve maior produgado de PG quando comparada com aquela

a 80%. A producgao média na primeira foi de 26,9 U/g, enquanto que na
segunda este valor foi de 21,5 U/g (Tab. 19)

Quanto a influéncia da temperatura de incubagéo do fungo, a
producdo meédia de poligalacturonase foi bem maior quando este foi
incubado a 50°C (29,5 U/g). A 55°C este valor foi de 18,8 U/g (Tab. 19).

Tabela 19: Teste de Tukey para as médias de producao de poligalacturonase
nos diferentes fatores fisico-quimicos estudados.

Fator Meédia (U/g)

pH inicial do substrato
5,0
5,5

6,0

Umidade inicial do substrato
70%

80%

Temperatura de incubacao
50°C

55°C

Com o desdobramento do fator temperatura de incubac¢ao dentro

do fator pH inicial do substrato, observou-se que a temperatura
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influenciou significativamente a producéo de poligalacturonase, ao nivel

de 1% de probabilidade, nos valores de pH 5,0 e 5,5. Ja quando o pH do

substrato foi 6,0, a temperatura nao influenciou significativamente a

producao da enzima (Tab. 20).

Tabela 20: Desdobramento do fator temperatura de incubacéo dentro do fator

pH inicial do substrato.

Causas da variacao G.L

S.Q

Q.M. F

Temperatura em pH 5,0 685,5

Temperatura em pH 5,5 491,5

Temperatura em pH 6,0 52,1

(3) (1229,1)

NS= nao significativo; **= significativo ao nivel de 1%.

Através da aplicacdo do teste de Tukey para as médias de

produgao da PG em cada valor de pH, pode-se observar que em todos os

valores de pH a maior atividade da enzima
50°C (Tab. 21).

ocorreu na temperatura de

Tabela 21: Teste de Tukey para as médias no fator temperatura de incubacao

dentro de cada valor de pH inicial do substrato.

pH

Temperatura

Média (U/g)

50°C
55°C

5,0

50°C

55°C

50°C
55°C

37,3 A
22,2 B

27,9
15,2

23,3
19,2
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Assim, pode-se concluir que, dentre os fatores pH inicial do
substrato e temperatura de incubagado, as condi¢ées mais adequadas
para a producdo de poligalacturonase séo, respectivamente, pH 5,0 e
temperatura de 50°C.

Segundo Aguilar et al. (1991), a producao de enzimas microbianas

é altamente influenciada pelo pH do meio de cultura, sendo amplas as

evidéncias deste fato para varios tipos de microrganismos. Berovic e

Ostroversnic (1997) relataram alta producdo de poligalacturonase e
pectinesterase pelo fungo Aspergillus niger, através de fermentacdo de
polpa de maca com pH inicial 4,0. Galiotou-Panayotou et al. (1997)
relataram que a maior producao de poligalacturonase por Aspergillus sp
ATHUM-3482 ocorreu quando o fungo foi cultivado em meio com pH
inicial 5,0. Este foi o mesmo valor encontrado em nossos experimentos
com o fungo Thermoascus aurantiacus, na producao desta enzima.

A produciao de exo-poligalacturonase por Aspergillus sp CH-Y-
1043 através de fermentacdo submersa também mostrou ser
influenciada por este fator (AGUILAR et al., 1991). Segundo Ueda et al.
(1982), a producao de pectinesterase, poligalacturonase e pectina liase
por Aspergillus oryzae A-3 também varia de acordo com o pH inicial do
meio. Segundo os autores, as diferengas na produgdo estariam
relacionadas com a estabilidade das enzimas nos diferentes valores de
pH.

A influéncia do pH de substratos compostos por residuos agro-
industriais é relatada também para outras enzimas, tais como celulases
e xilanases (ABD EL-NASSER et al., 1997; JECU, 2000).

Embora o pH seja um dos fatores mais criticos na fermentacao
em estado soélido, o seu controle durante a fermentacao dificilmente é
conseguido, devido a heterogeneidade e a consisténcia dos substratos
utilizados. Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagdo brusca
de pH, podem ser utilizados substratos com uma boa capacidade
tamponante ou a adigdo de solugdes-tampao durante a umidificagdo do
substrato (DEL BIANCHI, 1990).

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 383 34 15 16

17

18



Capitulo Il 86

A influéncia da temperatura de crescimento do microrganismo em
processos fermentativos é também reportada por varios autores.
Gaiotou-Panayotou et al. (1997) relataram que a producdo de
poligalacturonase foi muito afetada pela temperatura de crescimento do
fungo Aspergillus sp ATHUM. Os resultados mostraram que, crescendo
a 25°C, a producido da enzima foi de 3,0 U/ml, enquanto que a 20°C,
este valor foi reduzido praticamente a metade. Berovic e Ostroversnic

(1997) relataram que, quando o fungo Aspergillus niger crescia a 35°C,

a producdo de pectinesterase e poligalacturonase era alta, enquanto

que em temperaturas superiores a produgao decrescia.

Resultados similares foram encontrados por Jecu (2000), que
reportou que a produgdo de endoglucanase por este mesmo
microrganismo néo foi muito afetada, quando o fungo foi cultivado na
faixa de temperatura entre 28°C e 34°C, porém em temperaturas mais
elevadas houve decréscimo na sua produgédo, provavelmente devido a
inativacdo da enzima pela temperatura.

A producédo de pectinases microbianas tém sido intensivamente
estudada, porém a grande maioria das pesquisas tem focado a
producdo destas enzimas por linhagens fungicas mesofilicas,
principalmente pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium
(PANDEY et al, 2000a). Por outro lado, sdo poucos os relatos na
literatura sobre a producdo de pectinases por linhagens termofilicas
(MAHESHWARI et al., 2000).

Através do desdobramento do fator umidade dentro do fator
temperatura de incubagdo, observa-se que a S50°C houve diferenca
significativa na produgao de PG, ao nivel de 1% de probabilidade. Por

outro lado, a 55°C esta diferenca nao foi significativa (Tab. 22).
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Tabela 22: Desdobramento do fator umidade dentro do fator temperatura de
incubacao.

Causas da variagao G.L S.Q Q.M. F

gg‘lgiadc em temperatura de 360,0 360,0 19,5 **

Umidade em temperatura de 15,7 15,7 0,8 NS
55°C

2) (375,7)

NS= néao significativo; **= significativo ao nivel de 1%.

Com a aplicacao do teste de Tukey, observa-se que a 50°C a

umidade que proporcionou maior atividade da poligalacturonase foi

70% (34,0 U/g). Com 80% de umidade inicial do substrato, a atividade
da enzima foi de 25,0 U/g (Tab. 23).

Tabela 23: Teste de Tukey para médias do fator umidade dentro de cada
temperatura de incubacao.

Temperatura Umidade Média (U/g)

70% 34,0 A
50°C
80% 25,0 B

19,7 A

179 A

Como pode-se notar, a umidade do substrato influenciou
significativamente a producdao de PG quando o fungo foi cultivado a
50°C. Este resultado corrobora os dados obtidos por
Berovic e Ostroversnic (1997) sobre a producédo desta enzima por

Aspergillus niger. Segundo estes autores, a produgao foi
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significativamente dependente dos valores de umidade analisados. A
biossintese da enzima foi maior quando a umidade foi de 38%. Ja em
niveis mais elevados, a producdao decresceu significativamente.
Resultados similares foram encontrados por Castilho et al. (2000) no
estudo da producgédo de pectinases por este microrganismo, no qual a
melhor producao de PG ocorreu no nivel de umidade de 40%. Em 25% e
70% de umidade, a atividade caiu significativamente.

Estes niveis de umidade sdo bem menores que aquele que
proporcionou a maior producao de PG e PL pelo fungo Thermoascus
aurantiacus, que foi de 70%. Por outro lado, resultado similar foi
encontrado por Jecu (2000), que estudou a influéncia deste fator na
producdo de endoglucanase por Aspergillus niger. A maior atividade
desta enzima foi proporcionada quando a umidade do substrato foi de
74%, sendo que a 80% a producao decresceu.

De acordo com Gervais e Molin (2002), a quantidade de agua
disponivel é um fator essencial ao metabolismo de fungos na
fermentacao em estado soélido, principalmente pelas seguintes razoes: se
a quantidade de agua for insuficiente e nao permitir uma boa difusao de
solutos e gases, o metabolismo celular diminui ou cessa pela falta de
substrato ou pela alta concentragdo de metabélitos inibidores; se a
quantidade de agua intra ou extracelular ndo permitir a manutencao
das propriedades funcionais de algumas enzimas, a inatividade destas

cria um desequilibrio na cadeia metabédlica celular e, se houver

modificagdo na membrana plasmatica, todas as propriedades de

permeabilidade e transporte através da membrana serdao afetadas. Por
outro lado, elevados niveis de umidade afetam a porosidade do
substrato e impedem a penetragdo de oxigénio no mesmo, interferindo
assim no crescimento microbiano aerébio (PANDEY, 2002).

Portanto, pode-se concluir que em relacdo a influéncia dos fatores
fisico-quimicos estudados na produgao de poligalacturonase pelo fungo

Thermoascus aurantiacus, as condicdes que apresentaram-se mais
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eficientes na produgéo da enzima foram: pH inicial do substrato de 5,0,

umidade inicial de 70% e temperatura de incubacao de 50°C.

4.2- Pectina liase

Os resultados gerais dos tratamentos aplicados para a producao

de pectina liase estdo apresentados na tabela 24.

Tabela 24: Producao média de pectina liase pelo fungo Thermoascus
aurantiacus em FES no experimento fatorial 3x2x2, na combinagdao de
diferentes fatores fisico-quimicos.

Tratamento Média (U/g)

pH 5,0 - Umidade 70% - Temperatura de incubagéao 50° C 1659,1
pH 5,0 — Umidade 70% - Temperatura de incubacao 55° C 382,9
pH 5,0 — Umidade 80% - Temperatura de incubagao 50° C 944,4
pH 5,0 - Umidade 80% - Temperatura de incubacgéao 55° C 229,7
pH 5,5 — Umidade 70% - Temperatura de incubacao 50° C 385,2
pH 5,5 — Umidade 70% - Temperatura de incubagao 55° C 127.7
pH 5,5 - Umidade 80% - Temperatura de incubacao 50° C 127,7
pH 5,5 — Umidade 80% - Temperatura de incubacéao 55° C 459,47
pH 6,0 — Umidade 70% - Temperatura de incubacao 50° C 204,3
pH 6,0 — Umidade 70% - Temperatura de incubacao 55° C 0
pH 6,0 — Umidade 80% - Temperatura de incubacao 50° C

pH 6,0 — Umidade 80% - Temperatura de incubacao 55° C
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A partir dos resultados dos diferentes tratamentos aplicados, foi

feita a analise de variancia, apresentada na tabela 25. A média geral do

ensaio foi 383,1 U/g, com desvio padrdao de 293,4 U/g e coeficiente de

variacao de 76,6 U/g.

Tabela 25: Analise de varidncia da producdo de pectina liase em meio
composto por bagaco de cana e de laranja (30/70%), em diferentes condigoes

de pH, umidade e temperatura de incubacio.

Causas da variacao

G.L

S.Q

Q.M

F

PH (A)

Umidade (B)

Temperatura (C)

3441115,6

212152,4

1207361,4

369090,0

1828829,5

408534,0

100537,3

1720557,8

212152,4

1207361,4

184545,0

914414,8

408534,0

50268,7

(Tratamentos)

Residuo

24

7567620,3

2065550,2

687965,5

86064,6

NS= nao significativo; *= significativo ao nivel de 5%; **= significativo ao nivel de 1%.

Pode-se observar, pelos resultados da analise de variancia, que os

fatores pH e temperatura de incubacdo exerceram efeito significativo

sobre a producado de pectina liase ao nivel de 1% de probabilidade,

enquanto que o fator umidade nao foi significativo.
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A interacdo entre pH e umidade do substrato também nao
exerceu efeito significativo. Ja entre pH e temperatura de incubacéo foi
significativa ao nivel de 1% de probabilidade, enquanto que entre
umidade e temperatura de incubacgao foi significativa ao nivel de 5%.
Pode ser observado também que a interacdo entre os trés fatores néo foi
significativa. Com a aplicagdo do teste de Tukey para as médias de
producéo de pectina liase em relacao aos diferentes valores de pH inicial

do substrato, pode-se notar que a maior produgao da enzima ocorreu

quando utilizou-se o pH natural (804,0 U/g). Este resultado é

apresentado na tabela 26.

Com relacdo a umidade inicial do substrato, a que proporcionou
maior atividade da enzima foi 70% (459,9 U/g), enquanto que a 80% de
umidade este valor foi de 306,3 U/g (Tab. 26).

Quanto as temperaturas de incubacdo analisadas, a que
proporcionou maior eficiéncia na produgao de PL foi a de 50°C, na qual
houve uma producgédo média de 566,2 U/g da enzima, enquanto que a
55°C este valor foi de 200,0 U/g (Tab. 26).
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Tabela 26: Teste de Tukey para as médias de producao de pectina liase nos
diferentes fatores fisico-quimicos estudados.

Fator Média (U/g)

pH inicial do substrato
5,0
5,5

6,0

Umidade inicial do substrato
70%

80%

Temperatura de incubacao
50°C

S55°C

Com o desdobramento do fator temperatura de incubacao dentro
do fator pH inicial do substrato, observou-se que a temperatura
influenciou significativamente a producdo de pectina liase, ao nivel de
1% de probabilidade apenas no valor de pH 5,0. Ja4 quando o pH do

substrato foi 5,5 e 6,0, a temperatura nao influenciou

significativamente a produg¢éo da enzima (Tab. 27).
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Tabela 27: Desdobramento do fator temperatura de incubacéao dentro do fator
pH.

Causas da variacao G.L S.Q Q.M. F

Temperatura em 2072861,7 2072861,7 34,6 **
pH 5,0

Temperatura em NS
pH 5,5 4136,7 0,04

Temperatura em
pH 6,0 59192,7 59192,7

(3) (3036191,0)

NS= néo significativo; **= significativo ao nivel de 1%.

Através do teste de Tukey aplicado para as médias de producao

da enzima produzida em substrato com pH 5,0 nas diferentes

temperaturas, pode-se observar que a temperatura de 50°C

proporcionou uma atividade bem mais elevada quando comparada com
a obtida a 55°C (1301,8 U/g e 306,3 U/g, respectivamente). Estes

resultados sao apresentados na tabela 28.

Tabela 28: Teste de Tukey para as médias de producao de pectina liase em
cada temperatura de incubacao do fungo.

pH Temperatura Meédia (U/g)
50°C 1301,8 A
55°C 306,3 B

5,0

55°C 293,6 A
50°C 256,4

50°C 140,5
55°C 0
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Assim, pode-se concluir que, dentre os fatores pH inicial do
substrato e temperatura de incubagédo, as condi¢cdes mais adequadas
para a produgao de pectina liase pelo fungo Thermoascus aurantiacus
sdo, respectivamente, pH 5,0 e temperatura de 50°C, sendo as mesmas
condi¢des encontradas para a producao de poligalacturonase por este
microrganismo.

Através do desdobramento do fator umidade dentro do fator
temperatura de incubacdo, observa-se que a 50°C houve diferenca
significativa, ao nivel de 5% de probabilidade, enquanto que a 55°C néao

houve diferenca significativa (Tab. 29).

Tabela 29: Desdobramento do fator umidade dentro do fator temperatura de
incubacao.

Causas da variacao G.L S.Q Q.M. F

Umidade em .
temperatura de 50°C 604743,4 604743,4 7,0

Umidade em

temperatura de 55°C 15943,0 15943,0

(2) (620686,4)

NS= nao significativo; *= significativo ao nivel de 5%.

Com a aplicagdo do teste de Tukey, observa-se que a 50°C a

umidade que proporcionou maior média de atividade da pectina liase foi
70% (749,5 U/g). Com 80% de umidade inicial do substrato, este valor
foi de 382,9 U/g (Tab. 30).
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Tabela 30: Teste de Tukey para as médias do fator umidade dentro do fator
temperatura de incubacao.

Temperatura Umidade Média (U/g)

70% 749,5 A

50°C
80% 382,9 B
229,7 A

170,2 A

Em relacado a influéncia dos fatores fisico-quimicos estudados na

producdo de pectina liase pelo fungo Thermoascus aurantiacus, as

condicbes mais adequadas para a produgdo da enzima neste
experimento foram: pH inicial do substrato de 5,0, umidade inicial de
70% e temperatura de incubagédo de 50°C, sendo igual aos resultados
encontrados na producédo de poligalacturonase por este microrganismo,

nas condigdes estudadas.
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IX- CAPITULO IV: CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
DAS PECTINASES E PERFIL ENZIMATICO PRODUZIDO PELO

FUNGO Thermoascus aurantiacus

1- INTRODUGAO

As pesquisas de producdo de enzimas por microrganismos
termofilicos tém crescido significativamente nos ultimos anos (HOLST et
al., 1997; VIEILLE e ZEIKUS, 2001). A atencao dos pesquisadores para
estes microrganismos deve-se principalmente as caracteristicas
intrinsecas de suas enzimas, tais como a alta estabilidade a
temperatura, ao pH e a agentes quimicos (BRUINS et al., 2001).

As enzimas dos termofilicos sio geralmente mais termoestaveis,
quando comparadas com as dos mesofilicos e podem ser usadas em
diversos processos industriais, podendo substituir enzimas mesofilicas
ou agentes quimicos. Sob o ponto de vista industrial, varias sao as
raz0es para a selecio e estudo de enzimas produzidas por
microrganismos termofilicos, tais como (BRUINS et al., 2001; LEA et al.,
1998):

- Apresentam alta estabilidade a temperatura e sao geralmente
mais resistentes a agentes detergentes e a enzimas proteoliticas.

- Como o processo ocorre a altas temperaturas, o risco de
contaminagao por microrganismos mesofilicos é reduzido.

- Em processos com substratos fluidos, em altas temperaturas a
viscosidade do substrato é reduzida, facilitando o seu bombeamento,
filtracdo e centrifugacao, e permitindo o uso de menor quantidade de
agua, o que, consequentemente, baixa os custos do processo.

- A transferéncia de calor e de massa € mais eficiente e mais
substrato pode ser dissolvido em altas temperaturas, proporcionando

maior rendimento e menor tempo necessario para 0S processos.
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Além desses fatores, a boa estabilidade que estas enzimas
geralmente apresentam em valores mais extremos de pH, permite que
as mesmas sejam usadas no processamento de varios tipos de sucos e
vegetais.

A caracterizagao das enzimas é um passo importante para que se
conheca suas propriedades de atividade o6tima de atuagdo e de
estabilidade em diferentes valores de pH e temperatura. O
conhecimento destas propriedades permite avaliar o seu potencial de
aplicacao em diferentes processos.

O conhecimento do perfil enzimatico, ou seja, do conjunto de
enzimas que um microrganismo produz em determinado substrato,

permite avaliar as potencialidades do preparado enzimatico obtido. A

preseng¢a de um conjunto especifico de enzimas pode ser desejavel em

alguns processos, por exemplo, no processamento de alguns tipos de
sucos, mas, por outro lado, alguns processos requerem a presenca de
apenas um grupo enzimatico especifico. Dessa forma, é importante
conhecer quais enzimas sao produzidas pelo fungo Thermoascus
aurantiacus, nas condigdes Otimas de produgdo das pectinases

estudadas no presente trabalho.
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2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir o pH e a temperatura 6timos para a atividade das
enzimas poligalacturonase e pectina liase produzidas pelo

Thermoascus aurantiacus;,

- Avaliar a estabilidade destas enzimas em diferentes valores de

pH e temperatura das enzimas;

- Estudar a producdo de outras enzimas hidroliticas (celulases,

hemicelulases, ligninases, amilases e endo-poligalacturonase) pelo

fungo, durante o processo fermentativo.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Microrganismo
O microrganismo, o meio de manutencdo, o meio para a
fermentagdo em estado soélido estdo descritos, respectivamente, nos

itens 3.1, 3.2.1 e 3.2.2 do capitulo I. Os recipientes de fermentacéao

utilizados nestes experimento estdo descritos no item 3.3 do capitulo II.

3.2- Inéculo, suplementaciao de nutrientes e hidratacéo

O substrato (citado no item 3.2.2 do capitulo I) foi inoculado com
5 mL de suspensdo de massa micelial e hidratado com 7 mL de solucao
nutriente composta por 0,1% de NH4NOs, 0,1% de MgSOs4 x 7H20 e
0,1% de (NH4)2SO4 (umidade de 70%), conforme as condi¢des definidas
nos ensaios anteriores (capitulo Ill), como as mais adequadas para a
producao das enzimas.

As enzimas obtidas em fermentagdes sob tais condigcdes foram
comparadas, com relagdo as suas caracteristicas fisico-quimicas, com
aquelas obtidas nas condigdes iniciais, ou seja, inoculacdo do substrato
com 10 ml de suspensdo micelial e 10 ml de solugdo nutriente
composta por 0,1% de NH4NO3, 0,1% de MgSOs4 x 7H20 e 0,1% de
NH4H2PO4 (75% de umidade).

3.3- Caracterizacdo fisico-quimica das pectinases

A caracterizacdo das enzimas foi realizada no inicio dos ensaios,
visto que se pretendeu trabalhar nas condi¢cbées 6timas de atividade
enzimatica nos ensaios de producido. Ao final dos ensaios, esses testes
foram repetidos com o intuito de avaliar se houve varia¢do no tipo de

enzima produzida, apés a otimizacao das condi¢des de producéo.

3.3.1- Determinacido do pH e temperatura 6timos
O comportamento das atividades das enzimas em funcdo do pH

foi estudado incubando-se a solucdo enzimatica e substrato em
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tampoes acetato (pH 3,0 a §,5), citrato-fosfato (pH 5,5 a 7,0), tris-HCI
(pH 7,0 a 8,5) e glicina-NaOH (pH 8,5 a 10,5).

O efeito da temperatura sobre as atividades enzimaticas foi
avaliado incubando-se a mistura de reacdo em temperaturas de 40 a

80°C, durante 10 minutos, em pH determinado como 6timo.

3.3.2- Determinagdo da estabilidade térmica e estabilidade
frente as variagoes de pH

As solugdes enzimaticas foram mantidas por uma hora, em
auséncia de substrato, em temperaturas de 10 a 90°C. Apos esse
periodo, foram tomadas amostras para ensaiar a atividade enzimatica,

nas condicoes de pH e temperaturas o6timos. Foi também avaliada a

estabilidade das enzimas na temperatura de 60°C, em periodos de 1 a 8

horas.

A estabilidade em diferentes valores de pH foi avaliada
incubando-as em tampodes com pH variando de 2,5 a 10,0, em auséncia
de substrato, a 25°C, por 24 horas. Apés esse periodo, foram tomadas
amostras para ensaiar a atividade enzimatica, nas condi¢ées de pH e

temperaturas 6timos.

3.4- Estudo do perfil enzimatico

Uma vez determinadas as condi¢bes ideais para a producao de
exo-poligalacturonase e pectina liase, foram determinadas as atividades
de outras enzimas despolimerizantes na solugao enzimatica bruta
obtida, tais como: xilanase, avicelase, carboximetilcelulase, a-amilase,
glucoamilase, lacase, manganés-peroxidase, lignina peroxidase e endo-

poligalacturonase.

3.5- Medida da atividade enzimatica
3.5.1- Atividade de Poligalacturonase (PG)
A atividade de PG foi medida conforme descrito no item 3.5.1 do

capitulo I. Uma unidade de PG foi definida como a quantidade de
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enzima capaz de liberar 1 uymol de acido galacturénico por minuto, nas
condig¢des de reacao.

Foi também utilizado o método viscosimétrico para avaliacédo de
endo-PG. A atividade de Endo-PG foi determinada através da medida da
reducao da viscosidade de solugdo de pectina apds reagdo enzimatica.

Foram incubados volumes de solucgdes enzimaticas brutas com tampéo

citrato-fosfato a pH 5,5, contendo pectina, de forma que a concentragéo

final do substrato fosse de 1,5%. As misturas de reacdao foram
incubadas por dez minutos, a 70°C. A viscosidade da mistura de reacao
foi determinada aplicando-se em viscosimetro basic da Fungilab em
temperatura de 25°C. O controle foi feito usando mistura de enzima
inativada, tampao e pectina em igual propor¢ao a da amostra. Uma
unidade de enzima foi definida como a quantidade necessaria para

reduzir em 50% a viscosidade da solugcdo nas condi¢goes de ensaio.

3.5.2- Atividade de Pectina liase (PL)

A atividade de PL foi medida conforme descrito no item 3.5.2 do
capitulo I. Uma unidade de PL foi definida como a quantidade de
enzima que promove a liberacao de 1 umol de uronideos insaturados
por minuto, nas condi¢does de reacao. Foi utilizado o coeficiente de

extingao molar de 5550.

3.5.3- Atividade de Xilanase

A atividade enzimatica da xilanase foi determinada numa mistura
contendo 0,9 ml substrato (solugdo 0,5% de xilana Birchwood-Sigma
em tampao acetato 0,1 M e pH 5,0) e 0,1 ml da solugdo enzimatica
bruta, incubada por 10 minutos a 60°C. O agucar redutor liberado foi
quantificado pelo método do DNS. Uma unidade de xilanase foi definida
como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de xilose por

minuto, nas condi¢ées de reacao, utilizando curva padrao de xilose.
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3.5.4- Atividade de Avicelase e CMCase

A atividade da avicelase foi determinada por procedimento
idéntico ao da xilanase, exceto que o substrato utilizado foi solucdo de
avicel (Sigma Co) a 0,5% e a substancia redutora quantificada a partir
de curva padrdao de glicose. O mesmo procedimento foi utilizado para
detectar a atividade da CMCase, exceto que o substrato utilizado foi
solucdo de CMC (carboximetilcelulose Sigma Co) a 0,5%. Uma unidade
de enzima foi definida como a quantidade capaz de liberar 1 umol de
glicose por minuto, nas condi¢des de reagéo, utilizando curva padréao de

glicose.

3.5.5- Atividade de Amilase
A atividade de o-amilase (ou dextrinizante) foi determinada

medindo-se a diminuicdo da capacidade de ligagdo amido-iodo de uma

solucdo de amido. A mistura de reagao foi composta por 0,1ml de

solucdo enzimatica bruta e 1,0ml de solugdo de amido a 0,5% em
tampao acetado 0,1 M em pH 5,0. Apés 10 min. de reagao a 60°C, uma
amostra de 0,5 ml foi removida e adicionada a 4,8 ml de HCla 0,1 M e
0,15 ml de reagente de iodo (0,05% de Iz + 0,1% KI). Apés agitacdo lenta
por 5 min. realizou-se leitura a 620 nm. Uma unidade de enzima (U) foi
definida como a quantidade de enzima requerida para hidrolisar 10 mg

de amido em 10 min. nas condi¢des de ensaio.

3.5.6- Atividade de Lacase

A atividade de lacase foi determinada a 60°C usando 2,2”-azino-
bis-etilbenthiazolina (ABTS) em1 ml de uma mistura contendo 0,1 ml de
acetato de sodio 0,1M (pH 5,0), 0,8 ml de solugédo de ABTS a 0,3% (p/V)
e 0,1 ml da solucdo de enzima bruta. A oxidagdo do ABTS foi medida
pelo monitoramento do aumento da absorbancia a 420 nm. Uma
unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 umol de ABTS por minuto, utilizando o

coeficiente de extincdo molar para ABTS oxidado de 3,6 x 104/mol/cm.
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3.5.7- Atividade de Manganés-peroxidase

A atividade de Manganés-peroxidase (Mn-P) na solugao
enzimatica bruta foi determinada a 60°C numa mistura de reagao
composta de 0,8 ml de tampéao lactato de sédio a 0,05M (pH 4,5), 0,1 ml
de solugao de solugao de MnSO4 a 0,4M e 0,1 ml da solucao de enzima
bruta. A reacgao foi iniciada com a adigdo de peréxido de hidrogénio (40
uM) e a absorbancia medida a 240 nm. Uma unidade de atividade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
formar 1 pmol de Mn*3 por minuto, utilizando o coeficiente de extingao

molar de 8.1 x 103/mol/cm.

3.5.8- Atividade de Lignina-peroxidase

A atividade de Lignina-peroxidase (Lip) na solugdo enzimatica

bruta foi determinada a 60°C numa mistura de reagcao composta de 0,8
ml de tampao fitalato acido de potassio-HCI a 0,05M (pH 3,0), 0,1 ml de
solucao de solucgao de alcool veratrilico a 40 mM e 0,1 ml da solugao de
enzima bruta. A reacdo foi iniciada com a adicdo de peroxido de
hidrogénio (0,2 mM) e o aumento da absorbancia, devido a oxidagao do
alcool veratrilico, medido a 310 nm. Uma unidade de atividade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
formar 1 umol de veratraldeido por minuto, utilizando o coeficiente de

extin¢cao molar de 9,3 x 103/mol/cm.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Determinacgao do pH 6timo para a atividade das enzimas

Com relagdo a influéncia do pH na atividade da exo-
poligalacturonase (exo-PG), nota-se que, antes da otimizagdo do
processo de producao desta enzima, a atividade foi maior na faixa de pH
entre 4,0 e 5,0, atingindo a maxima no pH 4,5. A atividade decresceu
até o pH 7,0, sendo que em pH acima deste valor nao foi detectada
atividade enzimatica (Fig. 15).

O perfil de atividade, obtido apds a otimizagdo do seu processo
de producgao, foi bastante semelhante ao obtido no inicio dos ensaios.
Observa-se que, apos a otimizagdo, a atividade da exo-PG foi maior na
faixa de pH entre 3,5 e 5,0 e decresceu até 6,5. No entanto, atividade
maxima ocorreu em pH 5,0. Em pH acima deste valor também néao

houve atividade desta enzima (Fig. 15). Este resultado é semelhante ao

obtido por Zheng e Shetty (2000), que relataram que o pH 6timo da exo-

PG produzida por Lentinus edodes foi 5,0 e que, em valores maiores que
7,0, esta praticamente nao foi detectada.

Ja em relagao a atividade de pectina liase, o valor do pH 6timo
para a sua atividade foi bem diferente antes e apos a otimizag¢ao do seu
processo de producdo. Antes da otimizacdo, a atividade foi maior na
faixa de pH entre 8,0 e 11,0, atingindo a atividade méaxima em 10,5-
11,0. Apos, a atividade de pectina liase foi maior entre os valores de 8,5
e 9,5, atingindo o pico no pH 9,5. Na faixa entre 3,0 e 6,5 também nao
foi detectada atividade desta enzima (Fig. 15).

Este resultado corrobora os dados obtidos por Said et al. (1991),
os quais indicaram que a pectina liase produzida por Penicillium
frequentans atua em valores de pH alcalinos. Entretanto, esse valor de
pH o6timo (10,5-11,0) é superior aquele determinado para outras PL
fangicas, que normalmente ficam entre 7,5-8,5 (ACUNA-ARGUELLES et
al., 1995).
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Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

45 55 65 75 85 95 10,5 11,5

pH

Figura 15: Efeito do pH sobre a atividade das pectinases
produzidas por Thermoascus aurantiacus em FES em
meio de 30% de bagaco de cana e 70% de laranja.
Tampoes: acetato 2,5-5,5; citrato 5,5-7,0; tris-HCl1 7,0-
8,5; glicina 8,5-11,5. -M- PG antes da otimizacao; -U- PG

apoOs otimizacao; -®- PL antes da otimizagao; -0- PL apos
otimizacao.

4.2- Determinacdo da temperatura 6tima para a atividade
das enzimas

A temperatura 6tima para a atividade e a termoestabilidade da
exo-PG também mostraram-se diferentes apdés a otimizacdo das
condicdes de producao. Nos primeiros ensaios, a atividade de exo-PG
aumentou com a elevacdo da temperatura até 65°C, na qual atingiu o

maior valor. Em temperaturas mais elevadas, a atividade desta enzima

decresceu, porém ainda manteve 47% de sua atividade maxima a 75°C
(Fig. 16).

Com a otimizacao do processo de producédo desta enzima, a sua

atividade aumentou até a temperatura de 70°C, na qual ocorreu o pico
de atividade. Em valores mais elevados de temperatura, a atividade
decresceu, porém ainda manteve cerca de 59% de sua atividade maxima

a 75°C e 51% a 80°C (Fig. 16).
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Capitulo IV 106

Ja para a pectina liase (PL), a temperatura 6tima para a sua
atividade foi de 65°C, antes a apds a otimiza¢do das suas condi¢des de
producao (Fig. 16).

A influéncia da temperatura sobre a atividade das enzimas exo-
PG e PL de microrganismos mesofilicos é relatada por varios autores.
Segundo Brumano et al. (1993), a temperatura 6tima da PL produzida
por Penicillium griseoroseum foi 50°C, sendo que a 65°C, esta enzima
praticamente nédo foi detectada. Esta temperatura 6tima foi a mesma
encontrada para o fungo Aspergillus carbonarius, em fermentag¢ao em
estado soélido de farelo de trigo (SREEKANTIAH et al, 1975) e para o
fungo Lentinus edodes, crescendo em polpa de morango, no mesmo

processo fermentativo (ZHENG e SHETTY, 2000). Entretanto, poucas

informacdes existem a respeito de pectinases de fungos termofilicos.

Dados sobre exo-PG de Thermomyces lanuginosus, apresentados
por Sathish Kumar e Palanivelu (1998), indicam temperatura de 70°C
para a atividade 6tima da enzima, embora o mesmo fungo também

tenha produzido outra poligalacturonase, com atividade 6tima a 60°C.
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Atividade PG (U/g)
Atividade PL (U/g)

T —— —
40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Temperatura (°C)

Figura 16: Efeito da temperatura sobre a atividade das
pectinases produzidas por Thermoascus aurantiacus
atraveés de FES em meio de 30% de bagaco de cana e 70%
de laranja. -M- PG antes da otimizacao; -0- PG apods

otimizacao; -®- PL antes da otimizacdo; -o- PL apods
otimizacdo. Tempo de pré-incubacao: 10 minutos para
PG e 30 minutos para PL.

4.3- Determinacao da estabilidade das enzimas frente a

variacdo de pH e temperatura

Apos a determinacdo do pH e temperatura otima de
atividade da exo-PG e PL, foram feitos testes para se determinar a
estabilidade frente a variagdées de pH e temperatura, quando em
auséncia de substrato.

Antes da otimizacdo do processo fermentativo, a exo-
poligalacturonase mostrou-se estavel na faixa entre 3,0 e 8,0,
apresentando 100% de sua atividade original na faixa de pH de 7,5-8,0.
Porém, preservou mais de 60% de sua atividade original em pH 11,5,
apoés a incubagédo da enzima em tampédo sem substrato, por 24 horas.
Apés a otimizagao, esta enzima mostrou-se estavel na faixa de pH entre
7,5 e 8,5, na qual manteve 100% de sua atividade original e também

preservou cerca de 60% de sua atividade original em pH 11,5. Nos
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valores de pH entre 5,5 e 7,0, nos quais o tampéao utilizado foi o citrato-
fosfato, notou-se grande queda na atividade desta enzima (Fig. 17).

Antes da otimizacdo do processo fermentativo, a pectina liase
mostrou-se mais estavel na faixa de pH entre 3,0-4,0 e preservou 55%
de sua atividade original em pH 11,5. Apdés a otimizagdo, esta enzima
mostrou-se estavel nas faixas de pH entre 3,0 e 5,0 e 7,5 e 9,0. Nos
valores entre 5,5 e 7,0, assim como ocorreu para a €xo-
poligalacturonase, houve um decréscimo acentuado na atividade desta
enzima (Fig. 17).

A estabilidade ao pH de pectinases produzidas pelo fungo
mesofilico Aspergillus niger CH4 em FES, foi relatada por Acuna-
Arglielles et al. (1995). A exo-PG produzida por esta linhagem mostrou
ser estavel na faixa de pH de 4,0 a 5,0, enquanto que a PL mostrou-se
mais estavel na faixa de pH entre 2,5 e 8,0, com baixa estabilidade em

valores superiores.
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Figura 17: Estabilidade das pectinases produzidas pelo
fungo termofilico Thermoascus aurantiacus através de
FES, frente as variacoes de pH, em auséncia de
substrato. -m- PG antes da otimizacao; -0- PG apos
otimizacdao; -e- PL antes da otimizacdo; -o- PL apos
otimizacao. Tempo de pré-incubacao: 24 horas.
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Com relagdo a estabilidade em varias temperaturas, em auséncia
de substrato, nota-se que a exo-PG, no inicio dos experimentos,
manteve 100% da sua atividade original apds ser mantida por 1 hora na
temperatura de 50°C e 80% quando pré-incubada a 60°C. A atividade
decresceu acentuadamente apos 65°C, sendo que a 80°C esta ja nao foi
mais detectada. Apos a otimizagado do processo para sua producao, esta
enzima manteve cerca de 85% da atividade original quando exposta nas
temperaturas de 50°C e 60°C (Fig.18).

No inicio dos ensaios, a pectina liase manteve 100% da sua
atividade original apés pré-incubagdo a 60°C e 91% na temperatura de
70°C. Quando pré-incubada a 80°C, houve retencao de 22% de
atividade e a 90°C, a atividade residual ainda foi de 13%. Este perfil foi
bastante semelhante ap6s a otimizacdo do processo fermentativo (Fig.
18).
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Figura 18: Estabilidade a temperatura das pectinases
produzidas por Thermoascus aurantiacus através de
FES por 1 hora, em diferentes temperaturas.-®- PG
antes da otimizacao; -[J- PG apos otimizacao; -e- PL
antes da otimizacao; -o- PL ap6s otimizacéo.
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Como as enzimas apresentaram-se termoestaveis, foi realizado
um teste para se determinar quanto tempo estas se mantinham estaveis
a 60°C, em auséncia de substrato.

A exo-poligalacturonase manteve 100% de sua atividade apos 1
hora e 80% apés 2 horas. Apés 4 horas de exposicdo a esta
temperatura, a enzima reteve 27,5 % da atividade original e apés 5
horas, ja nao foi detectada atividade enzimatica. Apds a otimizacao, este
perfil foi bastante semelhante (Fig. 19).

A pectina liase manteve 100% de sua atividade a 60°C durante 4
horas. Em temperaturas mais elevadas, a atividade diminuiu, porém
ainda houve retengcdo de 63% da atividade original, apés 8 horas de
exposicao a temperatura de 60°C. Na caracterizagdo posterior a
otimizagdo, esta enzima apresentou estabilidade a temperatura por
mais tempo. Apos 7 horas de incubacgdo a 60°C, manteve cerca de 80%

e, apos 8 horas, cerca de 63% da atividade original (Fig. 19).
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Figura 19: Estabilidade das pectinases produzidas por
Thermoascus aurantiacus através de FES quando
expostas a 60°C, por diferentes periodos. -B- PG antes da
otimizacao; -0- PG apods otimizacao; -®- PL antes da
otimizacao; -0- PL ap0s otimizacao.

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 383 34 15 16

17

18



Capitulo IV 111

A estabilidade a temperatura de pectinases produzidas por
fungos mesofilicos tem sido relatada. Zheng e Shetty (2000) relataram
que a exo-poligalacturonase produzida por Lentinus edodes mostrou-se
estavel até 50°C e, quando pré-incubada a 60°C durante 20 minutos,
manteve cerca de 40% da atividade original.

A estabilidade a temperatura de pectinases produzidas pelo

mesofilico Aspergillus niger CH4 em FES, foi relatada por Acuna-

Arglelles et al. (1995). Estas enzimas mostraram-se estaveis até a
temperatura de 50°C, porém quando pré-incubadas em temperaturas
superiores, durante 30 minutos, a atividade das enzimas decresceu,
sendo que a 70°C praticamente néo foi detectada atividade enzimatica.

Esta termoestabilidade foi bem menor que aquela apresentada
pelas enzimas produzidas por Thermoascus aurantiacus em nossos
experimentos, visto que as primeiras foram totalmente desnaturadas
quando expostas a temperatura de 70°C por 30 minutos. As pectinases
de outras linhagens de Aspergillus niger também tém sido descritas
como sendo susceptiveis a desnaturacdo em temperaturas acima de
50°C (BAILEY, 1990).

A boa termoestabilidade das enzimas produzidas por
Thermoascus aurantiacus € uma caracteristica desejavel, uma vez que
estas podem ser utilizadas em processos industriais que requerem altas
temperaturas.

A clarificagcdo enzimatica de sucos pode ocorrer em temperaturas
entre 15°C por 12 horas ou a 54°C por 1-2 horas. Em temperaturas
intermediarias nao siao usadas devido ao risco de contamina¢do com
leveduras. Embora temperaturas superiores a 54°C sejam desejaveis,
visto que levam a reducao da viscosidade do suco e suprime a etapa de
pasteurizacdo, o fator limitante de sua aplicagdo € a estabilidade do
preparado enzimatico usado, que freqiientemente nao excede 50°C
(LEA, 1998). Portanto, enzimas termoestaveis € com temperaturas
otimas de atuacdo elevadas sdo importantes para suprir essa

necessidade da industria.
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Deve ser destacado ainda que a ampla faixa de pH na qual as
pectinases produzidas por Thermoascus aurantiacus mantiveram-se
estaveis, além da faixa de pH de atividade nédo ser muito estreita (4,0-
5,5 para exo-PG e 8,0-11,0 para PL), confere as mesmas caracteristicas
que permitem seu uso em diferentes tipos de sucos (acidos a neutros).

Os poucos relatos na literatura sobre a producdao de pectinases
termoestaveis por fungos termofilicos acrescentam importancia aos

dados obtidos nesse trabalho.

4.4- Estudo do perfil enzimatico

Uma vez determinadas as condi¢des 6timas para a producédo das
enzimas exo-poligalacturonase e pectina liase, foram determinadas as
atividades de outras enzimas despolimerizantes na solugdo enzimatica
bruta obtida. As enzimas testadas foram as seguintes: xilanase,
carboximetilcelulase, avicelase, lignina-peroxidase, manganés-
peroxidase, lacase, a-amilase e endo-poligalacturonase.

Estas foram testadas nos tempos de maior producido das enzimas
exo-poligalalacturonase e pectina liase (4 e 10 dias, respectivamente),

no substrato composto por 30% de bagac¢o de cana-de-agucar e 70% de

bagaco de laranja. Os resultados estdo apresentados na tabela 31.
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Tabela 31: Perfil enzimatico produzido pelo fungo Thermoascus aurantiacus
em meio composto por 30% de bagaco de cana-de-agucar e 70% de bagaco de
laranja.

Atividade (U/g)

Tempo de fermentacio

4 dias 10 dias

Xilanase 416,7 1288,8
Carboximetilcelulase 2000,0 6064,3
Avicelase 0 46,1
Lignina-peroxidase 1371,2
Manganés-peroxidase 2619,0
Lacase 0
o-amilase

Endo-poligalacturonase

O fungo Thermoascus aurantiacus apresentou alta producao de
xilanase nas condigdes estudadas. Apés 4 dias de fermentacao a
atividade foi de 416,7 U/g e, apdés 10 dias, este valor foi de 1288,8 U/g.
Esta producédo é superior a encontrada em alguns relatos na literatura
sobre a produgao desta enzima por diferentes linhagens deste fungo.
Grajek (1987) relatou a producao de 96,7 U/g de xilanase por uma
linhagem de Thermoascus aurantiacus, cultivado em substrato
composto por polpa de beterraba. Alam et al. (1994) obtiveram 843,0
U/g desta enzima, produzida pela linhagem Thermoascus aurantiacus
BJT 190, cultivada em farelo de trigo.

A producao também foi superior a relatada por outros fungos

termofilicos. Jain (1995) estudou a producdo de xilanase pelo fungo

Melanocarpus albomyces 11-68 em fermentacdo em estado sélido de
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diversos residuos agro-industriais. A atividade maxima relatada foi de
1084,0 U/g, obtida quando o fungo foi cultivado em farelo de arroz.

Por outro lado, a produgdo de xilanase obtida em nossos
experimentos € inferior a relatada por Kalogeris et al (1998), utilizando a
linhagem Thermoascus aurantiacus IMI 216529 na fermentagao de
diferentes residuos agro-industriais. A produgdo maxima obtida foi de
6193,0 U/g, em meio composto por farelo de trigo, suplementado com
(NH4)2SO4 como fonte de nitrogénio.

O fungo também  apresentou alta  producao de
carboximetilcelulase, nas condigbes estudadas. Em 4 dias de
fermentacéo, a producao foi de 2000 U/g e, apés 10 dias, este valor foi
de 6064,3 U/g (equivalente a 758 U/ml). Esta produgdo € muito

superior a relatada por Bahkali (1995), que obteve cerca de 25,0 U/ml

desta enzima, produzida por Verticillium tricorpus. Com relagao a
producéao de avicelase, a atividade obtida em nossos experimentos (46,1
U/g, equivalente a 5,76 U/ml) é inferior a relatada pelo mesmo autor,
que obteve cerca de 25,0 U/ml desta enzima pelo fungo Verticillium
tricorpus.

Quanto & producgéo de ligninases, o fungo apresentou atividade
de liginina-peroxidase e manganés-peroxidase e nao foi detectada
atividade de lacase, nas condicoes estudadas. A atividade méaxima de
manganés-peroxidase foi de 2619,0 U/g (equivalente a 346,0 U/ml),
apos 10 dias de fermentacdo. Segundo Nuske et al. (2002), a produgao
de manganés-peroxidase por Nematoloma frowardii foi de 1,5 U/ml,
apos 11 dias de fermentacao em lascas de madeira como substrato. A
producédo desta enzima pelo fungo Thermoscus aurantiacus também é
muito superior a relatada para o fungo Phanerochaete chrysosporium,
que produziu 1,3 U/ml desta enzima em fermentacédo de farelo de trigo
(FUJIAN et al., 2001).

Com relagdo a lignina-peroxidase, a producdao maxima foi de

2769 U/g (327 U/ml), apés 10 dias, muito superior a relatada por
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Fujian et al. (2001), que obtiveram producéo de 2,7 U/ml desta enzima
por Phanerochaete chrysosporium.

A atividade maxima de a-amilase foi obtida apés 10 dias de
fermentacgéao (25,6 U/g). Esta producéo é inferior a relatada por Rabalho
(2002), que obteve 40,8 U/g desta enzima pela linhagem Mucor sp Al13-
36 em fermentagdo submersa de meio nutriente com residuo de
mandioca apés 120 horas. No entanto, o fungo Thermoascus
aurantiacus apresentou significativa producdo desta enzima nas
condigdes estudadas, principalmente levando-se em consideracao o fato
de que o substrato utilizado, composto por bagac¢o de cana-de-agucar e
bagaco de laranja, ndo contém nenhuma fonte rica em amido na sua

composicao. Isto sugere a produgdo de amilase constitutiva, uma vez

que nao ha indutor no meio para a sua produgao.

A produgdo maxima de endo-poligalacturonase (endo-PG) foi de
3,6 U/g (equivalente a 0,45 U/ml) e ocorreu no tempo de maior
producéo de exo-poligalacturonase (4 dias). No entanto, esta producao €
inferior aquela obtida por outras linhagens microbianas relatadas na
literatura. Soares et al. (2001) obtiveram cerca de 2,0 U/ml desta
enzima, produzida por Bacillus sp, através de fermentagao em estado
sOlido de farelo de trigo. Teixeira et al. (2000) relataram a produgao
desta enzimas por Aspergillus japonicus, em meio contendo diferentes
fontes de carbono. A producdo maxima da endo-PG foi de 0,59 U/ml,
em meio contendo pectina a 1,0% e glicerol a 0,2%. Galiotou-Panayotou
et al. (1997) relataram a producdao de endo-poligalacturonase por
Aspergillus sp ATHUM-3482. A atividade méaxima obtida foi de 17,0
U/ml, quando o fungo foi cultivado em meio liquido contendo pectina de
citrus como fonte de carbono e (NH4)2HPO4 como fonte de nitrogénio.
A producdo de pectinases, xilanase, carboximetilcelulase, a-
amilase e ligninases apresentada pelo fungo Thermoascus aurantiacus
no presente trabalho demonstra o alto potencial desse fungo para a

producdo de diversas enzimas, as quais podem ser usadas em
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diferentes processos industriais. Além disso, diferentes preparados
enzimaticos, com grande potencial biotecnolégico, podem ser obtidos.

Preparados enzimaticos contendo pectinases, celulases e
hemicelulases tém sido amplamente utilizados, em diversos processos
industriais. Preparacdes comerciais destas enzimas, geralmente
produzidas por Aspergillus niger e Trichoderma sp sdo utilizadas na
extracdo e clarificacao de sucos de frutas (BHAT, 2000). Na produgéo de
vinhos, uma combinagdo adequada destas enzimas aumentam a
extracdo do mosto, diminuem a viscosidade e ainda melhoram a
estabilidade do vinho produzido. Recentemente, preparagoes
enzimaticas especificas para melhorar a extragcdo do suco de uva e a
qualidade final do produto tém sido obtidas. De fato, a utilizagdao de
enzimas na industria de vinhos oferece enormes beneficios, no entanto,
novas enzimas com propriedades distintas sdo requeridas para trazer
futuros beneficios, tanto para os produtores quanto para os
consumidores (BHAT, 2000).

A presenca de a-amilase nestes preparados também pode ser
importante no processamento de frutas e vegetais que contém amido
na sua composicdo. Um exemplo para essa aplicacdo é a atuagao de
preparados enzimaticos contendo amilases em suco de cenoura e de
macga, que sao materiais que apresenta quantidades significativas de
amido na sua composicdo. O amido presente no suco, apés a sua

extracdo, pode causar a formacao de precipitados e aumentar a

viscosidade do produto, alterando assim a sua consisténcia e aparéncia.

A aplicacao de preparados enzimaticos contendo amilases previne este
problema, uma vez que tais enzimas degradam o amido presente
(ROMBOUTS e PILNIK, 1978).

Preparagées enzimaticas contendo ligninases, xilanases e
pectinases também podem apresentar um amplo potencial
biotecnologico. Estas podem atuar, por exemplo, no branqueamento da
polpa “kraft” de eucalipto, durante a producao de papel. As ligninases

ajudam na quebra das moléculas de lignina, ajudando a liberacao das
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fibras de celulose. As pectinases e xilanases presentes também exercem
esse papel, uma vez que a quebra dos materiais pécticos e
hemiceluloliticos ajuda na liberagdo das fibras de celulose. Estas

enzimas, principalmente as xilanases, atualmente tém sido amplamente

utilizadas para este propésito. A utilizagdo de enzimas nesse processo

substitui a utilizagdo de compostos quimicos utilizados para a liberagao
das fibras de celulose, que sao altamente poluentes (VIIKARI et al.,
1994) e ainda diminui os custos com energia requerida no processo
(BHAT, 2000).

Portanto, a producio destas enzimas, além das pectinases, pelo
fungo Thermoascus aurantiacus relatada no presente trabalho, mostra o
grande potencial biotecnologico deste fungo, uma vez que este produz
altas quantidades de varias enzimas com grande potencial de uso

industrial.

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 34 15 Te T7 18



Conclusdes 118

X- CONCLUSOES

1- O fungo termofilico Thermoascus aurantiacus apresentou boa producao
das enzimas poligalacturonase e pectina liase nos diferentes residuos agro-

industriais testados. Analisando-se em conjunto a producgéao nos diferentes

substratos estudados, o que proporcionou melhor produgédo de ambas as

enzimas foi o composto por 30% de bagaco de cana-de-agucar e 70% de

bagaco de laranja.

2- O tempo de fermentagdo que proporcionou a maior produgdo de
poligalacturonase foi de 4 dias de fermentacdo, em frascos Erlenmeyer e
com a adig¢ao de solugdo nutriente composta por NH4sNOs a 0,1%, MgSOa4 x
7H20 a 0,1% e (NH4)2SO4 a 0,1%. Para a pectina liase, a producdo maxima
ocorreu em 10 dias de fermentagao, em embalagem de polipropileno e com

a adicao da mesma solugédo nutriente.

3- Com relagdo aos fatores fisico-quimicos estudados, as condigdes que
proporcionaram maior produgédo de ambas as enzimas pelo fungo
Thermoascus aurantiacus foram: pH inicial do substrato 5,0; umidade

inicial do substrato em 70% e temperatura de incubacéo do fungo de 50°C.

4- A temperatura oOtima da poligalacturonase foi de 65°C antes da
otimizagdo das condi¢des de producgédo e, apds, foi de 70°C. A da pectina
liase foi de 65°C, e nédo se alterou apos a otimizagcdo das condigoes de
producdo. O pH 6timo da poligalacturonase antes da otimizagao foi 4,5 e,
apos, foi 5,0. O da pectina liase, antes da otimizacdo, ficou na faixa de

10,5-11,0 e, apods, apresentou pH 6timo 9,0.
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5- As pectinases produzidas apresentaram boa estabilidade ao pH e "a
temperatura. A poligalacturonase mostrou maior estabilidade nas faixas de
pH entre 7,5-8,0 e 7,5-8,5 antes e apos a otimizacgao, respectivamente. Ja
a pectina liase, antes da otimizagdo mostrou-se mais estavel na faixa de
pH entre 3,0-4,0 e, apos, foi estavel nas faixas de pH entre 3,0e 5,0e 7,5 e
9,0. Com relacao a termoestabilidade, a poligalacturonase, antes da
otimizagdo das condi¢bes de produgdo, manteve 100% da sua atividade
original apés ser mantida por 1 hora até a temperatura de 50°C e 80%, a
60°C. Apés a otimizacgdo, esta enzima manteve cerca de 85% da atividade
nas temperaturas de S0°C e 60°C. A pectina liase manteve 100% da sua

atividade original até 60°C e 91% na temperatura de 70°C, sendo este

perfil bastante semelhante apos a otimizagdo das condi¢des de producao.

Estas caracteristicas proporcionam grande possibilidade de
aplicacao destas enzimas em processos que requerem altas temperaturas
e, além disso, permite a aplicacido em produtos com diferentes valores de
pH.

6- O fungo Thermoascus aurantiacus apresentou, além das pectinases, boa
producao de outras enzimas hidroliticas, como xilanase,
carboximetilcelulase e ligninases, o que demonstra o grande potencial em
se obter complexos enzimaticos deste microrganismo, os quais podem ser

utilizados em diferentes processos industriais.
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