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- NOMENCLATURA

Q = fluxo de calor (W)

I = intensidade da corrente na sonda (A)

R = resisténcia da sonda (Q)

K = condutividade térmica (W/m/K ou cal/cm/s/K)

Mcoz = massa de gas carbonico liberada durante a fermentacéo (g coz)

Vnaon = volume de hidroxido de sédio usado para coleta do CO, liberado na
fermentacéo

Ni = normalidade inicial da solucdo

N = normalidade da solucdo de NaOH no tempo de amostragem

SSF = fermentacéo semi-solida

SmF = fermentacdo submersa

xii



Rescerrno-

IV- RESUMO

Atualmente, as vantagens do uso de enzimas na indistria de alimentos t&m
sido amplamente reconhecidas. As enzimas pectinoliticas tém assumido
importante papel nas industrias citricas. Quando aplicadas na extragéo de sucos
aumentam a quantidade de suco livre, atuam na quebra da emuisdo de dleo
essencial que se forma apds a extracdo do suco, aumentam a remocgéo de
pigmentos e acidos organicos e inibem a geleificacdo do suco concentrado. Na
produc&o de vinhos e sucos de frutas sdo também muito utilizadas, pois diminuem
a viscosidade, 0 tempo de processamento nos varios estagios e o gasto de
energia para aquecimento, prensagem e centrifugacdo e diminuem a temperatura
de processo evitando alteragbes indesejadas na cor € no sabor devido a
caramelizagio, além de atuar na estabilizacdo e clarificacdo de sucos de frutas e
na eliminagao de substancias pécticas de alimentos vegetais. Por outro lado, na
extragdo de Oleos vegetais, as pectinases degradam componentes de parede
presentes na polpa, facilitando a extragdo, enquanto na industria téxtil, possibilitam
a degradacdo da pectina e a conseqgliente separacdo das fibras de celulose da
parede celular no tratamento de fibras vegetais brutas. Dada a larga aplicacdo
dessas enzimas, a producdo das mesmas através de processos que utilizem
meios de baixo custo e de facil acesso é uma meta a ser alcancada, quando visa-
se a produgao comercial das mesmas. O presente trabalho teve como objetivos
estudar a producao de pectinases por fermentacdo semi-sdlida com bagaco de
laranja industrializado em reator de coluna, identificar, quantificar, separar e
aplicar as pectinases produzidas durante o processo fermentativo e quantificar
possiveis micotoxinas produzidas pelo microrganismo utilizado. No estudo da
extracao da enzima o solvente tamp&o tris-HC! pH 8,0 foi 0 que obteve maior
capacidade de extracdo quando comparado a agua destilada, tampdo acetato-
fosfato pH 4,0 e NaCl 2%. O tempo de 60 minutos de agitacio foi o mais eficiente
no processo de extracdo da enzima. O fungo Penicillium italicum 1Z 1584 produziu
proteases o0 que veio a confirmar o aumento do pH e o decréscimo da atividade

enzimatica durante o processo fermentativo. Na caracterizagio fisico-quimica do
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extrato enzimatico bruto, as pectinases exo e endo-PG e pectinaliase possuem pH
otimo de 5.5, 7.0 e 8.5, respectivamente, e temperatura dtima de 40°C para exo-
PG e 50°C para endo-PG e pectinaliase. O processo de separagéo das enzimas
exo e endo-PG mostrou-se efetivo, com bons valores de rendimento gquando
comparado com os valores do extrato enzimatico bruto (87% para exo e 86,7%
para endo-PG). Na especificidade pelo substrato, pode-se observar que os dados
obtidos sugeriram que a enzima em estudo € uma polimetilgalacturonase. Os
niveis de aflatoxinas encontrados no substrato fermentado e nado fermentado
indicaram que o fungo em estudo ndo é produtor de micotoxinas. Na extracdo de
sucos, a analise estatistica, através do teste de Tukey, mostrou que os volumes
de suco de banana extraidos com o uso da enzima, sob condicdes de pH,
temperatura e tempo de extracdo ndo foram estatisticamente diferentes entre si, a
5% de probabilidade. Para o suco de maga, os maiores volumes médios de suco
extraido foram obtidos quando a enzima estava presente no fratamento aplicado,
principalmente nas condigbes otimizadas e para o suco de cenoura, ndo houve
diferengas significativa entre os volumes médios de suco extraido nas diferentes
condigbes. Os meios com umidade 55% e 60% mostraram-se eficientes para uma
boa umidificacdo dos meios de fermentagdo e a aeragdo foi de extrema
importancia na remogao do calor no interior da coluna e na producdo das enzimas
durante o processo de fermentagdo. Quanto maior a densidade do meio de
fermentag&o, menor é o crescimento microbiano e consequentemente menor a
atividade enzimatica.

Palavras chave: pectinases; Penicilfium italicum; bagage: laranja; reator de
coluna; fermentacéo semi-solida.
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V- SUMMARY

Nowadays, advantages of using enzymes food industry had been widely
recognized. Pectinolitic enzymes had been important on citric industries; when
applied on juice extraction they increase free juice amount; act in breaking of
essential oll emulsion that takes place after juice extraction; they increase
pigments and organic acids removal and inhibit gelatinization of concentrated juice.
On wine production and fruit juices they are utilized a lot, because their properties
of reducing both viscosity, and processing time on several stages and heating
energy, pressing and centrifugal consumption; they reduce process temperature
that avoids color and flavor undesirable changes due to caramelization. They act
also on stabilization and clarification of fruit juices and elimination of peptic
substances in vegetables food. On the other hands, in vegetable oil extraction,
pectinases degrade wall components that are in the pulp, favoring extraction while
on textile industry, make possible pectin degradation and separation of celulosic
fibers from this wide application, their production through process that uses low
cost and easy access is a goal to be reached, when it is necessary large scale
production. This work had as an objective studying pectinases production by semi-
solid fermentation with industrialized orange bagasse in column reactor, to identify,
quantify, separate and apply produced pectinases during fermentation process and
quantify micotoxins perhaps produced by utilized microorganism. On extraction
study of enzyme the buffer tris-HCI pH 8.0 showed more extraction than distilled
water, buffer acetate-phosphate pH 4.0 and NaCl 2%. Agitation time of 60 minutes
was the most efficient on extraction process of enzyme. Penicillium itaficum \Z
1584 produced proteases that confirmed increase during fermentative process. In
physical chemical characterization of enzymatic extract, pectinases exo and endo-
PG and PL had optimum pH of 55, 7.0 and 8.5, respectively and optimum
temperature of 40°C for exo-PG and 50°C for endo-PG and PL. Separation
process of exo and endo-PG enzymes showed to be effective with good yield
values (87% for exo and 86,7% for endo-PG). In specificity by substrate it can be
observed that obtained data suggested that studied enzyme is a

polimethiigalacturonase. Aflatoxin levels found on fermented and non-fermented
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substrate indicated that fungus is not a micotoxins producer. In juices
extraction, statistical analysis through Tukey test showed that banana juice
volumes extracted using enzyme under pH, temperature and extraction time were
not different statistically between them at 5% of probability. For apple juice, greater
average volumes extracted were obtained when enzyme was present on applied
treatment, mainly in optimized conditions and for carrot juice showed that there
were not significant differences between average volumes of extracted juices on
different conditions. Medium with 55% and 60% of humidity showed to be efficient
for a optimum humidification of fermentation medium and aeration was extremely
important on heat removal from inside of column and enzyme production during
fermentation process. Higher densities of fermentation medium lower

microorganism growth and consequently lower enzymatic activity.

Keywords: pectinases, Penicilium italicum, bagasse, orange, column reactor,

semi-solid fermentation.
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VI. INTRODUGAO

O aproveitamento integral e racional de recursos agricolas disponiveis
representa importante aspecto para alcance da auto-suficiéncia alimentar e
tecnologica. Uma das alternativas de maior viabilidade para se chegar a esse
objetivo pode ser enconirada na biotecnologia.

A grande maioria das industrias, produzem além do produto final, um
grande volume de residuos e subprodutos. O mercado brasileiro possui enorme
disponibilidade de residuos e subprodutos agroindustriais, destacando-se as
industrias processadoras de sucos citricos, onde cerca de 40% da matéria prima
processada (laranja) se transforma em bagaco, as destilarias e refinarias que
geram melago, os amilaceos (batata, milho, mandioca, banana e seus residuos) ,

bagacilhos e outros materiais lignoceluldsicos residuais da cana.

Esses subprodutos agroindustriais apresentam caracteristicas comuns:
- $80 recursos naturais renovaveis;
- sua produgdoc depende de outra atividade produtiva (geralmente sdo
subprodutos de disponibilidade concentrada geograficamente);
- s3o produzidos em grande quantidade e constituem um problema sanitério e
ecoldgico em sua regiéo;
- sempre foram utiiizados para enriguecimento de solos ou como ragdo animal,

gerando lucros, beneficios as empresas e a sociedade.

Por outro lado, a utilizacdo desses residuos evita que os mesmos sejam
descartados e gerem problemas de poluicdo ambiental. Hoje, esses materiais
podem também ser aproveitados para obteng@o de outros produtos de alto valor
comercial. E o caso das enzimas, que atualmente representam no mercado
mundial um valor estimado de US$ 1,5 bilhdo ao ano, sendo que no Brasil este
valor gira ao redor de US$ 35 mithdes, de acordo com a Carteira de Comércio
Exterior do Banco do Brasil.

XVii



Introdugcdo-

As enzimas s&o catalizadores orgénicos produzidos pelas células vivas, que
aceleram as reacfes quimicas em seus processos vitais. Uma vez sintetizada por
uma celula, uma enzima podera atuar independentemente dessa célula, se
condicOes apropriadas forem mantidas. Uma das caracteristicas de destaque das
enzimas € sua especificidade pelo substrato. As propriedades adicionais das
enzimas sao a atividade em baixa concentrac@o, a rapidez de acdo e a nao-
toxicidade. O conhecimento das caracteristicas dessas substancias aumentou
sobremaneira, a ponto de muitas enzimas terem seus mecanismos de acdo e suas
estruturas perfeitamente determinadas; em conseqUéncia, esses catalizadores
tém sido empregados na sintese organica, em procedimentos analiticos e em
processos industriais dos setores farmacéuticos, alimenticios, téxtil, de couro,
papel-celuiose e de minérios.

Vérias enzimas como pectinases, celulases, hemicelulases, amilases e
arabinases tém sido produzidas industrialmente em diversos paises. A maioria,
por processo fermentativo. As enzimas pectinoliticas exercem importante papel,
pois atuam nas industrias processadoras de suco aumentando a quantidade de
suco livre, a estabilizagdo e clarificacdo de sucos, na fabricagdo de vinhos,
alimentos infantis, extragcdo de dleos vegetais, fermentacdo de cha, café, cacau e

fumo, e na industria téxtil no tratamento de fibras brutas vegetais.

Uma vez gue o interesse pela FSS tem crescido significativamente em nivel
mundial, acompanhada pela crescente importancia industrial das enzimas, o uso
deste tipo de fermentac&o, associado ao aproveitamento de substratos facilmente
disponiveis e de baixo custo, como os residuos agroindustriais, pode tornar-se
economicamente vantajosa. Para os paises subdesenvolvidos ou em fase de
crescimento, onde a crise atual e a globalizagdo da economia mundial ndo
permitem acompanhar a crescente evolucio biotecnoldgica, os processos de SSF
apresentam uma oportunidade impar a ser considerada.
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Vil- OBJETIVOS
1. Gerais

Estudar a produc@o de pectinases por Penicilium italicum 1Z 1584 em
fermentacdo semi-sdlida, utiizando como substratc bagago de laranja

industrializado.

2. Especificos

1. Estudar a produgéo de pectinases em embalagens de polipropileno por
Peniciftium italicum 1Z 1584, utilizando como substrato bagaco de laranja

industrializado;
2. Definir o melhor método para a extracio do extrato enzimatico bruto em
relacdo ao tempo de agitacdo e solvente utilizado, além de avaliar as

melhores condi¢des para determinacao das atividades de pectinases;

3. Estudar a produgéo de outras enzimas durante o processo fermentativo,
pelo fungo em questao;

4. Estudar a produgéo de pectinases em reator de coluna com umidades
diferentes do meio de cuitivo;

5. Estudar a producdo de pectinases com diferentes aeragbes na coluna
de fermentacio;

6. Estudar a influéncia da densidades aparente no meio de cultivo.

7. Estudar as variagbes de temperatura no leito semi-sdlido com diferentes
densidades aparentes;

8. Estudar a variagdo de temperatura usando material inerte;



Objetivos

9. Determinar a condutividade térmica do material fermentado:

10.Separar as fracbes de pectinases produzidas pelo fungo Peniciflium
italicum IZ 1584, através de cromatografia em gel sephadex;

11. Caracterizar fisico-quimicamente a solucdo enzimética bruta ¢ as

fragdes das enzimas separadas por cromatografia;
12. Testar a especificidade das fracdes separadas em relacio ao substrato;
13. Estudar a produgédo de Aflatoxinas e Ocratoxinas pelo fungo Peniciflium
italicum 1Z 1584 durante o processo fermentativo para a obtencdo das

pectinases;

14.Avaliar a viabilidade do uso da enzima bruta na extragdo do suco de

frutas e vegetais.
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1. Fermentacgéo

A fermentacéo € utilizada ha muito tempo na biotecnologia e € entendida
no sentido lato, nao apenas como foi iniciaimente proposto por Pasteur, na
obtencéo de alcool, como sindnimo de borbulhamento, mas como um processo no
qual mudancas bioguimicas ocorrem num substrato orgénico, através da acéo de
catalisadores {enzimas}), obtidas de microrganismos in vivo ou in vitro (ATKINSON,
1984).

Atualmente, a técnica de fermentac@o para a producdo de enzimas esta
bem desenvolvida. Varias enzimas como pectinases, celulases, hemicelulases,
amilases e arabinases tém sido produzidas industrialmente em diversos paises. A
maioria por processo fermentativo, visto que uma variedade consideravel de
microrganismes podem produzi-las (WHITAKER, 1990).

Varios tipos de substratos sdo utilizados em Fermentacao semi-sélida, em
geral, sdo compostos de residuos ou subprodutos agro-industriais os guais
apresentam as seguintes caracteristicas:

- s80 recursos naturais renovaveis;

- sua producdo depende de outra atividade produtiva (geraimente séo
subprodutos de disponibilidade concentrada geograficamente);

- séo produzidos em grande quantidade e constituem um problema sanitario e
ecolégico para a regi@o que os geram;

- alguns necessitam de um prévio tratamento fisico ou guimico para a FSS, que
thes déem novas caracteristicas fisicas que facilitem o desenvolvimento do
microrganismo (GUTIERREZ-ROJAS e FAVELA-TORRES, 1992).

Os substratos sdo divididos de acordo com a fonte de carbono utilizada pelos
microrganismos: o0s que contém amido (arroz, milho, mandioca, farelo de trigo,
residuos de batata e de banana); os que contém celulose e lignocelulose (palha

de trigo, de arroz e de milho, farelo de trigo, polpa de beterraba) e os gue contém
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agucares soltveis (polpa de café, casca de manga e de banana, polpa de uva,
beterraba doce) (MITCHELL e LONSANE, 1992; RAIMBAULT et al., 1998).

Segundo MITCHELL et al. (2000) os substratos que contém amido
precisam passar por um tratamento térmico para que o amido sofra gelatinizacéo,
transformando-o em uma forma mais sollvel de modo que o microrganismo possa
degrada-lo, a monbdmeros de aglcar que serdo assimildveis. Os substratos
lignoceluldsicos podem ser submetidos a tratamentos prévios utilizando vapor,
acidos ou alcalis, para que ocorra a quebra da celulose e lignina de modo a torna-
los mais acessiveis ao microrganismo. Os substratos que contdm aclcares
soluveis, geraimente s&o mais facilmente utilizaveis pelo microrganismo.

Varios tipos de substratos tém sido usados em FSS como, farelo de trigo e
soja (CASTILHO et al., 1999 e 2000; SING et al., 1999; SILVA et al., 2003);
bagaco de cana (GUTIERREZ-CORREA et al., 1999, KANSOH et al, 1999);
residuo de macéd (BEROVIC e OSTROVERSNIK, 1997); residuo de morango
(ZHENG e SHETTY, 2000); casca de café (SOARES et al., 2000; PANDEY et al.,
2000), farelo de mandioca (RABALHO et al., 2002), bagaco de laranja (RIZZATTO
et al., 1999; SILVA et al., 2003); casca de banana e de manga e tegumento de
milho (SILVA, 2003).

Aiguns substratos podem ser utilizados como suporte inerte em SSF que
podem ser naturais ( bagaco de cana, de milho, casca de arroz, entre outros) ou
sintéticos (espuma de poliuretano, amberlite, perlite, vermiculite, granulos de
barro). Esses substratos s&o utilizados no intuito de ajudar a resolver problemas
que ocorrem durante o processo de FSS como a compactagdo do meio,
dissipagio do calor gerado pelo microrganismo, etc.

OOIJKAAS et al. (2000) utilizaram substratos inertes sintéticos em conjunto
com substratos definidos em FSS e observaram maior controle dos processos e
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do monitoramentc das variaveis estudadas (pH, aw, temperatura, CO» e O) e

concluiram que os suportes inertes s&o fatores cruciais para o sucesso da FSS.

1.1. Tipos de Fermentacgéo

Existem dois métodos principais de fermentagdo, sendo ambos eficientes:
a fermentacéo em meio liquido ou submersa (FSm) e a fermentacdo em meio
semi-sélide ou em estado sélido (FSS).

1.1.1. Fermentag¢do submersa (FSm)

FSm e aquela cujo substrato fica dissolvido ou suspenso em pequenas
particulas no liquido, normalmente agua. Segundo MITCHELL et al. (2000) na
SmF a agua chega a constituir cerca de 90 a 99% da massa total do material a ser
fermentado e apresenta como principais vantagens, o facil acompanhamento e
controle dos par@metros fermentativos como pH, temperatura, oxigenacéo e
esterilidade. Como principais desvantagens, tem-se o grande volume de residuos
gerados e a dificuldade de separacio do produto/substrato.

Segundo FOGARTY e WARD (1974), na FSm a determinacdc de um meio
de cultivo balanceado € critico para a produgdc de elevadas quantidades de
enzima. Desta forma, o meio liquido é preparado com grande nimero de
componentes como misturas de carboidratos, materiais nitrogenados e minerais,
que devem ser adequados para a producdo das diversas enzimas. A maior parte
das pectinases comerciais s@o enzimas indutiveis e substratos com altos teores
de pectina, como polpa de beterraba, casca de citricos e polpa de macs, devem
ser adicionados ao meio de fermentagdoc para que a produgdo da enzima seja

estimulada.
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1.1.2. Fermentagido em meio semi-solido (FSS)

A FSS pode ser definida como aquela cujo substrato € um material umido,
nao suspensc em agua e sem escorrimento aquoso (GUTIERREZ-RQOJAS e
FAVELA TORRES, 1992). O processo FSS € mostrado no esquema generico de

producéo de enzimas na Figura 1.1.

Os autores CANNEL e MOO-YOUNG (1980), GUTIERREZ-ROJAS e
FAVELA-TORRES (1992) e LONSANE et al. (1992), definiram o processo FSS
como o crescimento de microrganismo em materiais sdlidos umedecidos na
auséncia ou perto da auséncia de agua livre. MITCHELL et al. (1992) e PANDEY
et al. (1999) por sua vez, definiram como fermentacdo em “substrate sdlido”, os
processos nos guais o0 substrato € usado como fonte de carbono e energia,
ocorrendo na auséncia ou quase auséncia de agua livre e fermentagdo em “estado
solido” como um processo que ocorre na auséncia ou quase auséncia de agua
livre, usando substrato natural ou inerte como suporte sdlido. Esses autores citam
algumas vantagens e desvantagens da fermentacdo semi-sdlida quando
comparada com a fermentacdo submersa.

Vantagens:

1. elevada concentragédo de produto. Como ndo existe grande quantidade de
agua, a atividade por grama de material € muito elevada e leva a uma serie de
vantagens:

- O espacgo ocupado pelos equipamentos de fermentagf@o € reduzido quando
comparado com o rendimento do produto;

- Volume reduzide ou mesmo inexistente de contaminantes ambientais;

- Dispensa em certos casos de etapa de extragéo e concentracdo do produto,
podendo ser utilizado diretamente ou apds secagem prévia do substrato da
fermentacéo;
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- Freqgientemente a extracdc da atividade pode ser feita com agua, dispensando
0 uso de solventes;

- Emprego de volumes reduzidos ou solugao extratora;

2. O reduzido teor de umidade, diminui o perigo de contaminantes
bacterianos, podendo assim, dispensar em alguns casos da esterilizagdo do
substrato;

3. Composicac dos meios € simples, utilizando matérias-primas de baixo custo,

4. Baixas taxas de aeracao;

5. Tecnologia pouco sofisticada;

6. investimentos reduzidos;

7. Processo extrativo simplificado;

8. Baixa taxa de poluigdo.

Desvantagens:

1. Os microrganismos passiveis de serem utilizados no processo se limitam
geralmente aos que $80 capazes de crescer com baixos teores de umidade,

2. Necessidade de volumes relativamente grandes de indculo;

3. O controle dos parametros do processo fermentativo (pH, temperatura,
umidade, crescimento celular, etc.) € mais dificil de se realizar,;

4. Pouca disponibilidade de dados de engenharia. O Jap&o possui a tecnologia
mais avancada, porém, dados relevantes sao dificeis de obter e geralmente sio
de carater confidencial.

Segundo PANDEY et al. (2000), a analise critica em varias literaturas mostram
que o processo da FSS possui vantagem no bioprocesso e na producao de varios
produtos. Ficou estabelecido que em alguns casos como das enzimas, compostos
bioativos, efc, a producdo foi maior no processo de FSS comparado com ©
processo de FSm. Assim, o desenvolvimento da aplicagcdo de FSS vem sendo

utilizada em varias areas como a de biorremediacdo e biodegradaciéo de
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SUBSTRATO
INOCULO PURO

AGUA ——» UMIDIFICACAD

VAPOR —® ESTERILIZACAO

A 4
AR UMIDO —————» INCUBACAC <« o
RESIDUO SECO DA
»  FERMENTACAO
v
SOLUCAQ -3 EXTRACAQ DE ENZIMAS
REGULADORA
DE pH
v
FILTRACAO

l

RESIDUO <+——— EXTRATO ENZIMATICO CRU ——» ENZIMA (SECA)

FIGURA 1.1. Fluxograma de producdo de enzimas por FSS.
(GUTIERREZ-ROJAS e FAVELA TORRES, 1992).
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compostos perigosos, desintoxificacdo bioldgica de residuos tdxicos agro-
industrial e desenvolvimento de produtos biologicamente ativos como metabdlitos
secundarios, incluindo antibidticos e outras drogas, enzimas, &cidos organicos,
biopesticidas, etc.

Alguns autores compararam a producdo de alcaléides por Claviceps
fusiforfis pelo método de FSm e por FSS e observaram aumento na producéo de
3,8 verzes, quando usada a FSS (HERNANDEZ et al., 1992). SHAH et al. (1991)
estudaram a produgio de a-amilase de A. orizae SCM por FSm e FSS, chegaram

a conclusao de que a FSS € mais econbmica .

ACUNA-ARGUELLES et al. (1995) estudaram a producdo e propriedades
de trés atividades pectinoliticas de A. niger cultivado em FSm e FSS, concluindo
que com a FSS os valores de produtividade foram maiores. Consideraram ainda,
que a atividade de pectinaliase foi inibida quando o processo fermentativo foi o

submerso.

Por outro lado, TARAGANO e PILOSOF (1999) estudaram a producgédo de
pectinases de A. niger em FSS e FSm, utilizando farelo de trigo e extrato aquoso
de farelo de trigo como substrato, respectivamente. Concluiram que a producéo de
PG foi 5 vezes maior quando usado o processo de FSm comparado com o
processo de FSS e a atividade de PL foi 3 vezes maior em FSS do que em FSm e
a atividade de pectinaesterase apresentou cerca de 30% maior em FSS.

De acordo com HESSELTINE (1972); RAIMBAULT e ALAZARD (1980);
MOO-YOUNG et al. (1983) e ORIOL et al.,, (1988), na FSS o microrganismo €
inoculado em um substrato aparentemente sélido e dmido. Os niveis ideais de
umidade dos substratos, geralmente, va0 desde 12% até 80%. Os niveis acima de
80% podem até ser melhores para o processo, mas isso dependera da
capacidade de retencdo de agua do material utilizado como substrato. Em
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contrapartida, em FSm a atividade de agua é alta e o meio, quando diluido, pode
alcangar um volume grande comparado com a FSS. A guantidade de agua em
FSm chega a constituir cerca de 90-99% da massa total do material a ser
fermentado (MITCHELL et al., 2000).

HESSELTINE (1972) descreve as caracteristicas das FSS quando o
sistena e submetido & agitag@o. Segundo este autor, é preciso ter circulacdo de
ar entre as particulas do substrato solido para que o material fermentado nao se
agregue durante a fermentagdo e a umidade se mantenha em niveis baixos, ao
redor de 28%. Para que a aeracdo ndo seja comprometida, o volume de
substratc tem que ser pequeno em relagdo a capacidade volumétrica do
reator. As vantagens por ele citadas, da FSS s&o: o espago ocupado pelo
equipamento €& pequeno e néo necessita de tanques para a producdo de
indculos, uma vez gque 0s esporos sdo usados diretamente devido a baixa

‘umidade do meio de cultivo; ndo ocorre contaminacdo da area de
fermentacdo e as condigbes de crescimento de fungos sdo parecidas com as de
seu habitat natural. Normaimente, maiores taxas de produc&o s&o obtidas em FSS
em relagdo a FSm, e a extragdo do produto desejado é feita no préprio biorreator,
pela adicio direta do solvente.

Os maiores problemas relacionados a utilizacdo de substratos sdlidos sao:
a necessidade de se produzir o indculo em grandes quantidades, com esporos
fungicos com capacidade de germinacio rdpida e uniformidade acima de 95%;
determinacéo da quantidade 6tima de indculo para cada fermentacdo; os niveis
de umidade do meic semi-solido devem ser determinados para cada espécie
fangica empregada e requerimento de consideravel desenvolvimento na parte de
engenharia, incluindo a relacéo entre a quantidade Stima de substrato e a forma e

dimensao do fermentador.

A fermentacdo semi-sblida (FSS) vem sendo empregada

predominantemente em paises orientais, usando substratos facilimente disponiveis

9
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e de baixo custo; & tida como o mais antigo processo fermentativo usado pelo
homem.

1.2. Biorreatores

Biorreator € um recipiente que tem como objetivos conter o leito de
substrato, impedir a liberacdo do organismc para as vizinhangas do biorreator,
impedir ou minimizar a enfrada de contaminantes e manter as condigbes 6timas
para crescimento e formacdo de produtos em todos os lugares dentro do
biorreator e durante a fermentacéo inteira (MITCHELL et al., 2002).

Segundo RAGHAVARAOQO et al. (2003) um biorreator é o coracdo em um
processo de fermentagdo, onde o substrato Gmido em condigbes apropriadas é
capaz de ser convertido no produto desejado.

1.2.1. Biorreatores para a FSS

A escolha do biorreator para a realizagdo de uma fermentagdo deve
considerar os objetivos da mesma. Entre eles estdo a analise econdmica dos
custos iniciais e operacionais do processo, a possibilidade de monitoramento e
controle de diversos parametros como o controle eficiente da aeracio, agitagéo e
remocao do calor metabdlico gerado, se houver necessidade, € a manipulagdo
simplificada do sistema (carga/ recarga, limpeza, manutengdo). A construcdo do
biorreator precisa ser de forma a evitar a entrada de contaminantes, o material
utiizade precisa ser resistente contra corros@o e ndo toxico ao microrganismo.
Para a ampliacac de escala do reator, deve-se verificar, primeiramente, em escala
de laboratorio, se os objetivos foram alcancados e observar parametros que em
pequena escala ndo sdo compativeis com a escala industrial, como os efeitos da
espessura e compactacdo do substrato, da taxa de aeracfo, da tranferéncia de
oxigénio, da temperatura, umidade e da dissipacdo do calor (CANNEL e MOO-
YOUNG, 1980; DURAND et al., 1988; RAGHAVARAO et al., 2003).

10
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Varios tipos de biorreatores tém side usado em processos de FSS ao longo
de decadas, inciuindo tambores rotativos, leitos com gas-sélido fluidizado, leito
fixo, agitados e rotativos e varios outros tipos de biorreatores (MITCHELL et al.,
2000; RAGHAVARAQ et al., 2003).

Reatores de vidro: Os primeiros reatores que devem ser citados sdo os de
vidro, comumente utilizados em laboratério. Os frascos Erlenmeyers sio os
primeiros a serem lembrados devido a facilidade de manuseio durante as
pesquisas. Frascos de Fernbach também so bastante utilizados, inclusive em
nivel industrial, para a produg&o de esporos, devido & ampla area superficial entre
0 substrato e a atmosfera que o mesmo fornece para o desenvolvimento dos
microrganismos. Garrafas de cultura embora excelentes para o inicio de uma
pesquisa, deixam a desejar quande se pensa em uma ampliacdo de escala do
processo (DEL BIANCHI et al., 2001).

Estudos de FSS foram realizados por MAIORANO (1990) em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL para a produgdo da enzima pectinase por cultivo de
Aspergillus. Nestes estudos, foi utilizado farelo de trigo como substrato,
complementado por uma solugdo alcalina, em dois tipos de sistemas de
fermentacdo, descontinuo e de corte. Foi verificado pelo autor, que no sistema,
com fragdo de corte igual a 75%, quando esta operagdo foi realizada apés certo
tempo de fermentacao, foi obtido a atividade méaxima de pectinase, 11% maior
que o valor obtido com o sistema descontinuo.

SOARES et al. (1999) estudaram a produgio de pectinases de Bacilfus sp
em FSS em frascos de Erlenmeyer em diferentes temperaturas de incubacéo (28,
30, 35 e 40°C) usando farelo de trigo como substrato. Obtiveram aita atividade de
PG (40U/g), endo-PG (15,5 U/g) e PL (1000 U/g).

1
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ZHT"NG e SHETTY (2000) utilizaram frascos de Erlenmeyer para a
producédo de poligalaciuronases de Lentinus edodes usando residuos de frutas
como substrato em FSS. Apds 40 dias de fermentac@o, obtiveram valores
maximos de 294 Ulg e 14,0 Ulg com residuc de magd e morango,
respectivamente.

Bandejas (Figura 1.2.1): Estes tipos de fermentadores sdo caracterizados
como sendo de aito custo, devido a necessidade de uma grande area operacional
e ao fato do substrato ndo poder ser esterilizado no fermentador. Sdo os tipos
mais simples e as bandejas podem ser metdlicas, de plastico ou de madeira.
Devern conter o substrato e ter perfuracdes para permitir que ocorra aeragio
atraves da superficie inferior do meio de cultivo. Estas bandejas s&o colocadas
umas sobre as outras e normalmente arranjadas mantendo-se uma certa
distancia entre elas (PANDEY, 1991). Para a disposi¢do das bandejas, deve-se
ter um local apropriado para o desenvolvimento da fermentacdo. Podem ser
utilizadas simplesmente salas com estantes, fazendo-se uso de ar natural ou
aerac@o forgada, desde que haja o controle da temperatura e umidade (DEL
BIANCHI et al., 2001).

GHILDYAL et al. (1981) usaram meio semi-solido em bandejas perfuradas
para producdo em larga escala de enzimas pectinoliticas em meio umidificado |,
utilizando farelo de trigo como substrato e esporos de A. carbanerius CFTRI 1048.
As bandejas foram colocadas na camara de um fermentador comercial, cuja
capacidade era de 96 bandejas. O equipamento contava com controle de
umidade, temperatura e circulacdo de ar. As fermentacdes foram conduzidas por
20 a 21 horas, sob temperatura entre 30°C e 35°C e sob umidade relativa de
90%. Quando o controle de temperatura ndo foi empregado, a temperatura do
meio aumentou de 25°C até 452°C devido a geracdo de calor durante a
fermentagcdo, resultande na diminuigdo de cerca de 12% na produgdo da

enzima.

12
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Outros autores utilizaram bandejas para producdo de glucoamilase e
protease alcalina de Aspergillus niger em FSS utilizando como substrato farelo de
trigo, GHILDYAL et al. (1992 e 1993) e MALATHI e CHAKRABORTY et al. {1991),
respectivamente.

Figura 1.2.1. Biorreatores de bandeja.
( Fonte: DEL BIANCHI, 2001)

Tanques circulares (Figura 1.2.2). Este fermentador descrito por
TOYAMA (1976} como um equipamento em cultura estatica em nivel industrial,
denominado produtor de “Koji® automdtico estacionario, consiste de dois
tangues rotatdrios de 7m de diametro, dotados de um agitador helicoidal, dentro
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Figura 1.2.2. Tanques circulares
( Fonte: DEL BIANCHI, 2001)
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de uma camara de condigdes controladas. Neste equipamento podem ser
processados, a cada batelada, cerca de 2 a 3 toneladas de meio de cultura, com
alimentacdo, esterilizacdo, inoculacdo e retirada do produto realizados
automaticamente (DEL BIANCHI et al., 2001).

Esteira rolante (Figura 1.2.3). Segundo THIEMANN (1985) este sistema é
uma variante do fermentador de bandejas. As etapas de inoculacéo e incubagio
do material esterilizado sao realizadas em grandes esteiras de fundo perfurado por
onde circula ar umido. De acorde com as necessidades de cada produto, pode ser

realizada também uma agitagdo ocasional.
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Figura 1.2.3. Esteira rolante
( Fonte: DEL BIANCHI, 2001)

Tubular Horizontal (Figura 1.2.4); Neste equipamento, o crescimento do
microrganismo €& considerado melhor e mais uniforme do que nos fermentadores
de bandejas (PANDEY, 1981). No entanto, € tambem considerado de cusio
elevado para o volume de material produzido e apresenia dificuldade de
ampliagdo de escala do processo e da manutenc@o da integridade do micélio
devidc a agitacac do sistema. Neste fermentador, o substrato & esterilizado e
resfriado diretamente no tambor e sua agitagdo pode ser realizada pela propria
rotacdo do reator ou por agitador central contendo numerc variavel de pas. A

aeracado da massa e realizada pela passagem de ar esterilizado e umidificado

14
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através do reator, objetivando também o controle da temperatura interna
(THIEMANN, 1985).
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Figura 1.2.4. Biorreator tubular horizontal com agitacéo
( Fonte: DEL BIANCHI, 2001)

BEROVIC e LOGAR-DERENCIN (1993) utilizaram fermentador do tipo
tubular horizontal (tambor} para a produg@o de pectinase de A. niger P26 tendo
como substrato a pectina de macga. A esterilizacdo do substrato foi realizada no
proprio fermentador, mas houve problemas de aglomeracgdo das particulas.

BEROVIC e OSTROVERSNIK (1997) estudaram a producac de pectinases
de A. niger em SSF utilizande polpa de maca combinada com farelo de trigo e
farinha de soja como substrato em reator horizontal. O resultado preliminar da
otimizagcdo do substrato em escala experimental foi transferido para o reator.
Foram estudados vérios paré@metros como inoculagdo, influéncia da agitacio,

aeracao, temperatura e umidade.

KALOGERIS et al. (1999) construiram um biorreator horizontal para
producéo de celulase e hemicelulase utilizando microrganismo termofilico em
FSS. O biorretor (Figura 1.2.5) consistia de um tubo cilindrico perfurado {poros de
1 mm?), com diametro de 0,15 m, altura de 0,59 m e capacidade de 10 L e possuia

também portas especiais para © camregamento, inoculagdo, amostragem e
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descarte. A temperatura era controlada por circulacdo de agua (coluna
encamisada), medida através de termopares e era injetado ar umidificado no
interior da coluna.

Figura 1.2.5. Biorreator horizontal
(Fonte: KALOGERIS et al,, 1999)

Tubular vertical: Também denominado fermentador tipo coluna, tem sido o
reator utilizado em pesquisas quando se deseja obter o controle do processo.
Segundo SAUCEDO-CASTANEDA et al. (1992), os fermentadores de coluna
consistem de tubos de plastico ou de vidro colocados na vertical, com um leito fixo
de substrato, com tampa de ambos os lados. Estes fermentadores podem ter
encamisamento externo para controle de temperatura através da circulacdo de
agua. Alternativamente (e em pequena escala), o controle de temperatura pode
ser feito pela manutencéo do conjunto em uma atmosfera controlada. Os autores
afirmaram também, que esses tipos de fermentadores s&o os gque mais se
adaptam ao aumento de escala (“scale-up”) e ac controle de processos. O cultivo
de Schwanniomyces castelli CBS2863, por eles realizado em fermentador tipo
coluna com leito de 800 mm de altura, permitiu que com o controle da taxa de
aeracgao do sistema o gradiente de biomassa, formado a diferentes alturas do leito,
fosse eliminado.

16
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Este tipo de reator, apresenta como vantagens, espaco reduzido, rapidez
de carga e descarga e uma relacdo volume total/volume util préximo a 1. Como
desvantagem, apresenta a compacta¢ado da massa nao uniforme ao longo do
equipamento. Dentro desta categoria, e visando superar algumas das
desvantagens apresentadas, inclui- se tambem o denominado reator de leito
fluidizado ar- sdlido, que fornece um melhor controle de temperatura, de umidade
e maior homogeneidade do sistema (ROUSSOS et al, 1991; SILMAN et al,
1979).

Segundo SAUCEDO-CASTANEDA et al. (1992) encontra-se nesta
categoria o reator Zymotis, projetado pela ORSTOM-Franca, que possui
capacidade para receber até 21 Kg de meio.

COSTA (18996) produziu amiloglicosidase por A. niger NRRL 3122 em FSS
de farelo de arroz, usando reator tipo coluna, encamisada, por onde circulou agua
para manter a temperatura de fermentagdo. Concluiu que o aumento de aeracio
exerceu um efeito positivo, tanto sobre a atividade enzimatica, quanto scbre a
produtividade do processo e que o valor de 60 mL ar. h”'. g meio foi suficiente
para uma boa oxigenagdo do meio e &timo para a producdo da enzima. A
densidade aparente do meic em intervaio entre 586 e 858 g/l. mostrou ndo ter
influéncia sobre a atividade enzimatica e produtividade e valores acima e abaixo
desta faixa influenciaram negativamente. A aeracdo utilizada mostrou-se
insuficiente para a remo¢do do calor metabdlico gerado durante o processo
fermentativo, sendo observado que a troca de calor se realizou de duas maneiras
diferentes: radialmente a contribuicdo maior para o fluxo de calor foi dada pelo
mecanismo de condugdo e na dire¢do axial por conveccdo foi observado um maior
gradiente radial da temperatura.

PANDEY et al. (1996) desenvolveram dois biorreatores de coluna com
alturas iguais (27,0 cm) e diametros internos diferentes (4,5 e 2,5 cm) para

producdo de glucoamilase por Aspergillus niger em FSS (Figura 1.2.6). Os
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biorreatores foram empacotados com substrato em diferentes alturas (4,5; 9.0:
18,0 e 22,5 cm), onde observaram maior valor de atividade enzimatica no
biorreator com substrato na altura de 18,0 cm nos dois biorreatores com diametros
internos diferentes.
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Figura 1.2.6. Biorreator de coluna
(Fonte: PANDEY et al., 1996)

STUART et al. (1998) estudaram a producéo de proteina de A. oryzae ACM
4669 em fermentador vertical, utilizando farelo de trigo como substrato. O
fermentador possuia capacidade de 18,7 L, 850 ¢cm de comprimento e 190 cm de
altura. Os autores observaram a importancia do estudo da transferéncia de calor e
massa e a rotagdo no sistema de fermentacdo semi-sélida.

Embalagens plasticas (Figura 1.2.7): Geralmente essas embalagens s&o
sacos flexiveis de polipropileno que suportam as temperaturas de esterilizagdo e
s@o permeaveis ao oxigénio e ao gas carbdnico. S&o de baixo custo e de facil
manuseio, permitem uma boa homogeneizacio do material e reduzem as perdas
de amostras, principalmente por quebra de frascos (COSTA, 1996).

HENNIES (1996) estudou a producgéo de pectinase por P. italicum 1Z 1584

atraveés de FSS de bagaco de laranja industrialmente processado, em embalagens

de polipropiteno. Concluiu que esse fungo foi capaz de produzira enzima
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Figura 1.2.7. Embalagens plasticas
(Fonte: RIZZATTO, 1999)

pectinase extracelularmente, sendo esta atividade incrementada quando a
sacarose estava presente no meio de cultive. Observou também, que a produgéo
de pectinase por FSS, com bagaco de laranja lavado, mostrou-se ser mais efetiva
frente aoc bagago de laranja né@o lavado e apresentou maior atividade e
produtividade quando o periodo de fermentacgdo foi de 120 horas. O pH da solugéo
umidificante proporcionou melhores resultados quando ajustado para pH 5.0,
demonstrando também ser um fator significativo para a otimizagdo do meio de
fermentagdo. A variacdo de temperatura de fermentagido de 28°C para 34°C
apresentou pequena influéncia sobre os niveis de pectinase produzidos, sendo
que os melhores resultados foram obtidos a temperatura de 34°C.

RIZZATTO et al. (1999) estudou a producao de pectinases por FPenicillium
italicum 1Z 1584 e Aspergillus niger NRRL 3122 através de FSS em embalagens
de polipropileno. Foi utilizado como substrato bagaco de laranja industrializado
adicionado de sais em solugc&o aquosa, com umidade final ajustada para 75%. Em
todos os meios estudados, concluiu gue o fungo F. italicum IZ 1584 foi o melhor
produtor de pectinases comparativamente ao A. niger.

SILVA et al. (2003) estudaram a produgdo de pectinases pelo fungo
Peniciflium veridicatum RFC3 em embalagens de polipropileno, usando como
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fonte de carbono farelo de trigo e bagacgo de laranja 1:1 (p/p) com umidades de
70 e 80% durante 14 dias. Observaram que as enzimas exo-PG e PL foram
produzidas em maior quantidade a 80% enquanto que a endo-PG teve sua
producéo favorecida a 70% de umidade.

Foi estudada a producéo de pectinases por Curvullaria inaequalis através
da variacdo de umidade em embalagens de polipropileno utilizando como
substrato farelo de trigo e bagaco de laranja 1:1 (pfp). Foi observado uma melhor
producdo de pectinases no substrato hidratado com 70% de umidade
(TOKUYOSHI et al., 2002).

Varios pesquisadores tém construido diversos tipos de biorreatores para
producado de enzimas e outros produtos em FSS. Recentemente, um novo e
eficiente biorreator, denominado de PLAFRACTOR, foi estudado por varios
pesquisadores. Esse biorreator possui controle computadorizado, onde todas as
etapas de operagdes, incluindo esterilizac&o do substrato, inoculacao, controle das
condi¢bes de fermentacdo, como também, a extracgo do produto do substrato e
posterior esterilizacdo deste. Este biorreator € utilizado para a producgdo de
citotdxicos farmacéuticos como acidos micofendlicos e lovastating
(RAGHAVARAQ et al., 2003).

Segundo este mesmo autor, outro biorreator também tem sido estudado
recentemente, onde consiste de um tambor rotativo na forma de "baide”, com
agitagdo do substrato, onde as operacBes de esterilizacio e inoculagdo do
substrato € automatizado. A agitac8o ocorre de forma lenta assegurando danos
minimos no rompimento das hifas e ajudando também na eliminagdo dos
gradientes de temperatura. A aeracdo forcada com ar umido ajuda na
transferéncia de oxigénio e na manutencio da umidade do substrato.

DOMINGUEZ et al. (2001) construiram um biorreator de tambor rotativo

para produg¢do enzimas lignoliticas por Phanerochaete chrysosporium em FSS
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utiizando suporte inerte (Figura 1.2.8). O biorreator consiste de uma malha
cilindrica, com rotac&o lenta (3 rpm) e de um tubo cilindrico contendo o meio de
cultura. A matha cilindrica contém cubos de esponja de nylon onde carregam junto
o fungo utilizado. Conforme a malha gira, ela leva consigo o fungo com o substrato
onde este consegue entrar em contato com o ar na parte superior da coluna,

permitindo a transferéncia de oxigénio.

Figura 1.2.8. Tambor rotativo
(Fonte: DOMINGUEZ et al., 2001)

COUTO et al. (2002) estudaram a producio de enzimas lignoliticas por
Fhanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 em FSS, onde utilizaram cubos de
esponja de nylon como suporte. Para esse estudo, utilizaram o biorreator, como
mostra a Figura 1.2.9, que consiste de um recipiente cilindrico (22,5 cm de altura e
23,2 cm de didmetro interno), com de duas cestas de malha de arame (3,0 cm de
altura, 6,5 cm de didmetro e malha de 1,5 cm), preenchidas com cubos de
esponja de nylon inoculadas com o microrganismo e colocadas no interior
do reator. Estas foram movimentadas para cima e para baixo por meio de sistema
pneumatico, permanecendo 90 segundos na parte exterior e 10 segundos na parte

interior do meio.

COLLA et al. (2003) estudaram a producéo de exo-PG e amiloglicosidase
em biorreatores de tambor rotativo utilizados por SARAIVA et al. (1999) (Figura
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Figura 1.2.9. Biorreator com sistema pneumatico.
(Fonte: COUTO et al., 2002)

1.2.10). Os biorretores eram construidos em acgo inox, com 200 mm de diametro e
500 mm de comprimento, equipados com filtros de ar, chicanas, umidificador e
coluna de remogao de agua, rotametro, motor e redutor, trocador de calor e

compressor. A guantidade de substrato utilizada em cada biorreator foi 2000 g.

Figura 1.2.10. Esquema adaptado do biomreator de tambor rotativo (1-
Compressor, 2- Filtro de ar de entrada, 3- Umidificadores, 4- Colunas de remogéo
de gotas, 5- Aquecedor, 6- Tambores rotativos, 7- Filtro de saida de ar e 8-

Rotametros).
(Fonte: COLLA et al.,, 2003)
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1.3. Controle do processo

Em todo processo fermentativo, o controle de determinados parametros faz-
$e& necessario para a obtencéo de produtos com caracteristicas constantes e
uniformes. O controle da umidade, da temperatura, pH do meio, velocidade e
frequéncia de agitag@o, condicbes de transferéncia de oxigénio e de nutrientes,
caracteristicas do substrato, além das caracteristicas e estimativa de crescimento
microbiano e da automag&o do processo, sd0 os parémetros mais freqlentemente
analisados (RAMANA MURTHY et al., 1993).

Umidade: O teor de umidade do substrato € um dos principais parametros
que influenciam o sucesso de uma FSS. A natureza do substrato, as necessidades
do microrganismo utilizado e o tipo de produto final desejado sdo os principais
fatores que determinam o grau de umidade que o substrato devera ter no inicio e
ao longo da fermentacdo (LONSANE, 1985). Um substrato apropriadamente
umedecido deve ter um filme superficial de agua, visando facilitar a dissoluc@o e a
transferéncia de massa de nutrientes e de oxigénio. Porém, entre as particulas
devem existir canais que permitam a difusdo de gases e a dissipagdo de calor
(TENDERGY, 1985). O teor de umidade na FSS pode variar entre 18 e 85%.
Geralmente o crescimento microbiano é afetado pela umidade contida no
substrato sélido (SATO e SUDO, 1999).

Atividade de agua: Este parametro fornece a quantidade de agua n&o
ligada disponivel aos microrganismos. Ela é definida como a razdo entre a
pressa@o de equilibrio de vapor de agua do substrato em relagdo & agua pura,
numa mesma temperatura. A atividade de agua (aw) influencia o desenvolvimento
microbiano e os processos bioquimicos. Assim, cada microrganismo tem um nivel
de aw minimo para que possa efetuar suas atividades metabdlicas. Em geral, os
fungos possuem uma aw minima de 0,7, enquanto que para as leveduras o valor
situa-se em 0,8 e para as bactérias 0,9 (RAMANA MURTHY et al., 1993).
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Temperatura: Devido as atividades metabdlicas dos microrganismos e
dependendo da altura da camada de substrato, uma grande quantidade de calor
pode ser produzida durante o processo fermentativo. Como a temperatura afeta
diretamente a germinagdo dos esporos, © crescimenio € a esporulacdo dos
microrganismos, metabolismo e a formacdo de produto, o calor produzido devera
ser imediatamente dissipado, para que 0 aumento da temperatura nac prejudigue
a fermentacao. isto pode ser efetuado com a passagem de ar através do meio de
cultura, com o controle da temperatura da sala onde ocorre a fermentacdo, ou
através de sistema de camisas em torno do fermentador com circulacdo de agua
refrigerante (LONSANE, 1985). O controle da temperatura no substrato € muito
importante na FSS para o crescimento e producio de enzimas ou metabdlitos que
usualmente sdo sensiveis a temperatura (SATO e SUDO, 1999; MITCHELL et al,,
2000).

pH: Cada microrganismo possui um pH 6timo de crescimentc e se esse pH
estiver fora da faixa de tolerancia do microrganismo, este ndo ira crescer,
prejudicando assim o bom desempenho do processo de fermentacdo. Por isso, ©
controle do pH durante a FSS se faz necessario; embora seja um dos mais
criticos, dificiimente sera conseguido devido a heterogeneidade e a consisténcia
do material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagdo brusca do
potencial hidrogenidnico, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante
ou a adicdo de solugbes-tampé&o durante a etapa de umidificagdo do substrato
(LONSANE, 1985; BELLON-MAUREL et al., 2003).

Aeragdo: Na maijoria dos processos para bom rendimento e fermentacao
rapida em substrato sélido, é necessario 0 uso de uma grande area superficial do
meio de cultura, na qual o microrganismo pode se desenvolver em contato com o
ar. Na maior parte dos processcs, ianto em nivel laboratorial como em nivel
industrial, a oxigenacao do meio € realizada pela introducao de ar esterilizado sob
pressao no equipamento de fermentacdo. Dependendo do valor da taxa de

aeracao introduzida, pode ser ocasionada uma perda de umidade devido a
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exaustdo do ar, provocando uma secagem nao desejada do substrato. Assim
sendo, torna-se sempre necessario, nestes casos, a presenga de umidificadores
de ar antes da introdug&o do mesmo no reator. Ha diferentes maneiras para se
obter uma melhor movimentacdo do ar através do substrato, permitindo assim
uma meihor transferéncia de oxigénio; utilizagdo de material poroso, granulado ou
fibroso; uso de uma pequena espessura de uma camada de substrato; utilizacdo
de bandejas perfuradas ou reatores com fundo composto por uma tela de arame;
agitacdo do substrato ou ainda pela infrodugdo de ar forcado estéril dentro do
reator. Esta quantidade de ar estéril a ser intfroduzida no processo fermentativo vai
depender da natureza dos microrganismos, da quantidade de calor metabélico a
ser dissipada do processo, da espessura da camada do substrato, da quantidade
de CO: e outros metabdlitos voldteis eliminados e da necessidade de oxigénio
para a sintese dos produtos (LONSANE, et al., 1985; MARSH et al., 1998; SAJC
et al., 2000},

Agitagao: O emprego da agitacdo em um processo em estado solido pode
vir a fornecer uma melhor homogeneizagio, quanto a distribuigdo do inéculo e do
umidificante, impedir a formacdo de agregados e favorecer tanto a transferéncia
gasosa pela exposicdo de particulas de substrato a atmosfera do fermentador,
como a troca de calor dentro do meio (LONSANE, 1985). A agitagdo, porém,
devido a fragmentacdo mecanica de micélios, pode interferir na formacdo dos
esporos e no desenvolvimento natural do microrganismo (SILMAN, 1980). Pode
causar tambem a compactacdo do meio e a danificacéo das hifas (THIEMANN,
1985). Durante o processo de “scale-up”, a meta € reproduzir os produtos em
larga escala nas condicbes oOtimas encontradas em uma escala menor. Com
aumento de volume de substrato no reator e longos tempos de agitacdo, podem
interferir no controle do processo (SAJC et al., 2000; OCIJKAAS et al., 2000).

Estimativa e caracteristica de crescimento: A sequéncia de crescimento
microbiano em meio de cultura, em condigdes 6timas, envolve a germinagdo nas

primeiras horas, seguida de um aumento gradual de temperatura devido ao inicio
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das atividades metabdlicas, uma taxa crescente das atividades metabdlicas, fases
estacionaria e de declinio. A duracéo de cada etapa vai depender das condigbes
de fermentacdo e do microrganismo empregado (LONSANE, 1985). O fungo
filamentoso tem a capacidade de penetrar nos espacos intracelulares por meios
mecanicos ou enzimaticos, pela fixagcdo das hifas na superficie do substrato e
posterior ramificacdo intensa e penetracio na parede celular do substrato e pela
atuacdo de enzimas extracelulares produzidas e excretadas pelo microrganismo.
Portanto, & muito dificil estimar diretamente a biomassa microbiana no processo
em estado sdlido, assim como, separar em muitos casos o0 micélio do substrato
(MOO-YOUNG et al., 1983).

Extracdo de produtos: Para exiracdo de enzimas extracelulares, sdo
utilizados diluentes, como agua corrente, agua destilada, solucdo diluida de sais
ou solugéo tampéo. A extragdo envolve contato com o sélido fermentado e com a
soluggo de lixivia. O produto que se encontra na parte sélida é transferido para a
fase liquida de lixiviamento através da extraparticula da solugdo de lixivia. A
solubilidade da enzima depende do pH da solucéo de lixivia, pois este tem que ter
valor de pH longe do ponto isoelétrico da enzima (MITCHELL et al., 1999).

1.4. Condutividade Térmica

A condutividade térmica é uma propriedade fisica do material que descreve
a taxa na qual o fluxo de calor passa através dele, sob a influéncia de uma
diferenca de temperatura (PARK et. al. 1997).

De acordo com outros autores, a condutividade térmica de um material € a
medida de sua capacidade de conduzir calor {(SWEAT, 1988) e, varia com a
composicdo quimica, estado, estrutura fisica e temperatura do corpo em questio.
HALLIDAY et. al. (1995) de acordo com o pelo British Standards Institution, define
a condutividade térmica, como:
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QﬁK'A'(LT‘”TB) (1.4.1)
onde,

q = quantidade de calor (W);

k = condutividade térmica (W/m.K);

A = drea de troca térmica (m?);

T = temperatura (K);

L = espessura do material (m)

Segundo PARK et. al. (1997) a condutividade térmica de materiais sélidos
varia com o material, temperatura e teor de umidade. Os materiais biolégicos ndo
s80 tao homogeéneos e por variarem sua estrutura celular, composicio quimica e
conteudo de ar, € esperada uma variacdo na condutividade térmica destes
materiais. Os valores numéricos da condutividade térmica podem variar de acordo
com a composicao quimica, estrutura fisica, estado, densidade, temperatura e teor
de umidade do material. Para materiais bioldgicos, a dependéncia da
condutividade térmica com a estrutura celular, densidade e umidade é maior do
que a da temperatura.

Métodos empiricos de determinagdc da condutividade tém sido
empregados e um grande numero de dados para produtos alimenticios fora
determinados por meic de equacdes. Estas expressdes apresentam sérios
inconvenientes, desde variacdo na composicdo quimica, estrutura interna e outros
fatores que podem afetar as propriedades térmicas dos produtos.

SHARMA e THOMPSON (1973) afirmam existir muitos métodos para

avaliar as propriedades térmicas de gréos e sementes umidos, os quais fornecem

aproximagbes grosseiras dos resultados.
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O método mais usual atuaimente adotado € o método do estado transiente.
E adotado devido a grande vantagem de requerer menor tempo de teste. Aigumas
dificuidades associadas a este método sdo: medida da temperatura, localizacao
dos termopares e transferéncia de calor convectiva em medigbes de propriedades
térmicas de materiais granulares (PARK et. al. 1999).

Segundo KAZARIAN et al. (1965), MOHSENIN, (1980) e CHANG e LAl
(1980) dentre os variados métodos de determinacdc de estado transiente, o
método da Fonte Linear de Agquecimento € um dos mais relatados para materiais
granulares e consiste em aguecer através de uma fonte linear de calor a poténcia
constante, colocada ao longo de eixo central & massa de graos, inicialmente com
temperatura uniforme.

O procedimento usual consiste em se aplicar um fluxo de calor constante da
fonte para o material, inicialmente em equilibrio, e medir a elevagdo de

temperatura em aigum ponto do material.

De um ponto a fonte linear, a elevacdo de temperatura T, e To pode ser
expressa por.

T;,-T1=~—=’—~§n;-—

0. (¢
= \fJ (14.2)

onde,
T, e T; = temperaturas no tempo t e ty;
Q = poténcia da fonte linear;

K = condutividade térmica.
Se a temperatura, tempo e poténcia da fonte s8o conhecidas, a

condutividade térmica pode ser calculada a partir desta equacdo (SHARMA e
THOMPSON, 1973; CHANG et. al. 1986).
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Esta teoria baseia-se na relacéo entre a condutividade térmica e a elevacéo
da temperatura em um meio infinito homogéneo devido a fonte linear de
aquecimento de poténcia constante. A determinacio das propriedades térmicas de
particulas pequenas, como graos, devido ao seu tamanho e forma irregular, é feita
assumindo-se contornos regulares como os de um cubo, cilindro ou esfera. A
razdo para isso e facilitar a utilizacZo das equacdes de transferéncia de calor
derivadas destas formas especiais (SHARMA e THOMPSON, 1973; FREIRE,
1981).

Graficando AT contra in t, obtém-se uma reta, cuja inclinacéo "b" é dada

por:

b= —= (1.4.3)

Vérias fontes de erro com relacdo as equacdes sdo destacadas quando se
refere & fuga da idealidade do modelo proposto, em fungdo da amostra real néo
ser infinita e da sonda também n&o ser infinita no comprimento e nem nula no
diametro (COSTA, 1996).

HALLIDAY et. al. (1995} afirmaram com relacdo ao tamanho da amostra ,
gue a mesma deve ser grande o suficiente para que o aumento de temperatura na
superficie externa seja desprezivel. MURR (1992) relata que amostras cilindricas

com a relag&o comprimento/diametro maior ou igual 2 4 mostram-se ideais.

Varios autores em funcdo de possibilidades de erros, utilizaram-se de um
fator de calibracéo, caracteristico para cada sonda, onde a calibragéo foi realizada
com um material de condutividade conhecida, normalmente agua, adicionada de
agar ou glicerina, pois desta forma ndo ha convecgio e o valor da condutividade
térmica ndo se altera (PARK et. al., 1987; COSTA, 1996; HALLIDAY et. al., 1995;
SWEAT, 1986; CANEDO et. al., 1975).

29



Revisgdo Bibliogrifica

1.5. Substancias pécticas

Substancias pécticas sdo polissacarideos esfruturais, que ocorrem nas
paredes celulares e iamela media dos vegetais superiores. S&o responsaveis pela
integridade e consisténcia dos tecidos dos vegetais. Embora elas ocorram em
frutas e legumes em quantidades que n&o excedem a 1% p/p, s&@o de grande
importancia para sua consisténcia e homogeneidade (ROMBOUTS e PILNIK,
1978). Essas substancias consistem de uma cadeia principal composta por
unidades de &cido D-galacturbnico com ligacbes o-1,4, com seus grupos
carboxilicos parciaimente esterificados com grupos metoxilicos, conforme
apresentado na Figura 1.5,

Segundo WHITAKER (1990), substancias pécticas sdo a designacao global
para os derivados colcidais de carboidratos que ocorrem em plantas, ou sao
preparados a partir destas contendo uma grande proporcédo de unidades de acido
galacturbnico anidro. Os grupos carboxilicos do acido poligalacturdnico podem
estar parciaimente esterificados por grupos metila, parcial ou totalmente
neutralizados por uma ou mais bases. As substancias pécticas sado diferenciadas
dos polissacarideos pelo fato de possuirem grupos carboxilicos (COOH),
caracteristicos dos acidos organicos. Desta forma, € mais apropriado descrever as
substancias pécticas como sendo derivados de carboidratos ao invés de

simplesmente carboidratos.

As substancias pécticas sdo solUveis em agua, dimetiisulfoxido e glicerol
aquecido, e insoluveis na maioria dos solventes organicos. Substancias pécticas
com cadeias mais longas tendem a ser menos sollveis em agua. As solugdes
aquosas de pectina, com concentragbes entre 1% e 2%, s&0 altamente viscosas,
sendo esta caracteristica dependente do pesc molecular, do grau de esterificacao,
da forga ibnica, do pH, da temperatura e da concentracao utilizada. As substancias
pécticas, dependendo do grau de esterificacdo podem ser precipitadas através da
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adicao de solventes misciveis em agua (etanol ou acetona, por exemplo), de
polimeros basicos soldveis em agua, ou de cétions polivaientes (FOGARTY e
WARD, 1974).

Figura 1.5. Estrutura da molécula de pectina parcialmente esterificada
Fonte: (Serra ef al., 1992).

1.5.1. Enzimas pectinoliticas:

Segundo MACMILLAN e SHEIMAN (1974), o termo “enzimas pectinoliticas”
ou pectinases, normalmente designa as enzimas capazes de degradar os
poliuronideos das moléculas das substancias pécticas. Estas enzimas sao
produzidas por plantas e microrganismos. A classificagdo das enzimas
pectinoliticas é feita de acordo com a sua atuacio scbre as substancias pécticas,
dividindo-se em dois grupos principais: esterase e despolimerase e subdivididas
conforme a especificidade quanto ao substrato preferencial (pectina, acido péctico
ou oligogalacturonato) e segundo o padrdo de acdc (endo-enzimas e exo-
enzimas). Podem ser classificadas em polimetilgalacturonase (PMG),
poligalacturonase (PG}, polimetilgalacturonato liase (PMGL) e poligalacturonato
hase (PGL) (WHITAKER, 1990; ALKORTA et al., 1998). O anexo A mostra o

esquema da acao das fragdes pectinoliticas sobre a cadeia de pectina.

1.5.1.1. Pectinaesterase (PMGE): Esta fracio atua sobre a pectina através
de um mecanismo de hidrdlise, removendo o grupo metoxilico do grupo
carboxilico das unidades de &cido D-galacturdnico. Esta reac@o proporciona a
desesterificaggo da pectina que eventualmenie pode se transformar em acido
pectinico ou acido peéctico, dependendo da extens&o da hidrdlise e producéo de
metanol (Figura 1.5.1.1) (WHITAKER, 1990).

~
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1.5.1.2. Polimetilgalacturonase (PMG): Esta fracdo pectinolitica
presumiveimente hidrolisa polimetilgalacturonatos a oligometilgalacturonatos,
embora alguns pesquisadores guestionam a existéncia desta enzima. FOGARTY
e WARD (1974) reportaram a existéncia de duas fragdes endo-PMG em um
preparado enzimatico de A. niger. A primeira fragdo apresenta pH 6timo igual a 4,0
e hidrolisa pectina altamente esterificada, produzinde desde acidos
pentagalacturdnicos até acidos galacturdnicos; a segunda fracio, com pH étimo
7,0, hidrolisa também pectina altamente esterificada, produzindo desde acidos

pentagalacturdnicos até acidos digalacturdnicos.
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FIGURA 1.5.1.1. Mecanismo de agéo da enzima pectinaesterase.
(Fonte: MACMILLAN e SHEIMAN, 1974)

1.5.1.3. Poligalacturonase (PG): A fragio endo-PG hidrolisa as ligacdes
glicosidicas internas dos poligalacturonatos de uma forma randémica, produzindo
primeiramente uma série de oligogalacturonatos, terminando por produzir acidos
mono e digalacturdnicos, dependendo do tempo de digestao (Figura 1.5.1.3). Esta
fragdo pode ser obtida a partir de varias plantas e microrganismos, ocorrendo
freqUentemente em multiplas formas moleculares. A fracdo exo-PG ocorre em
plantas, fungos, bactérias e insetos; o produto final da hidrélise é o acido
galacturdnico. A agdo da fragdo exo-PG sobre o substrato ocorre a partir da

extremidade n&o redutora da cadeia, sendo que uma unidade de galacturonato
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insaturado presente nesta posigao pode bloguear a acdo da enzima (MACMILLAN
e SHEIMAN, 1874; FOGARTY e WARD, 1974).
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FIGURA 1.5.1.3. Mecanismo de agdo da enzima poligalacturonase.
(Fonte: MACMILLAN e SHEIMAN, 1974)

1.5.1.4. Polimetilgalacturonato liase (PMGL): A endo-PMGL liases
degradam polimetiigalacturonato de uma forma randdmica, produzindo metil
oligogalacturonatos insaturados. Pectinas altamente esterificadas sdo os melhores
substratos desta enzima, sendo que os acidos pécticos nao sofrem degradacdo. A
fracdo da endo-PMGL € produzida quase que exclusivamente por fungos, tendo
sido demonstrado sua ocorréncia em apenas duas linhagens de Erwinia e uma de
Pseudomonas. A exo-PMGL ainda ndo foi descrita em nenhum estudo
(MACMILLAN e SHEIMAN, 1974; WHITAKER, 1990).

1.5.1.5. Poligalacturonato liase (PGL): A fragdo endo-PGL é produzida
somente por microrganismos, basicamente por bactérias e alguns fungos. Ela atua
sobre o poligalacturonato, produzindo oligalacturonatos insaturados, sendo os
pectatos geralmente bons substratos para esta enzima (Figura 1.5.1.5). A
atividade de endo-PGL diminui & medida que o comprimento da cadeia de
oligogalacturonato diminui. As exo-PGL ocorrem somente extracelularmente em
apenas algumas poucas bactérias, sendo o poligalacturonato seu substrato

preferencial. A degradacdo por esta enzima produz normalmente digalacturonatos
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insaturados, a partir da extremidade redutora da cadeia do substrato. A
degradacé@o de poligalacturonatos e oligogalacturonatos a trés unidades de acido
galacturdnicos ocorre a uma velocidade constante, ao contraric do que acontece
com a fragao endo-PGL (WHITAKER, 1990; MACMILLAN e SHEIMAN, 1974).
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FIGURA 1.5.1.5. Mecanismo de agfo da enzima pectinaliase.
{Fonte: MACMILLAN e SHEIMAN, 1974)

1.5.2. Producgio de Enzimas Pectinoliticas

A produgéo industrial de pectinases & feita basicamente por fungos,
particularmente do género Aspergiflus, embora inimeros trabalhos cientificos
apontem outros géneros e espécies com potencialidade aplicadas para este fim.

A selegdo do microrganismo capaz de produzir a enzima em niveis
adequados € o primeiro passo para a produgdo comercial de qualquer enzima
microbiana. Esta seleco é feita com espécies e linhagens capazes de produzir a
enzima desejada e a linhagem selecionada podera sofrer melhoramentos
genéticos, para atingir niveis de produgdo mais elevados. Os parametros que
afetam a sintese da enzima microbiana devem ser estudados para otimizar a sua
producdo. Entre os fatores mais importantes que influenciam a producédo da
enzima pode-se citar a espécie (ou linhagem) microbiana, a composicao do meio,
0 pH e a temperatura (FOGARTY e WARD, 1974; FOGARTY e KELLY, 1979).
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ALANA et al. (1989) estudaram a producdo de PMGL por dezesseis
microrganismos em meio submerso, e verificaram que o fungo P. italicum CECT
2294 apresentou maior atividade especifica desta fragao frente aos demais. Este
fungo n&o apresentou atividade de PMGE, mas apresentou atividade de PG. Os
autores verificaram que o pH final da cultura desenvolvida por 6 dias foi sempre
inferior a 4,0 e ressaltaram que pectinases capazes de atuar nesta condicdo de
acidez sao interessantes &s industrias de processamento de frutas. A atividade de
PMGL em relacdo ao crescimento microbiano (biomassa) foi independente do
tamanho do indculo e teve seu maxime no segundo dia de fermentacdo. Adico de
glicose (3% pesofvolume) ao meio demonstrou ser mais eficaz que a adicdo de
sacarose, sendo também mais eficaz frente ao meio contendo somente pectina,
na produgdo de atividade de PMGL. Observaram também que a presenca de
gliceroffosfato demonstrou ser importante para a extenséo da producdo de PMGL
e este n&o inibiu a produgdo da enzima, enquanto que a presenca de glicerol, na
mesma concentracao, diminuiu 50% a producéo da mesma.

As atividades de PMGL e de outras frages enziméticas em SmF e FSS de
P. italicum CECT 2294, foram estudadas por ALANA et al. (1990). Neste estudo foi
observado que o fungo produziu atividade de PMGL extracelular, induzida por
pectinas com alto grau de esterificacdo, em baixos valores de pH e apresentou
baixas atividades de PG e PGL em FS8 e nenhuma atividade em FSm. A
atividade de PMGL obtida das FSm e FSS foi maior sobre pectina com maior grau
de esterificagdo. Na FSm, o pH &timo para a producéo de PMGL esteve entre 6,0
e 7,0 sendo que a enzima teve maior atividade entre pH 3,0 e 7,0 quando
comparandc a faixa de pHde 7,0 a2 9,0.

Segundo WHITAKER (1990) a existéncia da fragcdo PMG é questionada,
uma vez que nenhum autor foi capaz de demonstrar a presencga desta enzima,
quando poligalacturonato 100% metilado foi usado como substrato na auséncia de
PMGE e endo-PGL. Segundo ele, a maioria dos relatos na literatura ndo sao

conclusivos em relagdo & caracterizacdo das diversas fragbes pectinoliticas,
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principalmente as referentes a fracdo PMG. A existéncia desta fracdo também foi
questionada por MACMILLAN e SHEIMAN (1974), que basearam-se no fato de
que o mecanismo de quebra da cadeia por trans-elimina¢do fora descoberto
somente em 1960, o que tornaria Obvio que estudos descrevendo PMG
anteriormente a esta data, na realidade descreviam, pelo mencs na sua maior
parte, a fracdo PMGL.

A producdo de exo-pectinase constitutiva de Aspergiflus sp CH-Y-1043 em
SmF com diferentes fontes de carbono como glicose, frutose, sacarose, glicerol,
acido galacturbnico, pectina citrica e acido poligalacturdnico foi estudada por
AGUILAR e HUITRON (1990). Esses autores conciuiram gque no mei¢ contendo
glicose como substrato ocorreu atividade de enzimas constitutivas. Nos meios com
sacarose, frutose, glicerol, acido galacturdnico ou glicose, enriquecidos com
extrato de levedura, ocorreu o maximo do crescimento celular, iguais aos meios
somente com glicose, sacarose, frutose ou glicerol. No meio com &cido
galacturdnico, o crescimento do fungo foi 56% maior comparado com 0s outros

meios.

BARACAT et al. (1991) estudaram a utilizacdo de polpa de laranja em FSm
como fonte de carbono, para a producdo de PG por A. fumigatus. Os resultados
observados s&o melhores comparativamente aos obtidos tanto com pectina
guanto com celulose, amido, lactose, sacarose e glicose. O microrganismo
provavelmente apresentou outras fragdes dentro do seu sistema pectinolitico, uma
vez que a atividade de pectinase total (TP) foi superior a atividade da fragéo PG.

SAID et al. (1991) estudaram a producéo de pectinases por P. frequentans
em FSm. Concluiram gque a melhor temperatura para a produgdo de pectinase
ficou entre 30 e 35°C. Neste estudo, foram observadas aftividades de
pectinaesterase, em pH 2,5 e pH 7,0, e de pectina liase, em pH 8,0. Das fontes de
carbono testadas, a pectina, o acido poligalacturdnico e casca de citrus induziram

a producdo de pectinases, enquanto que a adicdo de arabinose, celobiose,
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celulose, frutose, galactose, glucose, maltose, manitol, manose, sacarose, trealose

e xilose n&o levaram a indugdo da produgio dessa enzima.

Foi estudada também, a producdo de enzimas pectinoliticas pelo fungo
Sclerotinia sclerofiorum. Observou-se que tanto a fragio exo-PMG como a fragéo
exo-PG, ambas purificadas, apresentaram temperatura otima de 45°C. A atividade
da enzima exo-PG apresentou uma diminuicdo da atividade quando mantida a
65°C por 10 minutos, sendo completamente inativada apés incubacgéo a 60°C por
4h. A frag@o exo-PMG exibiu 40% de sua atividade maxima apos a incubacéo a
temperatura de 45°C por 4h e 50% de atividade apos 60°C por 4h, sendo
completamente inativada quando submetida a temperatura de 80°C por 4h. O pH
otimo para a exo-PMG foi 5,0, enquanto que para a fragédo exo-PG, foi 4,0. A
caracterizagao da acdo de exo-pectinases foi feita pela verificagio de que o unico
produto obtido no inicio da reag8o apresentava baixo peso molecular (RIOU et al.,
1992).

ANTIER et al. (1993) estudaram a producdo de pectinases em FSS,
utiizando polpa de café como substrato. O objetivo desses autores foi o de
produzir pectinase usando linhagens mutantes de A. niger CH4 (A. niger C28B25,
A. niger C16C25, A. niger C17B25) e Peniciflium sp C15B25. O mutante A. niger
C28B25 foi 0 maior produtor de pectinases, com cerca de 135 U/g DP (peso seco).

MIKHAILOLGOVA et al. (1994) estudaram a biossintese de PL de P
adametzii, P. citrinum e P. janthinellum em FSm. Concluiram que os substratos
com pectina de macgd e beterraba e acido D-galacturbnico, foram excelentes
indutores de pectinases para os trés fungos utilizados. O fungo #. janthineflum
produziu 80% da biomassa total nas primeiras 48 horas de fermentacdo e a
sintese enzimatica teve inicio apds 72 horas, quando também foi detectada a
atividade de exo-PL e uma quantidade pequena de endo-PL. Com o fungo P.
adametzii, obtiveram o crescimento € a sintese de endo-PL nas primeiras 48 horas

de fermentacdo e apos este periodo, a producio de exo-PL. Com o fungo P.
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citrinum, a sintese enzimatica e a presenca de pectinaliases foram observadas
apos 24 horas de fermentacao e, apds 72 horas, foi detectada atividade de endo-
PL, sendo que sua atividade maxima ocorreu com 96 horas de fermentacao.
Também foi estudada a repressao da sintese enzimatica com meio contendo 0,2%
de pectinas de maca ou de glicose, além da combinacdo de ambas. Também foi
testada a adicdo de adenosina monofosfato ciclico (CAMP). O cAMP afetou a
biossintese enzimatica quando ¢ meio continha glicose, pois quando esta foi
utilizada; observou-se inibiggo da sintese enzimatica, sendo detectadas apenas
enzimas constifutivas. O meio contendo pectina demonstrou ser um oétimo

substrato na auséncia de glicose.

ISMAIL (1996) utilizou bagaco de laranja como fonte de carbono para a
producdo de um complexo multienzimatico contendo pectinases, celulases e
xilanases atraves de FSm. Os fungos A. oryzae 1911 e o fungo P. chrysogenum
3486 foram testados. O autor concluiu que o fungo A. oryzae 1911 foi 0 mais
efetivo, com alta producao de multienzimas apds 5 dias de incubacéo.

GALIOTOU-PANAYOTOU et al (1997) estudaram as condi¢bes de
crescimento de Aspergillus sp. ATHUM-3482 em FSm, utilizando como fonte de
carbono bagaco de laranja e aclcar de beterraba. As atividades maximas de PG e
endo-PG, em meio com bagago de laranja, foram obtidas apdés 5 dias de
fermentacéo. A maxima atividade de PG e endo-PG no meio com acucar de
beterraba, foi obtida apés 6 dias de fermentacdo, atingindo valores maiores
comparativamente ao obtido com o bagago de laranja.

BEROVIC e OSTROVERSNIK (1997) estudaram a producdoc de enzimas
pectinoliticas em fermentagado semi-sdlida de Aspergillus niger usando polpa de
macé, farinha de soja e farelo de trigo, como substratos, em reator horizontal.
Obtiveram atividade maxima de 15 mgKg ™ de poligalacturonase e 200 mgKg™” de
pectinaesterase.
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Foram estudados os efeitos de fontes de carbono, assim como, diferentes
concentragbes de substrato sobre a produgéo de pectinase por A. japonicus 586
em FSm. O meio de cultura foi inoculado com 5x10° esporos/mi e mantide sob
agitacdo (140 rpm), a 30°C durante 122 horas. A melhor atividade enzimética
encontrada foi no meio com 0,5% de pectina (pectinaesterase), 0,2% de pectina
com 0,2% de glicerol (endo-PG) e 0,5% de pectina associada a 0,5% de glicose
(exo-PG). As concentracSes de fonte de carbono, isoladas ou associadas,
afetaram significativamente a atividade enzimatica das trés enzimas. A pectina,
glicose e sacarose, quando adicionadas no meio de cultura em altas
concentracbes, exibiram um efeito de repressdo na sintese das enzimas em
questao (TEIXEIRA et al., 2000).

CASTILHO et al. (2000) estudaram a produgéo de pectinases em FSS de
residuo agroindustrial, usando A. niger. A cinética da sintese enzimatica foi
estudada por periodo de 13 a 96 horas, com umidade variando de 25% a 70%
(p/p). A umidade do meio de 40% e o tempo de fermentacdo de 22 horas foram
selecionados e nestas condiches resultaram em aitas atividades de

poiigalacturonase.

Foram estudadas a produgdo, purificacdo parcial e a caracterizacdo de
poligalacturonase de Bacillus sp. MG-cp-2 em meio semi-sdlido utilizando farelo
de trigo e fibra de rami como substrato e foram obtidos 3200 U/g e 590 U/g de
poligalacturonase, respectivamente. A enzima foi 100% estavel em temperatura de
50°C por 12 horas e 80% em pH alcalino (7,0 —12,0) por 24 horas (KAPOOR et al.,
2000).

GOMEZ et al. (2001) estudaram a producio de poligalacturonase obtida de
Kluyveromyces marxianus em fermentacdo submersa usando como subsirato
caldo de cana-de-agucar. Para definirem as melhores concentractes dos

nutrientes a serem ulilizados no meio fermentativo utilizaram planejamentos
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fatoriais fracionados da Metodologia de Analise de Superficie de Resposta. Os
resuitados indicaram que © caldo de cana-de-agucar pode ser utilizado nas
concentracdes entre 8,17° e 14,83 °Brix, suplementado com sulfatc de amonic e
pectina em concentragdes entre 0,40 e 0,58 ¢/ 100 mL e 0,50 e 1,05 g/ 100 mL,

respectivamente.

SILVA et al. (2002) estudaram a producdo de pectinaliiase e
poligalacturonase por P. viridicatum, utilizando como substrato bagago de laranja,
farelo de trigo, tegumento de milho e casca de banana e manga em FSS.
Obtiveram méxima atividade de 30U.g" quando utilizaram farelo de trigo como
fonte de carbono, e 2000 U.g"' com bagaco de laranja com outros substratos, 0s

outros valores obtidos foram inferiores.

Alguns autores estudaram a influéncia da variacdo da concentragdo de
inéculo de A. niger 3T5B8 e da umidade do meio de fermentacdo sobre a
producZo da enzima poligalacturonase em FSS, onde utilizaram farelo de trigo
triturado acrescido de 5% de amido como substratc empregando biorreator com
colunas de vidro de 210 mm de altura e 22 mm de diadmetro. Observaram que a
relacdo de 0,06 L e a concentracdo de conidios de 107/g de meio foram as
condicbes mais favoraveis para sintese de PG (maxima produgdo de 33,08 U/mL
com 64 horas de fermentacdo) (TERZI et al., 2003).

Foi estudada por PANAROTTO et al. (2003), a produ¢éo de endo e exo-PG
por A. niger TOO05007 em FSS utilizando diferentes espessuras de meio (0,5a 8
cm), formulado com farelo de trigo (37% p/p), pectina citrica purificada (6% p/p)
como indutor de atividade enzimatica e solugao de nutrientes. Observaram que os
picos de atividade foram alcangadcs com 72 horas de processo para 0s meios
com maior espessura (até 6 cm), com um pequeno decréscimo nas amostras de
meios com 8 cm de altura.
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MARTIN et al. (2003) estudaram o methor tempo de cultivo para a produgio
das enzimas exc e endo-P(G, pectinaliase e pectinaesterase, assim como, a
producadc de enzimas hemi-celuloliticas e amiloliticas pelos fungos Moniella sp
98B e Penicillium sp EGC% em FSS. O fungo Penicillium sp EGCS apresentou
apenas um pico para a producdo de exo, endo-PG e PL enguanto que o fungo
Moniela sp 9SB mostrou dois picos para a producéo de exo-PG, um para a endo-
PG e trés para a PL.

1.5.3. Aplicagédo de Enzimas Pectinoliticas

Substancias pécticas s&o derivados coloidais de carboidratos que ocorrem
em plantas, e gue contém uma grande proporcdo de unidades de acido
galacturonico anidro. Os grupos carboxilicos do acido poligalacturbnico podem
estar parcialmente esterificados por grupos metila, ou parcial ou totalmente
neutralizados por uma ou mais bases (KERTESZ, 1851).

Estas substancias formam um grupo heterogénec de derivados de
carboidratos, ocorrendo em todos os vegetais superiores em quantidades
variaveis. Elas sdo encontradas em tecidos vegetais, nas paredes celulares e na
lamela média. A principal funcfo biologica destas substancias € de carater
estrutural. S&0 responsaveis pela unido das células uma as outras, além de serem
componentes da parede celular primaria, juntamente com a celulose e a
hemicelulose (HENNIES, 1996).

Protopectina € o termo usado para descrever substancias pécticas
insoltiveis em agua que ocorrem em plantas (KILARA, 1982). A insolubilidade
deste composto em agua deve-se provalvente ao tamanhc do polimero, ou a
ligacdo com cations divalentes (especialmente Ca‘“z) efou outros polissacaridecs
como celulose e hemicelulose (WHITAKER, 19890).
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Os acidos poligalacturbnicos coloidais contendo uma quantidade
significativa de grupos metil éster, sdo denominados de acidos pectinicos. Os
acidos pectinicos séo capazes de formar géis com agucar e acido, e se o teor de
metoxila for baixo, a formac&o de gel podera ocorrer com certos sais de caicio
(KASHYAP, et al. 2001)

Acido péctico é o termo aplicado as substancias pécticas compostas, em
sua maior parte, por acidos poligalacturdnicos coloidais completamente livres de
grupos metil éster. Os sais dos acidos pécticos sdo pectatos neutros ou acidos
(KASHYAP et al,, 2001).

Pectina € o nome generico da mistura de diferentes compostos contendo
acido pectinico como o maior componente. Na sua forma natural é localizada na
parece celular e pode estar interligada com outros polissacarideos estruturais ou
proteinas na forma insolavel (KASHYAP, 2001).

Durante o processo de maturacdo das frutas, as substancias pecticas
existentes nas mesmas, sofrem hidrdlise parcial formando um composto
parciaimente sollvel (pectina), resultando no amolecimento da estrutura dos
tecidos. Estes tecidos vegetais, quando prensados para exiragdo do suco, contém
pectina em sua composicao que sera carregada junto com o suco devido seu grau
de solubilidade, onde resulta em um aumento da viscosidade e dificuldade na
extracdo e otimizacéo nos rendimentos da producéo do suco.

FARIA et al, (1994) estudaram as ftransformacbes enzimicas das
substancias peécticas da manga (Mangifera indica L.} v. haden no
amadurecimento. Analisaram amostras da fruta correspondenies aos estagios
verde maduro e armazenadas por 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias a temperatura em
torno de 20°C. Os resultados obtidos confirmaram a hipdtese de uma possivel
acdo conjunta dessas enzimas na transformacio das substancias pécticas da

manga, cuja acao inicial da pectinaesterase parece preparar a protopectina, pela
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remocao dos grupos metila, para a acdo posterior da poligalacturonase, que
atuaria inicialmente na guebra das liga¢des internas das cadeias de pectina
(atividade de endo-PG) e a seguir nas ligagbes dos acidos galacturonicos
terminais (atividade de exo-PG).

As enzimas pectinoliticas sdo largamente empregadas nas industrias de
alimentos. Nas industrias que processam frutas sao muito utilizadas na exiracio
aumentando a guantidade de suco livre, pois a adicdo de enzimas antes da
prensagem facilita a liberacdo do suco e resulta em rendimentos e capacidade de
prensagens consideravelmente melhores. A despectinizacdo completa através de
um complexo adequado de pectinase, assegura uma adequada clarificagdo e
filtrac&o dos sucos, assim como uma boa estabilidade para os sucos concentrados
produzidos. Atuam na quebra da emuisdo de oleo essencial que se forma apods a
extracdo do suco, aumentam a remogdo de pigmentos e Acidos organicos e
inibem a geleificacdo do suco concentrado. Na produc@o de vinhos sdo muito
utiizadas, pois diminuem a viscosidade, o tempo de processamento em varios
estagios e o gasto de energia para aguecimento, prensagem e centrifugacéo;
diminuem também a temperatura de processo evitando alteracgdes
indesejadas na cor e no sabor devido a caramelizagdo e, em geral, atuam na
estabilizacdo e clarificacdo de sucos de frutas e na eliminacdo de substancias
pécticas de vegetais (PLATT e POSTON, 1972; ROMBOUTS e PILNIK 1978;
SCHWIMER, 1981, GERHARTZ, 1890).

SOARES et al. (2001) estudaram a aplicacio de pectinases de Bacillus sp
na extracdo de sucos e concluiram que as enzimas utilizadas proporcionaram
altas extracbes nos sucos de frutas e vegetais e boas caracteristicas na
prensagem das polpas.

Em indUstria téxtil, a adi¢cdo de pectinases pode ser usada no tratamento de

fibras brutas vegetais, no qual causam a degradac¢do da pectina resuitando na
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separacao das fibras de celulose da parede celular. A degomagem das fibras
requer, portanto, pectinases livres de celulases (BARACAT-PEREIRA et al., 1993).

No preparo de alimentos infantis, as enzimas pectinases podem ser usadas
na maceracio enzimatica de vegetais durante a producio de néctar e polpa de
fruta ou de vegetais (PEPPLER e REED, 1987).

Na exiracdo de dleos vegetais (canola, paimeira, oliva etc.), elas degradam
os componentes presentes na polpa facilitando a extracdo. Também s&o usadas
na fermentacdo de cha e café; na fermentacéo de café elas atuam na camada
externa do grao removendo-a; na fermentag&o de chas s&o usadas para acelerar
o tempo de fermentacao (KASHYAP et al., 2001).

Devem ser destacadas também, as desvantagens do uso das enzimas
pectinases. Na fabricacdo de vinhos brancos, sua utilizagde pode alterar a cor,
uma vez que o acido galacturdnico liberado pode favorecer o escurecimento n&o
enzimatico (Reacdo de Maillaird), causando assim uma coloragdo escura
indesejavel em vinhos brancos (SCHWIMMER, 1981).

Nos preparados enzimaticos comerciais pode ccorrer o acumulo de metanol
devido a agdo da fragdo pectinassterase. A concentracdo de metanol pode ser
alta comparada com o limite permitido para sucos de frutas e vinhos, podendo
atingir niveis substanciais quando a pectinase € empregada no tratamento dos
bagacos de maca e de uva. Nos sucos de frutas citricas e de tomate pode ocorrer
clarificacdo espontanea devido a presenca de enzimas pectinoliticas na fruta, o
gue nao ocorre Nos Sucos de macga e uva nos quais as pectinases estdo presentes
em baixas concentragbes, sendo necessario adicdo de enzimas comerciais
durante o processo industrial (PEPPLER e REED, 1887).
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CAPITULO i

FERMENTACAO SEMI-SOLIDA DE BAGACO DE LARANJA

INDUSTRIALIZADO EM EMBALAGENS DE POLIPROPILENO

PARA A PRODUGAO DE PECTINASES POR Penicillium
ftalicum 1Z 1584
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1. INTRODUGAQO

A fermentacdo semi-sélida (FSS) tem sido alvo de estudos por
pesquisadores do mundo todo, devido a sua importancia quanto a produgéo de
produtos de alto valor comercial, utilizando como substratos residuos sdlidos e
subprodutos de baixo custo. Esses residuos e subprodutos incluem os celuldsicos,
que encontram-se faciimente disponiveis para serem utilizados diretamente como
via fermentativa como polpa de café, bagacos, palhas e cascas de frutas
processadas e os amilaceos, como os residuos de processamento de milho e

mandioca.

Alguns autores definem a fermentacdo semi-sdlida como aquela onde o
substrato sdlido utilizado contém agua livre em baixa quantidade; portanto, ndo
esta suspenso em agua e ndo apresenta escorrimento aquoso (PANDEY et al.
2000; GUTIERREZ-ROJAS et af. 1997).

Os fungos filamentosos sdo os microrganismos mais utilizados em FSS
pois a maioria Nnac s$ao patdgenos, adaptam-se melhor que as bactérias em meios
com baixa disponibilidade de agua, esporulam facilmente e séo &timos produtores
de substancias de alto valor comercial como antibidticos, vitaminas, enzimas e
outros produtos. Entre os microrganismos utilizados para a produgdo de enzimas
pode-se citar: Aspergilius niger, Penicillium sp, Flavobacterium sp, Candida utifis,
Aspergillus onizae, Aspergillus foetidus, etc (WHITAKER, 1990).

As enzimas, de um modo geral, s&o amplamente utilizadas nos mais
diversos processos industriais, em razao da sua especificidade e do seu potencial
catalitico. Entretanto, uma enzima passa a ter valor comercial somente se houver
demanda ou possuir propriedades que atendam aos requerimentos técnicos e
econdmicos do processo industrial (BRAVO et al. 2000). As enzimas produzidas
em FSS que merecem destaque devido a grande aplicacdo e alto valor comercial

s&o principalmente as amilases, xilanases, proteases e pectinases.
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As enzimas pectinoliticas s@o largamente empregadas na industria de
alimentos, principaimente na clarificacdo de sucos de frutas e eliminacdo de
substancias pécticas de alimentos vegetais, extracdo de 6leos, maceracio de
linho e tratamento de fibras brutas em industrias téxteis e na fermentaco de café,
cacau e fumo nas industrias de fermentados (PANAROTTO et al., 2003).
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. OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Estudar a produgdo de pectinases em embalagens de polipropileno por
Peniciflium italicum 1Z 1584, utilizando como substrato bagaco de laranja

industrializado;

. Definir o0 melhor método para a extracao do extrato enzimatico bruto em
relacao ao tempo de agitacao e solvente utilizado,

. Estudar a producgéo de outras enzimas durante o processo fermentativo,

pelo fungo em questao.
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3. MATERIAL e METODOS

3.1. Substrato para cultivo do fungo

O substrato utilizado para a fermentagio foi o subproduto sdlido de
indGstrias de suco citrico (bagago de laranja), constituido basicamente de
membranas, sementes e polpa, e obtido junto & industria citrica CITROVITA -
Agroindustrial Ltda - Catanduva S.P. Esse material, sem dleo essencial, foi
gerado a partir do processamento de laranjas das variedades Natal e Valéncia,
colhidas no més de dezembro de 1999 e processadas no mesmo més, de acordo

com os esquemas dos anexos Be C.

3.2. Preparo do substrato

3.2.1. Moagem do bagacgo de laranja

A moagem do bagaco de laranja foi feita em moinho de martelo, Maquina
Dumore, modelo 7104, 0-60 Hz, 9000 rpm e 5/8 Hp.

3.3. Caracterizacao do substrato

3.3.1. Granulometria

A analise granulométrica do bagaco de laranja triturado foi realizada em
agitador de peneiras magnético, marca Bertel, maquina nimero 319, série 8703,
com escala variavel de agitacdo (0 a 10). Foram realizadas 3 repeti¢des,
utilizando-se 4 peneiras marca Granutest : ABTN 12 ( Tyler 10), ABTN 16 (Tyler
14), ABTN 25 (Tyler 24) e ABTN 70 (Tyler 65). A posicdo da escala de agitacio
empregada foi a maxima (10) por 30 minutos.
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3.3.2. Umidade

A umidade do baga¢o de laranja foi determinada a partir da medida da
diferenca de massa entre as amostras umidas e as amostras secas. A secagem
foi realizada sob temperatura de 105°C em estufa, com as amostras
acondicionadas em frascos previamente tarados. Apos 24 horas de secagem, 08
frascos foram colocados em dessecador até atingirem temperatura ambiente e em

seguida, pesades em balanca analitica.

3.3.3. Determinag¢do do pH do bagago de laranja e das amostras dos
meios fermentados

Foi preparada uma suspensao do bagaco de laranja em agua destilada na
proporcac de 1:10 (massa:volume). Apds agitacdo a 150 rpm por 15 minutos em
mesa rotativa, fez-se a determinacdo do pH da suspensdo em potencidmetro da
marca ANALION PM 608.

3.4. Determinagdo de agucares redutores (método de Somogyi -
Nelson)

3.4.1. Preparo dos reagentes

Este metodo emprega duas solugbes distintas. A primeira, denominada de
Reagente de Somogyi-Neison | foi preparada pela dissolugao de 4,0 g de sulfato
de cobre (CuSQy), 24,0 g de Na,SO; anidro, 16,0 g de NaHCO3, 12,0 g de
tartarato de sédio e potassio e 18,0 g de Na,SO4, nesta ordem, em 600 mL de
agua destitada. O volume foi completado para 1,0 lifro em balac volumeétrico e a
solugdo foi deixada em repouso por uma noite em ambiente escuro. Apés este
periodo, a solucdo foi filirada atraveés de papel de filtro Whatman namero 4 e o
reagente estocado em frasco escuro. A segunda solugcdo, denominada de
Reagente de Somogiy-Nelson |l, foi preparada a partir de duas outras solucdes. A

50



Capitido-IT

primeira foi preparada pela dissolucdo de 50,0 g de molibdato de amdnio anidro
em 900 mL de agua destilada, seguida da adicdo de 42,0 mL de &cido sulfurico
concentrado. A outra solugcao foi preparada pela dissolugio de 6,0 g de Na;HAsO4
anidro em 50 mL de agua destilada. O Reagente de Somogyi-Nelson I foi
preparado através da mistura destas duas solugbes. Apds 24 horas de incubacéo
em estufa a 37°C, o reagente foi estocado em frasco escuro.

3.4.2. Dosagem dos agucares

O procedimento para a determinacgdo de aglcares redutores totais foi feito
pela adicdo de 2,0 mL de Reagente de Somogyi-Nelson | a um tubo contendo 1,0
mL de amostra (item 3.10). Apds agitagdo manual, a mistura obtida foi incubada
em banho em ebulicdo por 6 minutos e os tubos, ao final deste periodo, foram
resfriados em banho de gelo. Foram adicionados 2,0 mL de Reagente de
Somogyi-Nelson ll, seguido de agitagdo manual vigorosa e repouso durante 5
minutos, sob temperatura ambiente. Um volume de 20 mL de agua destilada foi
adicionado e os tubos agitados por inversdo. A absorvancia a 540 nm foi iida em
espectrofotdmetro e o valor obtido foi utilizado no calculo da concentragido de
acucares redutores presentes na amosira, a partir de uma curva padrdo
relacionando a concentracdo de acido galacturbnico ou glicose com a absorbancia

3.5. Microrganismo

Os microrganismo utilizado foi o fungo Penicillium italicum 1Z 1584, obtido
junto ao Instituto Zimotécnico, ESALQ/USP, Piracicaba, S.P. A manutencio da
cultura foi feita através de repiques em tubos de ensaio contendo meio agar-
batata-dextrose (BDA) inclinado, os quais foram incubados a 28°C. Depois de
cinco dias, o crescimento foi coberto com &leo mineral estéril e a cultura mantida a
7°C.
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3.6. Inéculo

O indculo para a FSS foi preparado peia adig@o de soluggo de tween 80
0,01% aos tubos de ensaio contendo a cuitura pura do fungo P. itaficum |Z
desenvolvida por 7 dias, a 28°C, em meio BDA. As suspensdes de esporos foram
obtidas ap6s raspagem do agar com alga de inoculacdo, seguida de agitac&do

manual.
3.7. Contagem de esporos e inoculagao

A contagem de esporos em cada suspenséo foi feita utilizando-se camara
de Neubauer. Foi utilizado um volume de 3 mL de suspensao de esporos para

cada 30 g de substrato sdlido, 0 que equivale a 10" esporos/g de substrato.
3.8. Meios de cultura

Os meios de cultivo para a FSS foram definidos a partir do meio utilizado
por HENNIES (1996) e RIZZATTO et al. (1999). Nos meios de fermentagdo foram
utilizados bagaco de laranja como substrato, enriquecidos com solugbes de
nutrientes minerais: NHsNO3; KHzPO4 e MgS04.7H20.

3.9. FSS em embalagens de polipropiteno

Trinta gramas (30 g) de bagago de laranja foram acondicionados em
embalagens de polipropileno de dimensdes 20,0 cm x 30,2 cm e em seguida,
foram adicionados os sais em solugdo aquosa. A umidade final do substrato foi
ajustada com agua destilada e fixada em 75%. A embalagem contendo o meio de
cultivo foi selada, homogeneizada manualmente e esterilizada em autoclave a
121° C por 15 minutos. Apés resfriamento, o meio foi inoculado com suspenséo de
esporos (6,25x107 de P. italicum 1Z 1584) previamente preparados conforme item

3.7, e em seguida, o material inoculado foi incubado a 28°C.
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3.10. Extragdo da enzima a partir do material fermentado

Depois de fermentadoe, o material foi homogeneizado e retiradas amostras
de cada embalagem, para a exiracdo de enzimas. Para 5 g de amostra foram
adicionados 100 mL de agua destilada e logo apds, o sobrenadante foi filtrado a
vacuo em papel de filiro Whatman numero 1. O filtrado foi usado para

determinacdes de pH, atividades enzimaticas e agucares redutores totais (ART).

3.11. Estudo do tempo da extragdo enzimatica

Uma aliquota do extrato enzimatico bruto foi misturada a 0,5 mL de solugao
de pectina citrica a 1% em tampao citrato-fosfato 0,1M pH 5,5 e incubada em
banho-maria a temperatura constante de 40°C por 10, 15, 20, 30 e 60 minutos.
Apss cada periodo, foram determinados os grupos redutores liberados, pelo

método de Somogyi-Nelson.

3.12. Determinagao das atividades enzimaticas

3.12.1. Exo — poligalacturonase

A atividade enzimatica de exo-PG foi determinada pela quantificagdo dos
grupos redutores liberados na reacdo enzimatica. Uma aliquota de solugdo
enzimatica bruta (0,5 mL) foi misturada a 0,5 mL de solugio de pectina ciirica
0,1% em tampao citrato-fosfatc 0,1M pH 55 e incubada em banho-maria a
temperatura constante de 40°C durante 20 minutos. Apés o periodo de incubagéo,
a reacdo foi interrompida através da inativacdo da enzima por aquecimento das
amostras em banho-maria em ebulicdo por 10 minutos.

O branco e o controle foram preparados de forma semelhante a descricéo
acima, substituindo-se o extrato enzimatico bruto respectivamente por agua
destilada e pela solug@o enzimatica bruta previamente inativada em banho-maria

em ebulicdo por 10 minutos.
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A guantificag@o dos grupos redutores, expressos como acido galacturdnico,
foi realizada pelo método de SOMOGYI (1952). A atividade de pectinase foi
calculada pela diferenca entre as concentragdes dos grupos redutores presentes
nas amostras e nos respectivos controles. {ma unidade internacional da atividade
(Ul) foi definida como umol de acido galacturdnico produzido por mi de enzima por
minuto. Para a fermentacdo em meio semi-solido a atividade enzimatica foi
também expressa em Ul por grama de material fermentado umido (Ul/ gMFU).

3.12.2 Endo - poligalacturonase

A atividade de Endo-PG foi determinada utilizando-se o viscosimetro Visco
Basic {Fungiiab) numa mistura de reagdo composta por 5,3 mL de tampé&o citrato-
fosfato 0,2 M pH 6,0 com pectina a 3%, 0,7 mL de tampao citrato-fosfato 0,2 M pH
6,0 e 2 mL da solugdo enzimatica. O controle constou da mesma mistura, porém
com a enzima inativada. A medida foi realizada em centipoise, e através da
mesma, foi calculada a porcentagem de reducio da viscosidade da amostra em
relacdo ao controle. UUma unidade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para reduzir em 50% da viscosidade do substrato em dez

minutos e foi calculada através da seguinte férmula:
U= (% reducao obtida/ 50/ volume de enzima)
3.12.3. Atividade de pectinaliase (PL)

A mistura de reacdo para determinar atividade de PL foi composta de 0,5
mL de tampao Tris-HC! 0,2 M, pH 8,5, contendo 1% de pectina (64 - 72% de
esterificacdo) e 0,5 mL de solucéo enzimatica. A incubacgdo ocorreu a 45°C por 30
min. e a interrupcdo da reacdo, por adicdo de 10 mL de HCl a 0,2 M. A
guantificacdo dos produtos (uronideos insaturados) foi feita pela leitura da
absorbancia a 235 mn segundo o método de ALBERSHEIM (1966). Uma Unidade

de PL foi definida como a quantidade de enzima que promove liberagéo de 1umol
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de uronideos insaturados por minuto, nas condi¢gdes de reagdo, utilizando-se o

coeficiente de extincdo molar de 5550.

3.12.3. Determinagdo da Atividade de Pectinaesterase (PE)

A atividade da PE foi determinada pela quantificacdo do metanol liberado
no meio, de acordo com WOOD e SIDDIQUI (1971). Em 2 mL de solugdo de
pectina 0,1% (pfv) foram adicionadas 4 mi de tamp&o acetato pH 7,5 com 0,001
M de CaCl, e 2 mL de preparado enzimatico. A mistura foi incubada a 25 °C por
40 minutos. Uma unidade de PE foi definida como a quantidade de enzima que

libera 1 umol de metanol por minuto, a 40°C.

3.12.4 Determinacao da atividade de xilanase

A atividade xilanase foi medida atarvés da mistura de reagdo composta por
0.2 mL do extrato bruto enzimatico e 1,8 mL de uma solucdo 0,5% de xilana
(Birchwood-Sigma) em tamp&o acetato 0,1 M e pH 6,0. Apos a incubacdo, feita em
temperatura de 50°C por 10 minutos, os agucares redutores foram quantificados
pelo método do ADNS (MILLER, 1958). Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a guantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de xilose

por minuto nas condicSes de ensaio.

3.12.5 Determinacao da atividade de CMCase

A atividade CMCase foi determinada pelo mesmo procedimento descrito
para xilanase, exceto que ¢ substrato utilizado foi carboximetiicelulose (CMC-
Sigma-5678) e a substancia redutora foi quantificada a partir de curva padrac de
glicose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a guantidade de
enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por minuto nas condi¢des de

ensaio.
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3.12.6 Determinacao da atividade de amilase

A atividade amilase foi medida através da mistura de reag&o que constou
de 0,8 mL de tamp&o citrato-fosfato 2 0,1 M e pH 6,0 a 0,3% de amido, com 0,2
mL de enzima a qual incubada por 10 minutos, a 55°C. O agucar redutor liberado
apo6s a incubacéo foi quantificado pelo método do ADNS (MILLER, 1859). Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 pmol de glicose por minuto nas condi¢cdes de ensaio.

3.12.7 Determinagdo da atividade de proteases

A atividade protease foi medida através da mistura de reagédo que constou
de 2 mL de solugéo de caseina 2% em 1 ml do extrato enzimatico que foram
incubados a 37°C por 30 minutos. O controle foi feito com 1 mL do extrato
enzimatico, 2 mL de caseina 2% e 2 mL de solugéo de TCA 10%, incubados 37°C
por 5 minutos. O branco foi feito com 1 mL do extrato enzimatico em solucao de
TCA e 2 mL de solucéo de caseina 2%. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima capaz de produzir uma diferenca de

absorbancia de 1,0, por 30 minutos, a 37°C e por m! de solugdo enzimatica.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAQ

4.1. Caracterizagao do substrato usado na FSS

A composicdo quimica, umidade e pH do bagaco de laranja usado s&o
apresentados na Tabela 4.1.1.

Tabela 4.1.1. Composi¢édo quimica do bagago de laranja (*)

Compostos Valores {%)
Fibras 11,76
Proteinas 6,4
Nitrogénio 8,3
Minerais
(Ca, Mg, Fe, Mn, Co, Cu, Zn, P, K e Na) 6,7
Pectina 0,1
pH 45
AR (%) 9,0
ART(%) 19,4
Umidade(%) 9,0

Os dados médios do perfil granulométrico do bagaco de laranja, para trés
repeticbes, conforme especificado no item 3.3.1, sfo apresentados na Tabela
4.1.2. Os resultados mostram que cerca de 88,84% do material representam
granulometria igual ou superior a 0,21 mm (peneira).

() Dados fomecidos pelo Departamento de Controle de Qualidade - CITROVITA-
Agroindustrial Ltda-Catanduva S.P.
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TABELA 4.1.2.: Granulometria do bagacgo de faranja.

Peneira Abertura Massa de Bagago Retido (g)
{ABTN) (mm) Bagago ndo lavado
12 1,68 14,8
16 1,19 15,47
25 0,71 233
70 0,21 35,3
Fundo - 11,13
Total - 100,00

4.2. Estudo do tempo da reagao enzimatica

Para a determinag@o da atividade de pectinase houve necessidade de se
adequar o tempo de reacgdo, como descrito no item 3.12. Observa-se pela Figura
4.2 que a concentracdo de substancias redutoras, a absor¢do a 230 nm e a
reducao da viscosidade da solucdo de pectina aumentam significativamente até
15 e 20 minutos de reacao e, apds este intervalo, permanecem praticamente
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Figura 4.2. Hidrolise de pectina por pectinases de P. ffaficum 1Z 1584 (- - -

exo-PG, -@ -endo-PG e -] - pectinaliase)
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constantes, indicando que a reag&o cessou por inibigao das enzimas pelo produto
final ou pela exaustao do substrato na mistura reacional. Desta forma, adotou-se o
tempo de 15 minutos de reacdo em todas as andlises subsequentes para
determinagéo de atividade enzimatica de exo-PG e PL e 20 minutos para atividade
de endo-PG.

5. Estudo da extracdo das enzimas

A extrac&o das enzimas em estudo foi realizada de acordo com o item 3.10.
A Tabela 5.1 mostra que o tempo de agitacdo influenciou na extracdo das
enzimas, havendo aumento até uma hora de agitacdo resultando em 70 U/g de
endo-PG, 14,7 U/g de exo-PG e 8700 U/g de pectinaliase. GHILDYAL et al. (1991)
verificaram que com a agitacdo ocorreu maior extracdo enzimatica de
amiloglicosidase de Aspergillus niger em fermentacdo semi-sélida de farelo de
trigo e SILVA (2003) observou 30 minutos de agitagdo como melhor tempo de
extracdo de pectinases. Dados antagbnicos aos descritos neste experimento
foram obtidos por SING et al. (1999). Segundo esses autores, o tempo de
extragdo enzimatica maior que 15 minutos aumentou a viscosidade e a coloracéo

de extrato, diminuindo a atividade enzimatica.

Tabela 5.1. Extracdo de enzima em relacéo ao tempo de agitagdo usando
agua destilada como solvente

Tempo (minutos) Exo-PG (U/g) Endo-PG (U/g) Pectinaliase {(U/g)
1 10 28 1000
15 12 34 5100
30 13 38 6600
45 13 43.8 7100
60 14.7 70 8700
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A tabela 52 mostra as atividades de exo, endo-PG e pectinaliase
realizadas obtidas apds 30 minutos de exiracdo, usando diferentes solventes.
Pode-se observar que dos solventes usados para extragio, o tamp&o tris-HCI pH
8,0 foi o que permitiu maior extracdo das enzimas: 64,3 U/g para endo-PG, 15 Ufg
para exo-PG e 3420 U/g para pectinaliase. Comparando com a agua destilada
pode-se observar valores maiores para o tampéao tris-HCl (60% para endo-PG,
87% para exo-PG e 76% para pectinaliase).

Tabela 5.2. Atividades enzimaticas em relagdo aos solventes, apds 30

minutos de extracao

Solvente Exo-PG (U/g) | Endo-PG (U/g) | Pectinaliase (U/g)
NaCl 2% 12.2 28,0 3560
Tampdo tris-HCI pH 8,0 15,0 64.3 8700
Tampéao acetato/fosfato 11,0 32,0 3420
pH 4,0
Agua destilada 10,0 38,0 6600

O tampéo acetato-fosfato pH 4,0 permitiu obter cerca de 70% para endo-
PG, 80% para exo-PG e 80% para pectinaliase, comparadas com o solvente com
o qual obteve-se maior valor de extragdo. A solugdo de NaCl 2% foi 0 que permitiu
menores valores de atividade enzimatica: 44% de endo-PG, 80% de exo-PG e

41% de pectinaliase.

SILVA (2003) estudou a extragdo de pectinases produzidas por Penicillium
viridicatum RFC3 em bagaco de laranja e farelo de trigo com diferentes solventes
e concluiu que o melhor solvente foi 0 tampao acetato fosfato comparado com a
agua destilada e tamp&o Tris-HCI.

Na extracdo das enzimas, o solvente ideal deve ser capaz de refirar o

produto seletivamente, preferivelmente a temperatura ambiente e com o menor
tempo de contato. Existem alguns fatores que afetam sua eficiéncia, como a
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natureza e caracteristicas de solubilidade do produto, difusividade do solvente no
sélido e presencas de compostos interferentes no substrato sélido (KRIEGER,
2001).

6. Estudo da produgdo das enzimas pectinoliticas em embalagens de
polipropileno.

Neste estudo foram analisadas as atividade de exo e endo-PG, pectinaliase
e pectinaesterase, teor de ART e pH dos meios de fermentacdo em embalagens
de polipropileno com o fungo Penicillium italicum, utilizando baga¢o de laranja
como substrato (Figuras 6.1, 6.2 e 6.3).

Pela Figura 6.1 observam-se as atividades enzimaticas de exo-PG, endo-
PG e pectinaliase ao longo do processo fermentativo de 18 dias. A producéo
maxima de endo-PG e exo-PG foi obtida apds o sétimo dia e décimo quinto dias,

respectivamente. Para pectinaliase, a produgao maxima ocorreu no décimo quarto
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Figura 6.1. Atividades de pectinases obtidas fermentacéo de bagago de
laranja por F. italicum, em embalagens de polipropileno, ( - m - exo-PG; - e - endo-

PG; - a - pectinaliase)
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dia de fermentac&o. Este periodo de fermentacdo foi longo quando comparado
com ISMAIL (1996) e GARZON e HOURS (1992) que usaram também bagaco de
laranja como fonte de carbono para produg@o de pectinases e hemicelulases por

A. niger, 48 e 36 horas, respectivamente .

A fermentacdo de bagago de .laranja por P. italicum resultou em
quantidades altas de pectinaliase e niveis significantes de endo-PG (maxima
atividade de 6820 U/g e 74,4 U/g, respectivamente) comparados com dados da
Iiteratura. Para exo-PG foram obtidos valores de atividade de 15U/g. Em estudos
de produgao de poligalacturonase por espécies de A. niger em fermentacéo semi-
solida, usando farelo de trigo e soja, bagaco de cana de aglcar e polpa de café,
foram obtidos 12,6 U/g, 15 Ulg e 47,7 U/g de atividade dessa enzima,
respectivamente (CASTILHO et al., 1999; SOLIS-PEREIRA et al., 1993; BOCCAS,
et al., 1994). A produc@o de pectinaliase usando bagaco de magé, bagaco de cana
de agucar e farelo de trigo como substratos foi de 1062 U/g, 70 U/g e 2,14 Ulg,
respectivamente (HOURS, et al., 1988, ACUNA-ARGUELES, et al., 1995

TARAGANQO, et al., 1999).

A Figura 6.2 mostra a variacdo da concentragdo de agucares redutores
totais do meio de fermentagdo. Pode-se observar que o substrato apresentou uma
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Figura 6.2. Agucares redutores totais da fermentacdo de bagaco de laranja

por P. italicum em embalagens de polipropilenc.
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grande quantidade de agucares a qual foi metabolizada ao longo da fermentacgio.
O mesmo foi observado por SILVA (2003) quando utilizou farelo de trigo e bagago
de laranja para a producdo de pectinases. Os aglcares redutores e totais foram
assimilados em até 96,28% e 91,08% quando utilizou embalagens de polipropileno

e Erlenmeyers, respectivamente, como recipientes para fermentacao.

Até o sétimo dia de fermentagdo a reducéo de aclcares redutores foi
lenta, entretanto apds esse dia segui-se uma acentuada reducgéo nos teores dos
mesmos, coincidindo com ¢ aumento da atividade enzimatica da exo e endo-PG
e pectinaliase. O consumo de agucar assimilavel do meio fermentativo promove
melhor crescimento fungico e consequentemente melhor colonizagdo do meio ao
mesmo tempo, que retira do meio, possiveis acgucares repressores da sintese das
enzimas (SATO e SUDO, 1999).

A Figura 6.3 nos mostra o comportamento do pH do meio durante a
fermentacéo. Pode-se observar que o pH aumentou durante todo o processo de
fermentag¢do sendo atingido um valor maximo de pH de 7 6. Este aumento, pode
ser explicado pela degradacgio de acidos organicos ou proteinas existentes no
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Figura 6.3. pH da fermentacdo de bagaco de laranja por P. italicum em
embalagens de polipropileno
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meio de fermentacdo (por proteases) com a conseqlente liberacdo de
aminoacidos (ou peptideos) alcalinos. Essa hipdtese pode ser reforgada pela
determinagé&o da atividade de protease que foi feita duranie a fermentacéo de
acordo com o item 3.11.3.

HECK et al. (2002) observaram aumento de pH durante o processo de
fermentacdo, quando estudaram a produgéo de celulase e xilanase por linhagens
de Bacillus em FSS, onde utilizaram, como substrato, residuo de soja
industrializado. Estes autores concluiram, que a variacido do pH do meio pode ter
ocorrido atraves da lise celular do microrganismo utilizado, causando a liberagdo
de aminoacidos basicos e peptideos no meio fermentativo.

A atividade da enzima pectinaesterase foi acompanhada ao longo do
processo de fermentacdo em embalagens de polipropileno. N2o foi observado
atividade pectinolitica desta enzima. Logo conclui-se que o fungo P. italicum néo é
um produtor desta enzima nas condigdes e meic de fermentagao utilizados neste

trabalho.

7. Producéo de outras enzimas despolimerizantes

Foi tragado o perfil enzimatico de produgao de protease, CMCase, amilase
e xilanase durante o processo fermentagac nos itens 3.11.4., 3.11.5, 3.116. e
3.11.7 (Tabela 7.1).

Das enzimas analisadas, so foi detectada atividade de proteases (Figura
7.1}, 0 que pode vir a confirmar 0 aumento do pH e o decréscimo da atividade
observado durante todo processo fermentativo (Figuras 6.1 e 6.3). HECK et al.
(2002) observaram reducdo da atividade de celulases e xilanases na presenca de
prcteases no meio fermentativo.

64



CapituloIT

Tabela 7.1. Atividades enzimaticas da fermentacdo em embalagens de
polipropileno de bagaco de laranja de F. italicum.

Tempeo (dia) Protease CMCase Amilase xilanase
4 0,32 ND ND ND
8 0,41 ND ND ND
10 0,53 ND ND ND
12 0,79 ND ND ND
14 0,78 ND ND ND

ND = n&o detectado
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FIGURA 7.1. Atividade de protease em embalagens de polipropileno de
bagaco de laranja por F. italicum.

Por um lado, a producdo de proteases pelo fungo reduziu a atividade de
pectinase, mas por outro, teve-se a produgado de mais uma enzima também de
grande interesse comercial. O valor da atividade de protease encontrado neste
trabalho (0.8U/mL), € considerado baixo, comparado com outros trabalhos da
literatura. MITIDIERL et al. (2002) e MARQUARDT et al. (2002) encontraram
valores de atividades enzimaticas de 188 U/mL e 7,5x10° U/mL de Bacillus em
FSm, repectivamente. SOARES et al. (2003) em FSS utilizando torta de babacgu e
de soja como substrato, encontraram valores de 960 U/g de atividade de
proteases de Bacillus subtilis. SILVA et al. (2003) encontraram 8,7 U/mg de
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atividade, de Penicillium aurantiogrisesum em FSS, utilizando farinha de soja como
substrato.

A impossibilidade das proteases de plantas e animais atenderem a
demanda mundial de enzimas tém levado a um interesse cada vez maior pelas
proteases de origem microbiana. As proteases microbianas contam
aproximadamente por 40% da venda total mundial de enzimas e sao preferidas as
de plantas e animais. Elas s&o aplicadas na indlstria de detergentes e de
alimentos (RAO et al., 1998; BEYNOM e BOND, 1989).
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8. CONCLUSOES

- No estudo da atividade enzimatica em embalagens de polipropilenc de
P. italicum |\Z 1584, foi observada atividades maximas de exo-PG (15
U/g) ap6s o décimo quinto dia de fermentagdo, de endo-PG (74,4 U/g)
apos o sétimo dia e pectinaliase (6820 U/g) apos o décimo quarto dig;

- No estudo da extracdo da enzima, o solvente tamp&o tris-HC! pH 8,0 foi
0 gue proporcionou maior extracao frente a agua destilada, tampéo
acetato-fosfato pH 4,0 e NaCl 2%;

- O tempo de 60 minutos de agitacdo foi o mais eficiente no processo de

extrac&o da enzima;

- O fungo Peniciflium itaticum 1Z 1584 nao foi capaz de produzir outras
enzimas como xilanase, CMCase, amilase e pectinaesterase ao longo
do processo fermentativo com bagago de laranja como substrato;

porém, produziu pequenas quantidades de proteases.
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CAPITULO HI

ESTUDO DA PRODUGCAO DE PECTINASES EM REATOR DE
COLUNA COM DIFERENTES UMIDADES, AERAGOES E
DENSIDADES APARENTES
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1. INTRODUGAO

A fermentacdo semi-solida é uma técnica antiga muito utilizada na producao
de alimentos orientais como shoyu, tempeh e missd, e alimentos tipicos de paises
ocidentais como iogurte, gueijo e pao. Ao longo dos anos, pesquisadores tém
utilizado substratos organicos e inertes em fermentacio semi-sélida em escala
laboratorial ou piloto para obtenc&o de varios produtos. Geralmente os substratos
utilizados s&0 residuos ou subprodutos de baixo custo como: bagaco de laranja e
cana, palha de arroz e milho, farelo de trigo e polpa de beterraba, entre outros
(BELLON-MAUREL et al., 2003).

Varios autores mostram que o processo de fermentagdo semi-sélida
comparado com a fermentacdo submersa possui vantagens no bioprocesso e na
produg@o de varios produtos. Ficou estabelecido que em alguns casos como das
enzimas e compostos bioativos, a producdo foi maior no processo de FSS
comparado com o0 processo FSm. Assim, o desenvolvimento da aplicacdo de FSS
vem sendo utilizada em varias areas como a de biorremediacio e biodegradacio
de compostos perigosos, desintoxificago bioldgica de residuos téxicos agro-
industrial e desenvolvimento de produtos biclogicamente ativos como metabdlitos
secundarios, inciuindo antibidticos e outras drogas, enzimas, acidos organicos,
biopesticidas, etc. (PANDEY et al., 2000).

Em FSS a escolha do fermentador € muito importante, pois antes da
escolha € preciso definir 0s objetivos da mesma, como a andlise econdmica dos
custos iniciais e operacionais do processo, a possibilidade de monitoramento e
controle de diversos pardmetros, etc. Varios tipos de biorreatores tém sido
utilizados em processos de FSS, incluindo tambores rotativos, bandejas, reatores
horizontais e verticais, entre outros (MITCHELL et al., 2000). Os tubulares
verticais sdo os mais utilizados quando se quer estudar parametros, pois $80 0s

que mais se adaptam ao aumento de escala ("scale up') e ao controle de
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processos (SAUCEDO-CASTANEDA et al., 1992).

O controle de determinados parametros se faz necessario para a obtencdo
de produtos com caracteristicas constantes e uniformes. O controle da umidade e
da aeracdo do meio sdo muito importantes durante o processo fermentativo. A
umidade esta envolvida no desenvolvimento da biomassa e rea¢des metabdlicas,
atividade enzimatica e nutrientes, transporte de gas e metabdlitos extra-celular. A
umidade considerada otima varia entre 30 a 85% dependendo do substrato
utilizado. A variacdo da umidade no processo fermentativo ocorre com a
evaporacio da agua devido ao calor metabdlico gerado ao longo do processo
fermentativo, com a hidrélise do substrato e producdo de agua metabdlica. A
aerag&o & importante, pois o microrganismo aerdbio necessita de oxigénio para se
desenvolver e a fermentag&o ocorrer de forma continua. A quantidade de ar estéril
a ser introduzida no processo fermentativo vai depender da natureza do
microrganismo utilizado, da quantidade de calor metabdlico a ser dissipado do
processo, da espessura da camada do substrato, da quantidade de gas carbbnico
e outros metabdlitos volateis eliminados. Geralmente a aeracdo ocorre com ar
umidificado estéril para que ndo ocorra o ressecamento do meio fermentativo
dificultando o crescimento do microrganismo (LONSANE et al., 1985, BELLON-
MAUREL et al., 2003).
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. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a producdo de pectinases em reator de coluna com umidades

diferentes no meic de cultivo;

Estudar a producdc de pectinases com diferentes aeracdes na coluna
de fermentacéo;

Estudar a influéncia da densidade aparente no meio de cultivo.
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3. MATERIAL e METODOS
3.1. Substrato para cultivo do fungo, caracteriza¢ao e preparo

O substrato utilizado, seu preparo e caracterizac@o esta descrito no item 3
do capitulo L.

3.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o fungo Penicillium italicum 1Z 1584 como
descrito no item 3.5 do capitulo 1L

3.3. FSS em reator de coluna

Foram usados fermentadores de coluna com leito fixo, construidos de vidro
pirex de 50 mm de diametro e 300 mm de altura de leito. Em cada fermentador foi
colocado bagaco de laranja triturado adicionado de sais e inoculado com esporos
do funge. Os constituintes do meio foram pesados e preparados como descrito no
item 3.9 (capitulo II). A autoclavagem foi realizada a 121°C por 30 minutos. Apos
resfriamento, os meios foram inoculados com a suspensdo de esporos (107
esporos/g) previamente  preparada, homogeneizados e  transferidos
assepticamente para os fermentadores. A massa seca do meio semi-solido
utilizada foi de 100 g por biorreator. A umidade em cada biorreator foi de 50%,
55%, 60% e 65%, respectivamente.

O ar injetado na base da coluna foi saturado com vapor de agua estéril e
este passou por um rotametro para controle de sua vazao (5 a 35 L/h), através de
um distribuidor construido de Teflon e ago inoxidavel, de maneira a minimizar a
formacao de caminhos preferenciais. A temperatura foi mantida constante a 28°C
pela circulacdo de agua através da camisa do reator. A montagem experimental
do reator € apresentada nas Figuras 3.3.1 e 3.3.2.
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As amostras foram retiradas em intervalos de 24 horas, em fungéo da fase
em gue se encontrava o processo fermentativo.

FIGURA 3.3.1. Montagem experimental dos reatores de coluna em

funcicnamento.
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FIGURA 3.3.2. Esquema experimental proposto para o fermentador de coluna com
leito fixo.
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3.4. Determinacéo da densidade aparente (d.)

Foram utilizadas varias massas das amostras (substrato) com diferentes
umidades (50%, 55% e 60%) para determinacdo das densidades aparentes.
Conhecendo-se a massa das amostras & o volume do reator, consegue-se a

densidade aparente fazendo-se a raz&o da massa e volume ocupado.

Ggp = — (3.1)

onde,
M = massa inicial do meio (g)
Vi, = volume do reator ocupado pela massa de meio (L)

Para realizar a compactagdo dos meios e obter varias densidades
diferentes, foi utilizado um vibrador e uma massa de volume conhecido que era
solto sempre da mesma altura. Foram realizados 5 ensaios para cada valor de
densidade para diminuir os erros nas medidas.

3.5. Determinacao das atividades enzimaticas

As atividades de pectinases foram avaliadas conforme descrito no item 3.11

do capitulo 11
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1, Estudo da produgdo das enzimas pectinoliticas em reator de

coluna com diferentes umidades do meio

Neste estudo foram analisadas as atividade de exo e endo-PG,
pectinaliase, teor de ART e pH dos meios de fermentag&o em reator de coluna
com o fungo Penicillium italicum utilizando bagaco de laranja como substrato como
mostram as Figuras 4.1.1, 4.1.2 e 4.1.3, com umidade de 50, 55, 60 e 65% de
umidade, como descrito no item 3.3.

A Figura 4.1.1 mostra a atividade da enzima exo-PG de fermentacao semi-
solida em reator de coluna, com meios com diferentes umidades. Observa-se que
os meios com 50, 55 e 60% de umidade tiveram atividade maxima de exo-PG de
119,2 Ufg no décimo quarto dia de fermentacéo, 150,4 U/g no décimo primeiro dia
e 154,4 U/g no sexto dia, respectivamente. Pode-se observar que, com o aumento
da umidade, o valor maximo de atividade enzimatica ocorreu mais cedo durante o
processo de fermentacdo. Visualmente, pode-se notar o crescimento mais rapido
do fungo nos meios com maiores umidades, pois logo no terceiro dia a coluna
encontrava-se totalmente tomada por esporos (Figura 4.1.1.1).

Os meios com umidade 55% e 60% apresentaram maxima atividade de
exo-PG com valores bem préximos, mostrando que a variagdo de umidade néo
influenciou na atividade enzimatica e sim no tempo de fermentac&o que ocorreu

mais rapido no meio com 60%, bem como no crescimento do fungo.

O meio com umidade de 65% n&o pode ser estudado, pois a umidade foi
considerada alta para este tipo de substrato e reator. Pbde-se observar um
escorrimento da agua pela coluna havendo acumulo na parte de baixo, causando

um descontrole da umidade, durante o processo fermentativo.
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FIGURA 4.1.1.1. Colunas de fermentagdo com bagaco de laranja de F.

italicum com umidade de 50% e 55%.

atividede BoPG(UG)

Figura 4.1.1. Atividade de Exo-PG P jtalicum em meios com diferentes

umidades (-m - 50%; - #-55%; - &- 60%)
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A Figura 4.1.2 mostra a atividade de endo-PG. Pode-se observar que no
meio com 50% de umidade houve peguena producdo de enzimas comparado com
os meios de 55% e 60% de umidade mostrando gue a umidade de 50% foi
insuficiente para o crescimento do fungo e consequentemente para a producéo de
enzima. Observa-se valor maximo de atividade de endo-PG de 728 U/g no sétimo
dia de fermentacao para o meio com 50% de umidade e 780 U/g e 787 U/g no
guinto dia de fermentacado para os meios com 55% e 60% de umidade,

respectivamente.

Pode-se concluir que 0s meios com maiores tecres de umidade
apresentaram valores maximos de atividade proximos, o que leva a concluir gue a
diferenca de umidade n&o interferiu na atividade enzimatica de endo-PG. Assim, 0
conteudo de umidade de 50% a 60% dos meios foram suficientes para umedecer
0 substrato, disponibilizar agua para o fungo e ajudar na difusdo de oxigénio

favorecendo a producgao das enzimas.
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Figura 4.1.2. Atividade de Endo-PG de P. ftaficum em meios com diferentes
umidades( - m - 50%; -e - 55%; - a - 60%)
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A Figura 4.1.3 mostra a atividade de pectinaliase nos meios de
fermentacdes com diferentes umidade. Observa-se que as atividades maximas de
pectinaliase para os meios de fermentactes foram de 14764 U/g e 23927 U/g para
0s meios com 55% e 60% de umidade, respectivamente, e ocorreram no oitavo
dia de fermentacdo. O meio com 60% de umidade teve sua atividade 6tima de
23818 Ulg no sexto dia de fermentaglo. Os valores de atividade de pectinaliase
dos meios com 55% e 60% de umidade ccorreram em dias diferentes, mas com
valores proximos.

CASTILHO et al. (2000) estudaram a produgio de pectinases de A. niger
em residuos agroindustriais em FSS variando a umidade do substrato de 25% a
75% (p/p). Os meios contendo 40% e 55% de umidade foram os que obtiveram

maiores valores de poligalacturonases.

Os meios com umidade maior que 60% e menor que 55% levaram a
conseqléncias negativas no crescimento do microrganismo e na difusdo de
oxigénio do meio onde foram reduzidas diminuindo a atividade enzimatica.
Segundo ACUNA-ARGUELLES et al. (1994) o meio com baixa umidade modifica a
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Figura 4.1.3. Atividade de pectinaliase em meios com diferentes umidades
(-m-50%; -e-55%; -a-60%)
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membrana celular do fungo, causando limitagbes no transporte de transferéncia de
calor e massa afetando o metabolismo microbiano.

Portanto, pelos dados analisados pode-se concluir que as umidades de
55% e 60% mostraram-se mais adequadas para a produgéo de pectinaliase pelo
sistema utilizado.

4.2. Estudo da produgdo das enzimas pectinoliticas em reator de
coluna com diferentes aeragdes

Nesta etapa do frabalho foram estudadas a produgéo das pectinases em
reator de coluna sob diferentes intensidades de taxas de aeractes. Na primeira
coluna, a fermentagéo foi realizada sem nenhuma aeracao e a partir da segunda
foram utilizadas vazdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 L/h, sucessivamente. Os meios
de fermentac&o foram preparados como descrito no item 3.9 (capitulo ll) e a
umidade do meio adotada foi 55%.

As Figuras 4.2.1, 42.2 e 4.2.3 mostram as atividades de exo e endo-PG e
pectinaliase durante os ensaios de fermentacdo em reatores de coluna. Pode-se
observar, que o meio para produgio das enzimas sem aeragdo nao produziram
atividade enzimatica de exo-PG e pectinaliase nos trés primeiros dias de
fermentacéo e produziram maximo valor de atividade enzimatica no décimo quarto
dia para exo-PG (32,3 U/g), no sexto dia (249 U/g) para endo-PG e no décimo dia
(6080 U/g) para pectinaliase. Comparande com a fermentacdo usada com
saquinhos de polipropileno, os valores de atividade enzimatica obtidos foram cerca
de 54%, 70% e 22% maiores para exo e endo-PG e pectinaliase, respectivamente,
além da redugao do tempo para tais valores.

Na auséncia de aeracio forcada, o fungo utilizado produziu diferentes

proporcbes de atividade enzimética de pectinase nos dois biorreatores utilizados.
PANDEY et al. (1996) usando biorreator de coluna para produgdo de
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amiloglicosidase encontraram 50% de aumento na atividade em relag&o ao estudo

com frascos de Erlenmeyer.

O meio de fermentacio com 5 L/h de taxa de aeragdo comparado com 0s
outros meios aerados, mostrou-se ineficiente para aerar as colunas para obter
uma boa producdo de enzimas. A partir da taxa de aeracdo de 10 L/h, houve
maior crescimento do microrganismo € maior producdo de enzimas, mostrando
que as aeracdbes acima de 10 L/h foram suficientes para aerar as colunas, com

maior crescimento fungico e maior producéo de enzimas.

Por esses dados pode-se notar a importancia da aeracdo para a produgao
das enzimas. Mesmo com pouca aera¢io (5 L/h) observa-se aumento de 34%,
80% e 66%, para exo e endo-PG e pectinaliase, respectivamente, comparando

cOom 0 Meio sem aeracao.

alividade Bxo-PG (UG
8
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Figura 4.2.1. Atividade de Exo-PG de P. italicum em reator de coluna (- m -
sem aeracio;-e-51/h; -a-10L/; -v-150L/h; -e-20LMh; -+-251/h; -x—-30
L/h)..
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Pelas Figuras 4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3, pode-se observar que para a enzima exo-
PG o valor maximo de atividade obtido foi de 261 U/g no sétimo dia de
fermentac&o com vazdo de ar de 10 L/h. Para endo-PG o valor méaximo obtido foi
de 747 U/g no sexto dia de fermentagdo com a vazdo de 15 L/h e para
pectinaliase foi de 23912 U/g no sexto dia de fermentacéo com vazéo de 20 L/h.
Nos outros experimentos a diferenca dos valores de atividade foram
insignificantes, apresentando valores bem préximos em todos os experimentos

realizados com vazdes de ar supericres a 10 L/h.

No reator com vazéo de ar de 30 L/h observa-se pequena reducio nas
atividades enzimaticas. GUMBIRA-SAID et al. (1993) observou que altas taxas de
aeracao causa abrasdo e ruptura do micélio, provocando reducdo na atividade
enzimatica. Por outro lado, outros autores (PANDEY e RADHAKRISHNAN, 1992;
GHILDYAL et al, 1994) detectaram acréscimo de atividade enzimatica com

aumento das vazdes.

Durante o processo de fermentacéo foi observado visualmente um aumento
de umidade nas colunas. COSTA (1996) também observou aumento na umidade
durante o processo fermentativo, onde a umidade inicial de 55% aumentou cerca
de 8,08% e 11,6%. Segundo este autor, para tais processos, outros fatores
contribuem para o aumento no contetido de umidade do meio como a eficiéncia de
separacdo da agua arrastada, oriunda da operacdo de saturacéo do ar. Este efeito
pode ser observado visualmente nas colunas com maiores aeracdes estudadas
neste trabalho.

Alguns autores (YANG et al., 1993) alegam que o aumento de umidade é
devido a producdo de agua metabdlica ou a liberagdo de agua resultante da
oxidagdo dos carboidratos presentes. SARGANTIS et al. (1993) detectaram que
tal aumento na umidade durante ¢ processo de fermentagdo foi benéfico para o

crescimento celular em processas de fermentagao semi-sdlida.
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Durante todos processos fermentativos foi constatada reducéo na atividade
enzimatica a partir sexto - sétimo dia para os meios com aerag@o para todas
enzimas estudadas, o que pode ser explicado pela presenca de proteases,
produzidas durante a fermentagdo (RAMAKRISHNA et al., 1994).

A Figura 4.2.4 mostra a variacdo da concentracdo de acglcares redutores
totais para os meios utilizados com valores de vazbes de ar diferentes. No
comego da fermentacdo todos os meios apresentavam grande quantidades de
agucares, que foram metabolizados ao longo da fermentacdo. Observa-se pela
figura que no meio sem aerag¢do o fungo metabolizou os agticares de forma lenta e
uniforme até chegar a um valor bem reduzido.

Nos meios com aeragdo de 5 e 10 L/h os aglicares foram metabolizados de
maneira distinta atingindo os mesmos valores apods o nono dia de fermentac&o. Os
meios com aeracao de 15, 20, 25 e 30 L/h atingiram baixos valores apos o sétimo
dia, onde estes valores se igualaram. A comparacido entre a producdo de
pectinases (Figuras 4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3) e 0 consumo de agucar redutor (Figura
4.2.4) pelo fungo Peniciffium italicum 1Z 1584, indica que a producéo de pectinases
aumentou com a reducéo de agucar a niveis minimos, o que ocorreu apés o sexto/

sétimo dia de cultivo.

O consumo de aglicar redutor nos meios aerados sugerem uma maior
producéo de biomassa micelial, o que possibilitou a maior producdo da atividade
de pectinases observada nas colunas. O crescimento foi acompanhado

visualmente.

RIZZATTO et al. (1999) observaram aumento na producdo de pectinases
em meios de fermentagdo com bagaco de laranja com 19% de aglcares redutores
totais e bagago de laranja com 1% de aglcares redutores, bem como bagago com

adic&0 de agucares (sacarose, frutose e galactose).
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Figura 4.2.4. Acucares redutores totais (ART) em meios fermentados em
reator de coluna (- m-sem aeracao;-e-50L/; -a-101/h; -v-150L/h; -«-20 Lin;
-+-251/h; -x—30L/Mh).

Foi observado por SILVA (2003) durante o processo fermentativo, que o
consumo de agucares prontamente assimilaveis presentes em grandes
quantidades em alguns residuos, promoveram melhor crescimento fungico e
sucesso na colonizagdo do meio fermentativo. Entretanto, a reducdo desses
acucares do meio € importante para evitar a repressdo catabdlica e iniciar a
producéo da enzima, o que n&o foi observado por este mesmo autor que afirmou
que a quantidade elevada de aglcares redutores presentes nos substratos
utilizados (casca de manga e banana, polpa de macd e bagaco de laranja)
exerceram repressdo sobre a produgdo de pectinases e apesar do intenso
crescimento micelial, a quantidade da enzima produzida nao foi significativa.

A Figura 425 mostra os valores de pH para todos os meios de
fermentacdo. Observa-se que o aumento do pH durante toda a fermentacdo foi
bastante acentuado. Esse aumento provavelmente ocorreu pela producdo de

proteases no meio de fermentacéo (o que foi confirmado pela Figura 86.1- capitulo
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) e por substancias excretadas pelo microrganismo. Os valores maximos
atingidos foram 6,7; 8,15; 8,25, 8,38, 8,44; 8,45 e 8,53 para os meios sem
aeragao, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 L/h, respectivamente.
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Figura 4.2.5. pH dos meios fermentados por P. ifalicurm em reator de coluna
(-m-sem aeracdo;-e-51/h; ~a-10L/h; ~-v-150L/h; -e-20L/Mh; ~-+-25LM; -x
- 30 L/h)..

4.3. Influéncia da densidade aparente do meio de cuitivo

Apbs a preparacdo do substrato semi-sdlido para o processo de
fermentacéo, este pode sofrer variag@o na sua natureza fazendo com que ocorra
variagdo na densidade aparente, causando uma compactagdo no meio semi-
solido. Essa compactacéo pode vir a limitar o processo fermentativo em reatores
de coluna, dificultando a transferéncia de calor e massa principalmente em
aumento de escala ("scale-up”). Este problema depende de varios fatores como o

tipo de substrato e biorreator utilizado, assim como a acomodac&o do leito fixo.

Foram realizados varios ensaios variando as densidades aparentes do meio

(dap) de fermentagdo semi-solida, como descrito no item 3.4, com valores
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extremos de 430 g/l a 760 g/L, onde a aeragdo dos meios fermentativos foi
mantida em 20 L/h e a umidade de 55%. N2o foi possivel realizar ensaios com
valores acima de dap =760 gL, pois com a compactagéo ocorria interrupcdo na

aeragao, que quando aumentada arrastava o meio de forma pistonada.

As Figuras 4.3.1 e 4.3.2 mostram o efeito da densidade aparente do meio
(dap) sobre a atividade enzimética de exo e endo-PG, ao longo do processo de

fermentac&o do meioc semi-solido.

Pode-se observar pelas figuras que o meio com densidade aparente menor
(430 g/l.) foi 0 que permitiu obter maiores valores de atividade enzimatica, 264 U/g
no sexto dia de fermentagdo e 738 U/g no quinto dia de fermentacdo para exo e
endo-PG, respectivamente. Foi observado ao longo do processo fermentativo, que
quanto maior a densidade aparenie do meio, menores foram os valores de
atividade enzimatica.

Comparando os meios com ¢ meio de menor dg,, observa-se que o meio
com dap = 570 g/L. permitiu obter valores de exo de 93% e para endo-PG de 86%.
Para os meios com dap= 665 g/l e dyp = 760 g/L., foram obtidos valores para exo-
PG de 77% e 67% e para endo-PG de 81% e 66%, respectivamente. Tais valores
podem ser observados nas Figuras 4.3.1 e 4.3.2, onde comparam-se as curvas de

atividade para as diversas densidades aparentes utilizadas.
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Figura 4.3.1. Efeito da densidade aparente do meio (dap) sobre a atividade

de exo0-PG ao longo do processo fermentativo.
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Figura 4.3.2. Efeito da densidade aparente do meio (d,,) sobre a atividade

de endo-PG ao longo do processo fermentativo.
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Os meios com maiores da, apresentam maiores quantidades de substrato e
consequentemente menor espaco entre as particulas. Isto afeta diretamente a
aeragdo utilizada para dissipar o calor produzido durante o processo de
fermentacdo, que ocorre devido as atividades metabdlicas dos microrganismos e
ao aumento da camada do substrato. As temperaturas elevadas afetam a
germinagdo dos esporos, 0 crescimento, a esporulacdo dos microrganismos, o
metabolismo e a formacdo de produtos. A dificuldade na remocdo do calor foi
maior nas colunas com maiores dap,, © que foi observado durante todo o processo.

O substrato utilizade possuia uma granulometria variada, o que pode ser
observada pela Tabela 4.1.2 (capitulo il); como continha particulas pequenas, elas
podem ter gjudado na compactacdo do meio pela diminuicdo dos espacos inter-
particulas interferinde na aerag@o do meio e respiracdo microbiana, causando
aquecimento e resfriamento desbalanceados. Assim, os meios com maiores dap

foram os que tiveram menores valores de atividade enziméatica.

COSTA (1996) realizou ensaios em fermentador de coluna com densidades
diferentes de meio de cultivo para produgéo de amiloglicosidase utilizando farelo
de arroz como substrato e também observou valores de atividade enzimatica
menores para ds, maiores. Para da,,= 499 g/l e 924 U/L obteve-se 13423 U/lg e
1274 Ulg, respectivamente.

Para obtencéo de amiloglicosidase utilizando como substrato farelo de trigo,
PANDEY e RADHAKRISHNAN (1992), variaram as densidades aparentes dos
meios fermentativos (320 a 400 g/L.) e obtiveram melhor atividade no meio com dg,
= 350 U/L.

Por outro lado, BARRIOS-GONZALEZ et al. (1993) observaram aumento de

producéo de penicilina produzida por Penicillium chrysogenum em meio semi-

solido, quando ocorria aumento da compactac&o do meio fermentativo.
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6. CONCLUSOES

- Durante o processo de fermentacéo, os meios com umidade de 55% e
60% mostraram-se eficientes para o crescimento do fungo e

consequentemente para a produgzo das enzimas,

- A aeracao foi de extrema importancia na remog&o do calor no interior da
coluna e na producéo das enzimas durante o processo de fermentacio;

- As vazbes entre 10 e 20 L/h foram as melhores para producdo das
enzimas com valor maximo de 261 U/g no sétimo dia de fermentagéo
para exo-PG (10 L/h), 747 U/g e 23912 U/g para endo-PG (15 L/h) e
pectinaliase (20 L/h), respectivamente, ambas no sexto dia de
fermentacdo;

- Quanto maior a densidade do meio de fermentacdo, menor € o
crescimento microbiano e consequentemente menor a atividade

enzimatica;

- O meio com dap, = 430 g/L foi 0 que obteve maiores valores de atividade

enzimatica, 264 U/g e 738 U/g para exo e endo-PG, respectivamente.
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CAPITULO IV

ESTUDO DAS VARIACOES DE TEMPERATURA NO
REATOR DE COLUNA, DETERMINACAO DA MASSA DE CO, e
CONDUTIVIDADE TERMICA
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1. INTRODUGAO

Na fermentac@o semi-sélida, o controle de determinados parametros faz-se
necessario. A temperatura € um parémetro de grande importancia durante o
processo fermentativo, pois ac longo do processo uma grande quantidade de
calor & gerado devido as atividades metabolicas produzidas pelos microrganismos.
Esse calor se n&o for dissipado durante a fermentacdo, afetara o crescimento do
microrganismo, o metabolismo e a formacéo de produtos. Esse controle pode ser
realizado com a aeracdc com passagem de ar através do meio de cultura ou
através de sistema de camisas com agua refrigerante.

A baixa condutividade térmica do material e baixa umidade diminuem a
transferéncia de cator, onde o tamanho das particulas e da camada sodlida também
influenciam na transferéncia de calor. O aumento da temperatura devido ao calor
metabdlico gerado pode atingir 3000 Kcal/Kg de substratc no centro do reator,
com gradiente radial de 5°C cm™. Durante a fermentagdo a temperatura pode
atingir 80°C e ser um fator limitante, podendo causar secagem do meio diminuindo
a atividade de &gua e a eficacia dos nutrientes (BELLON-MAUREL et al., 2003).

Outro método utilizado para o controle da temperatura € o uso de material
inerte no substrato que pode ser natural ou sintético. Esses materiais podem ser
vermiculite, perlite, amberlite, granulos de barro, polietiieno e espuma de
poliuretano, canhamo, bagaco de cana-de-aglcar, de milho, casca de arroz, entre
outros. A desvantagem do uso de material inerte natural € que durante a
fermentagado com o crescimento do microrganismo, o meio sélido é degradado,
resultando em mudangas nas caracteristicas geométricas e fisicas do meio,
ocorrendo evaporacao da agua, formaco de canais e consequentemente reducio
da transferéncia de calor e massa. Essa desvantagem pode ser controlada com o
uso de material inerte com estrutura fisica mais ou menos constante em todas as
partes do processo facilitando o controle da transferéncia de calor e massa
(BARRIOS-GONZALES et al., 1996; WEBER et al., 1999; OOIJKAAS et al., 2000).
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A massa celular € uma varidvel muito importante no controle dos processos
de fermentacdo. No processo de fermentacdo semi-sdlida a determinagdo do
crescimento celular apresenta determinada dificuldade, pois o microrganismo néo
pode ser separado do meio semi-sdlido e quantificado diretamente. Existem
alguns métodos indiretos de determinagédo de biomassa em fermentacéo semi-
sélida citados por alguns autores como: método que medem um certo constituinte
celular como glicosamina, quitina, acidos nucleicos e proteinas (GOMI et al., 1987;
SMITS et al., 1996; ARAMAKI et al., 1995; RAIMBALT, et al, 1981) e métodos que
medem o consumo de um nutriente como a estimativa de crescimento através da
correlagdo com a taxa de consumo de oxigénio efou a produgdo de gas carbdnico
ao longo do processo (COSTA, 1996; MAIORANO et al, 1892; SAUCEDO-
CASTANEDA et al., 1994).
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. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as variagdes de temperatura no leito semi-sélido com diferentes

densidades aparentes;

Estudar a variagdo de temperatura usando material inerte;

Determinar a condutividade térmica do material fermentado;

Determinar a massa de CO, durante o processo fermentativo, como

forma de avaliar o crescimenio celular.

94



Capitulo-IV

3. MATERIAL e METODOS

3.1. Substrato para cultivo do fungo, caracterizagdo e preparo

O substrato utilizado, seu preparo e caracterizacdo esta descrito no item 3

do capitulo L.

3.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o fungo Penicillium italicum 12 1584 como
descrito no item 3.5 do capitulo 1.

3.3. SSF em reator de coluna

Foram usados fermentadores de coluna com leito fixo como descrito no

item 3.3 do capitulo Il

3.4. Medidas de temperatura

As medidas de temperatura foram feitas usando termopares de cobre-
constantad (Tipo T) e um voltimetro que fomecia as leituras de temperaturas. A

Figura 3.4.1 mostra a posigao dos termopares nas colunas.

3.5. Condutividade térmica

Para medir a condutividade térmica (K) dos meios, foi utilizado o método a
sonda em regime transiente. O equipamento é formado por uma fonte de tenséo
estabilizada, dois milivoltimetros digitais, um indicador digital de temperatura, uma
resisténcia padrdo e uma sonda. Esta sonda € formada por uma aguiha
hipodérmica de aco inox, em cujo interior foi introduzido um termopar de cobre-
constantd e um fio resistivo envolio na parte externa da agulha. A sonda foi
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calibrada medindo-se a condutividada térmica da agua, acrescida de 2% de agar
para assegurar a nao interferéncia de conveccgio.

h=280mm — .
h=210mm —— 0
h =140 mm —— M
h=70mm S o
h=0mm -

It

FIGURA 3.4.1. Pontos de medictes de temperatura do leito semi-sélido.

Para medir a condutividade térmica, foram usados os préprios reatores de
coluna utilizados para os ensaios de fermentac@o com dimensdes de 50 mm de

digmetro e 300 mm de comprimento (relacdo comprimento:diametro = 6). As

amostras foram acondicionadas nas colunas e entdo inseriu-se a sonda,
aguardando um tempo determinado até que a temperatura entrasse em equilibrio.
Usando uma chave comutadora, ajustava-se a corrente elétrica aplicada 2
resisténcia. A leitura da temperatura na sonda foi feita de 20 em 20 minutos.

Correlacionaram-se os dados pelo método dos minimos quadrados,

obtendo-se a declividade "b" para cada experimento. A condutividade foi calculada
a partir da equagao:

96



Capidulo IV

b= 3.51
4-7-K ( )
onde,
Q=1 R(W) (3.5.2)
I = intensidade da corrente na sonda (A);
R = resisténcia da sonda (Q).
Assim,
K= LR (3.5.3)
A7h

3.6. Determinagéo das variagbes de temperatura do leito semi-sélido
utilizando material inerte

Foram realizados ensaios de fermentacio com densidades aparentes de
430 g/l e 522 g/l. como descrito no item 3.4 (Capitulo HI) utilizando como
substrato inerte 10% de bagaco de cana em 90% de bagaco de laranja. Para
todos os ensaios foram mantidas todas as condigbes normais de fermentacéo.
Para o controle da temperatura os meios foram aerados com ar saturado, de 20
L/h, a temperatura de 28°C, agua a 28°C no encamisamento da coluna e umidade
do meio de 55%. Em todos os ensaios as temperaturas foram monitoradas com
termopares distribuidos ao longo do reator como mostra o item 3.4.

3.7. Determinacdo da concentragdo celular nas fermentagbes semi-
solidas

A estimativa de crescimento celular foi realizada segundo método
apresentado por SATO et al. (1983) e adaptado por COSTA (1996) onde foi

97



Capitulo-7V

utilizada a velocidade de formagéo de gas carbdnico (medida conforme item 3.8),
de acordo com o apresentado por NARAHARA et al. (1982) e COSTA (1996).

A partir dos valores obtidos para a condutividade elétrica (1) da solucéo de
NaOH usada para a coleta do CO;, e usando uma curva de calibracéo de acordo
com o indicado em 3.8, determinou-se o valor da normalidade desta solucéo para
cada ponto de amostragem. Foi utilizada equacdo 3.7.1 para calcular a quantidade
de COz liberado.

Mcoz - VNaOH R 22 . (N; - N) (3.7.1)
onde:

Mcoz = massa de gés carbonico liberada durante a fermentacdo (geoz):

Vnaon = volume de hidréxido de sodio usado para coleta do CO- liberado na

fermentacgao;

N; = normalidade inicial da solucao;

N = normalidade da solugdo de NaOH no tempo de amostragem;

3.8. CO;produzido

A metodologia utilizada para a determinagdo do gas carbdnico produzido
durante as fermentacgbes é descrita por CARRIZALEZ et al. (1981) e RODRIGUEZ
et al. (1985).

O método é baseado na mudanga da concentragdo de uma solucdo padrao
de hidroxido de sddio, devido & absor¢Bo do gas carbbnico da saida do

fermentador, segundo a relagdo estequiométrica: CO, + NaxCOz + HO. A
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medicdo da mudancga na condutividade elétrica da solugao permite determinar a
concentragao do hidroxido de sédio em cada instante e, entdo, a quantidade de
gas carbonico produzido durante um dado periodo de crescimento, uma vez gue ©
ar de entrada era livre de CO5,

Utilizou-se uma solugdo de hidroxide de sédio, aproximadamente 1 N, para
receber o ar de saida de cada fermentador. A calibracao foi feita pela medida da
condutividade de diversas solucbes padrdes de hidroxido de soédio, com
concentracdes variando entre 0 e 1 N. Para cada experimento foi construida uma
nova curva de calibracdo. A compensacdo nas mudancas de temperatura foi
realizada pelo proprio condutivimetro Analizer 650.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Varia¢Oes na temperatura do ieito semi-solido com e sem aeragao

Durante o processo de fermentacdo ocomre a liberagdo de calor devido a
atividade metabdlica do fungo na produgdo enzimatica. Esse aumento de
temperatura pode causar varios problemas durante o processo de fermentacio.
Para evitar esse aumento de temperatura varios autores citam a necessidade de
remocdo desse calor (MODAK e RAJAGOPALAN, 1994; CASTANEDA et. al.,
1992; OOIJKAAS et al., 2000; BELLON-MAUREL et al., 2003).

Foram realizados ensaios de fermentagdo com dap = 430 g/L, onde no
primeiro ensaio foram mantidas todas as condi¢bes normais de fermentacdo para
o controle da temperatura com aeragdo com ar saturado de 20 L/h, fazendo com
que a temperatura do ar no reator fosse de 28°C e banho com T= 28°C no
encamisamento da coluna. No segundo foi mantido somente © banho a 28°C no
encamisamento fazendo com que diminuisse a remo¢ao de calor por conducio no
interior da coluna e para ambos ensaios as temperaturas foram monitoradas com

termopares distribuidos ao longo do reator, como mostra o item 3.4,

As Figuras 4.1.1 e 4.1.2 mostram os perfis de temperatura ao longo da
coluna de fermentacdo enzimatica. Pode-se observar que a temperatura do
fermentador nac aerado com ar saturado foi maior comparada com o fermentador
com aeracao forcada, confirmando a reducdo da remogdo de calor no
interior da coluna. A temperatura no centro da coluna foi de 37,2°C para a

coluna sem aeracdo e 31,9°C para a coluna aerada.
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Figura 4.1.1. Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do leito semi-
solido em fungéo do tempo de fermentacéo para o ensaio sem aerago (dap=430
g/t).
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Figura 4.1.2. Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do leito semi-
sélido em func&o do tempo de fermentagio para o ensaio com aeracgéo forcada

(dap=430 g/L).

101



CapdludoIV

Os valores maximos de temperaturas alcancada, mostram © aumento de
temperatura gerado pelo calor metabdlico liberado pelos fungos ao longo do
processo de fermentac&o, reforcando a importancia do mecanismo de remocéo de
calor ao longo do reator estudado. O calor produzido precisa ser dissipado para
evitar aumentos na temperatura no interior da coluna que causam reducdo no
crescimento do microrganismo e consequentemente retardamento e reducéo da
atividade enzimatica.

GHILDYAL et al. (1991) observaram que apenas a aeragdo foi suficiente
para remover o calor e controlar a temperatura no meio de fermentacéo, o que ndo
ocorreu no presente trabalho, pois pela Figura 4.1.1 observa-se que mesmo com
aeracao e encamisamento da coluna, se dissipou o calor gerado pelo fungo e nem
reduziu a temperatura do meio a valores préximos a 28°C, que seria a temperatura
otima de crescimento do fungo em questdo. Mas também foi observado que a
temperatura de 31,2°C, n&o foi tdo prejudicial ao crescimento do fungo, ja que este

teve bom crescimento e rendimento na producéo de atividade enzimatica.

COSTA (1996) observou que a aeragéo forcada do meio de fermentacéo
para produc&o de amiloglicosidase, nao foi suficiente para resfriar o meio e manter
a temperatura em niveis considerados aceitaveis, onde entre 54 e 60 horas de

fermentacéo, a temperatura do leito elevou-se até 51°C, distanciando-se muito do

valor de 30°C, estabelecido coma &timo para o fungo Aspergilius niger.

4.2. Variacbes na temperatura do leito semi-s6lido com diferentes
densidades aparentes

Foram realizados varios ensaios de fermentacdo com densidades
aparentes diferentes (430 g/l, 522 g/L, 570 g/L, 665 g/l e 760 g/L). Para todos os
ensaios foram mantidas todas as condi¢cdes normais de fermenta¢do. Para o
controle da temperatura os meios foram aerados com ar saturado de 20 L/h &

temperatura de 28°C, agua a 28°C no encamisamento da coluna e umidade do
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meio de 55%. Em todos os ensaios as temperaturas foram monitoradas com
termopares distribuidos ao longo do reator como mostra o item 3.4.

As Figuras 4.1.2, 4.2.1, 4.2.2, 42.3, 4.2 4 mostram os perfis de temperatura
ao longo da fermentac@o enzimatica. Pode-se observar que as temperaturas ao
longo da fermentagdo foram maiores nos ensaios com densidades aparentes
maiores. O meio com menor dg, (430 g/l.) apresentou uma temperatura de 31,9°C
no centro da coluna e o meio com maior dap (760 g/L) temperatura de 36,2°C, um

aumento de 4,3°C.

A simples comparagao dessas figuras, mostra a importancia do sistema de
controle de temperatura, pois com a maior densidade aparente (d,,=760 g/L), ou a
maior compactagdo do meio, a aerag@o arrastava o meio de forma pistonada,
interrompendo assim a dissipacéo do calor metabdlico gerado.
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Figura 4.2.1. Perfis de temperatura das diversas alturas do leito semi-sélido
em func&o da densidade aparente do meio (d.p=522 g/L)
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Figura 4.2.2. Perfis de temperatura das diversas altura (h) do leito semi-
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Q

Tenperdural

Figura 4.2.4. Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do leito semi-
solido em funcéo da densidade aparente do meio (=760 g/L)

As maiores temperaturas em todos os meios de fermentacéo apresentaram-
se na altura central (h=144 mm) do reator e as menores na parede onde
mantiveram-se com pequenas alteracdes ao longo da fermentacio. Nas alturas de
70 mm e 210 mm as temperaturas apresentaram-se menores comparadas com as
temperaturas centrais.

GOWTHAMAN et al. (1993) estudaram o gradiente de temperatura e
concentragio de gas em fermentagio com reator de coluna (h= 345 mm e d=150
mm) e observaram que na altura de 33 mm a temperatura do meio atingiu 35°C e
nas alturas de 170 mm e 280 mm as temperaturas maximas foram de 45°C e
47°C, respectivamente. Concluiram que estes altos valores ocorreram devido a
alta atividade metabdlica do microrganismo e devido a ma transferéncia
convectiva do calor da parte inferior da coluna pelo ar ascendente. E no topo da
coluna as temperaturas sdo menores pois ocorre troca de calor com a corrente de

ar e ambiente.
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Foi observado por IKASARI et al. (1999) em FSS, quando utilizaram casca
de arroz para estudar o crescimento de Rhizopus oligosporus, que as variagdes de
temperatura afetaram o crescimento do microrganismo devido a perda de umidade
do substrato provocada pelas altas temperaturas.

COSTA (1996) estudou o perfil de temperatura em reator de coluna em
FSS, e observou grande acréscimo na temperatura apos 24 horas de fermentacdo
e entre 54 e 60 horas, a temperatura do leito no ponto acima do centro da coluna
elevou-se até 51°C, distanciando-se muito do valor de 30°C estabelecido como
étimo para o crescimento do Aspergillus niger. Como conseqténcia deste
afastamento da idealidade, o metabolismo do microrganismo foi prejudicado, e

rapidamente a temperatura decresceu para niveis em torno de 30 - 35°C.

STUART et al. (1929) observaram aumento de temperatura ao longo da
fermentacdo semi-sdlida na produg@o de proteina em reator de coluna, onde a
temperatura no meio com maior quantidade de substrato (3 Kg) foi de 35,5°C e
para 1,5 Kg de substrato de 33 4°C.

Segundo BELLON-MAUREL et al. (2003) o aumento da temperatura
causado pelo calor metabdlico do microrganismo em crescimento, pode atingir
cerca de 3000 Kcal/g de substrato no centro do reator. Durante o crescimento do
microrganismo a temperatura pode atingir cerca de 80°C causando diminuicdo da
umidade do substrato e conseguentemente a reducdo da atividade de agua e

transferéncia de nutrientes acarretando no crescimento do microrganismo.

Esse probiema talvez possa ser resolvido utilizando microrganismos
termofilicos. KALOUGERIS et al. (1999) concluiram que o aumento de
temperatura ao longo da fermentagdo semi-solida em reator horizontal para
producéo de enzimas de microrganismos termofilicos foi insignificante, onde o
crescimento deste manteve-se constante, comparado com f{rabalhos onde foi

utilizado microrganismos mesofilicos.

106



Capdulo- IV

4.3. Variagdes na temperatura do leito semi-sélido utilizando material
inerte no meio de fermentacao

Como discutido anteriormente no item 4.1, durante o processo de
fermentacao ocorre a liberago de calor devido a atividade metabdlica do fungo na
producdo enzimatica. Esse aumento de temperatura pode causar varios
problemas durante o processo fermentativo. O uso de materiais inertes no
substrato dissipam o calor metabdlico gerado durante o crescimento do
microrganismo, visto que esses materiais reduzem a compactacio do meio de
fermentag@o ao longo do processo, o que dificulta a passagem do ar saturado ao
longo da coluna.

Foram realizados ensaios de fermentacio com densidades aparentes de
430 g/L e 522 g/L utilizando como substrato bagaco de laranja (90%) e substrato
inerte bagaco de cana (10%). Para todos os ensaios foram mantidas todas as
condigbes normais de fermentag&@o. Para o conirole da temperatura os meios
foram aerados com ar saturado de 20 L/h a temperatura de 28°C, agua a 28°C no
encamisamento da coluna e umidade do meio de 55%. Em todos os ensaios as
temperaturas foram monitoradas com termopares distribuidos ao longo do reator

como mosira o item 3.4

As Figuras 4.1.2, 421, 43.1 e 4.3.2 mostram os perfis de temperatura ao
longo da fermentag&o enzimatica utilizando substratos com e sem material inerte
com densidades aparentes de 430 g/l. e 522 g/L.

Pode-se observar pelas figuras que as temperaturas ao longo da

fermentacdo para os ensaios utilizando substratos com ou sem material inerte,

foram proximas com maximas variagbes no centro da coluna de 0,7 °C para o

107



Capitido-IV

2204
357 m-h=0m ‘ﬁ*‘//:x?'u
310_ —8—h=T0m / /} -
4 ~h—h= 1 miceri) / ){.\
o L5 v he g /
e 1 -4 h=210m 4 \\
m =+ h=240mm / \l il‘+ ¢
_ =5 quﬁw/ / . NS
] o/ \\'{5/ \:“\
20 /,7;; + LR
RS .—/A’,—ﬂ-*/'“z ,’)‘A‘i . l \\
@ xol ';’;%'é (A \'”'\'/vbt
75k
20
| LA S SR B S B R R S S SRR N
0 T 4 a8 &© 10 13D 1w |9 90
Terrmo (hores)

Figura 4.3.1. Perfis de temperatura das diversas alturas do leito semi-sdlido

utilizando material inerte no substrato (ds,, = 430 g/L).
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Figura 4.3.2. Perfis de temperatura das diversas alturas do leito semi-sélido

utilizando material inerte no substrato (dy, = 522 g/L).
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substrato com dap = 430 g/l e 1,7°C para o substrato com dgp = 522 g/L. O meio
com dyp = 522 g/L utilizando material inerte obteve perfil de temperatura
semelhante ao meio com dy = 430 g/l sem substrato inerte, mostrando que o
material inerte contribuiu para a dissipacéo de calor gerado durante o processo
fermentativo, liberando passagens para o ar saturado que alimenta a coluna ao

longo do processo de fermentagéo.

As Figuras 4.3.3, 434, 435 e 4.3.6 mostram os valores de atividade
enzimatica para exo e endo-PG ao longo da fermentacdo com e sem material
inerte.

Pode-se observar pela figura 4.3.3 valores méaximos de atividade
enzimatica de exo-PG de 264 U/g no sexto dia de fermentac&o para o substrato
sem material inerte e 267 U/g no quinto dia de fermentacéo para o substratoc com
material inerte, ambos com da, = 430 g/L. Na figura 4.3.6 com da, = 522 gL
observa-se atividade maxima no sexto dia de fermentag&o de exo-PG de 256 U/g
para o substrato sem material inerte e 259 U/g para o substrato com material
inerte. Observa-se uma diferenca de 3U/g de atividade enzimatica de exo-PG nas
fermentagbes com e sem material inerte em ambas densidades aparentes (430 e
522 g/L).

A figura 4.3.5 mostra atividade enzimatica de endo-PG para os substratos
com e sem material inerte (dsp, = 430 g/L), onde observa-se maxima atividade de
738 U/g para 0 meio sem material inerte e 765 U/g para o meio com material
inerte, ambos no quinto dia de fermentacdo, uma diferenca de 27 U/g. Para o
meio com dgp = 522 g/l. (Figura 4.3.6), observa-se maxima atividade enzimatica de
endo-PG de 699 U/g no sétimo dia de fermentacdo para 0 meio sem material
inerte e 729 U/g no quinto dia de fermentagdo para o meio com material inerte,
mostrando uma diferenga de 30 U/g. Pode-se observar que a dissipacéo de calor
e a redugdo da temperatura no meio com material inerte contribuiu para o
aumento de 5% da atividade enzimatica de endo-PG.
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Figura 4.3.3. Atividade enzimatica de exo-PG dos meios de fermentacao
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Figura 4.3.4. Atividade enzimatica de exo-PG dos meios de fermentagéo

com e sem substrato inerte (dsp = 522g/L) (-W - sem substrato inerte; - ® - com
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OOIJKAAS et al. (2000) estudaram o uso de material inerte em FSS e
observaram que substratos naturais possuem fontes de carbono em sua estrutura
e que ao longo da fermentacdo o meio sdlido é degradado pelo microrganismo
resultando em mudancas nas caracteristicas e na geometria fisica do meio,
causando canais preferenciais e consequentemente reduzindo a umidade do
substrato e diminuindo a transferéncia de calor e massa. O uso de material inerte
ndo causaria mudancas na estrutura fisica do meio facilitando o controle durante a
fermentacdo, o que ndo foi observado neste trabalho, onde a diferenca de
temperatura e a dissipacdo do calor no interior da coluna nos meios com € sem
material inerte foram pequenas e ndo influenciaram significativamente nos vaiores
de atividade enzimatica.

Varios autores estudaram o uso de material inerte em FSS: uso de bagago
de cana para producdo de pectinases (ACUNA-ARGUELLES et al., 1994; SOLIS-
PEREIRA et al, 1996); casca de amoz para produgdo de amiloglicosidase
(COSTA, 1996) e espuma de poliuretano para produgéo de amilases (MURADO et
al., 1997).

5. Condutividade térmica do meio de fermentacao

A condutividade térmica foi determinada em meios ndo fermentados com
densidades aparentes diferentes (475, 570 e 760 g/L), variando a umidade dos
meios (50%, 55% e 60%), possibilitando assim estudar a influéncia exercida pela
densidade aparente e umidade do meio (item 3.3, capituio Hi). Foram
determinadas também as condutividades térmicas de meios fermentados com
densidades aparentes diferentes (475, 570 e 760 g/L) e umidade de 55% para
todos os meios. Os valores de condutividade térmica em relagdo a densidade
aparente dos meios ndo fermentados e variagbes de umidade estéo listadas na
Tabela 5.1 e os valores dos meios fermentados na Tabela 5.2.
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Peias Tabelas 5.1 e 5.2 pode-se observar um acréscimo da condutividade
térmica (K) com o aumento da dy; dos meios fermentados e nfo fermentados,
onde os valores de K para os meios fermentados foram maiocres, quando
comparados com 0s meios nas mesmas condi¢cbes ndo fermentados. Observa-se
também pela Tabela 5.1 que a elevagdo de K, com o aumento da umidade do
meio, ocorreu de maneira menos acentuada. COSTA (1996) observou os mesmos
resultados quando determinou a condutividade térmica de meios fermentados de
casca de arroz, variando também a dap e umidade.

Tabela 5.1. Condutividade térmica (K) em relacdo a densidade aparente
(dap) dos meios ndo fermentados e umidade.

Umidade (%) Densidade aparente (g/l.) | Condutividade térmica (w/im°C)
50 430 0,356
55 430 0,36
60 430 0,367
50 570 1,14
85 570 1,147
60 570 1,15
50 760 1,245
55 760 1,25
60 760 1,259

Tabela 5.2. Condutividade térmica (K) em relacdo a densidade aparente
(dap) dos meios fermentados.

Umidade {%) Densidade aparente (g/L) | Condutividade térmica (w/m°C)

55 430 0,58

55 570 1,16

55 760 1,19
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A condutividade térmica de materiais solidos varia de acordo com material,
temperatura e teor de umidade (PARK et al., 1899). No presente trabatho, como ja
citado anteriormente, a variagdo da condutividade térmica com aumento da
umidade nao foi significativa, observando que a variagdo ocofreu com 0 aumento
da densidade aparente do meio.

Na literatura ndo foram encontrados quaisquer estudos referentes a
condutividade térmica de meios semi-sélidos fermentados, exceto o trabalho de
COSTA (1998).

Varios autores correlacionaram a condutividade térmica de varios materiais
com o conteido de umidade: batata - MURR (1992) e LOPES FILHO (1988);
varios alimentos - SWEAT (1986); macéa - LOZANGC et al. (1979).

PARK et al. (1997) determinaram a condutividade térmica de mitho triturado
pelo método da sonda e observaram comportamento anisotropico durante a
determinagdo dos ensaios. Para particulas menores de milho triturado,
observaram aumento de K com o aumento da compactagdo e aumento da
umidade.

Para determinar a condutividade térmica de arroz em casca e trigo, PARK
et. al. (1999) utilizaram um equipamento com termopares de cobre-constanta
dispostos radialmente no interior do cilindro, conectados a uma unidade
registradora de dados acoplados a um microcomputador.

Foi estudado o efeito da temperatura e da umidade na condutividade
térmica de farinha de mitho e granulos de batata de diferentes densidades e foi
cbservade que a densidade para ¢ milho tinha pouca influéncia no valor final da
condutividade, sendo que os valores para granulos de batata mostraram maior
dependéncia com a densidade (HALLIDAY et. al. 1995).
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6. Determinacdo da massa de gas carbénico nas fermentagdes semi-
solidas

A determinacao da massa de gas carbdnico nas fermentagdes semi-sélidas
foi realizada nas colunas com dg, do meio de 430 g/l. e vazdo de ar de 20 /h. A
corrente de ar que alimentou cada coluna foi borbulhada em um frasco contendo
agua estéril, seguido por outro contendo KOH 33% p/p, pois o ar umidificado
inietado nas colunas teria que estar livre de gas carbonico. O ar de saida dos
fermentadores foi coletado ao longo da fermentagdo em uma solucdo de 250 mL
de hidréxido de sédio 1 N e as medidas de condutividade elétrica foram feitas de
12 em 12h através do condutivimetro ANALIZER 650. O método utilizado foi
baseado na mudanga de concentragdo da solucdo padréo de hidroxido de sédio,
devido a absor¢cdo do gas na saida dos fermentadores, segundo a relacéo
estequiométrica:

CO;+2NaOH ____ N&,COs + H,0

A medida da mudanga na condutividade elétrica da solugao permitiu
determinar a concentracdo do hidroxido de sédio em cada instante e, entao, a
quantidade de gas carbdnico produzido durante um dado periodo de crescimento,
uma vez que o ar de entrada era livre de CO».

A Figura 6.1 mostra os valores calculados de Mcoz em funcao do tempo de
fermentacdo, onde pode-se observar que ao longo da fermentagédo, com o
crescimento do microrganismo, a massa de gas carbdnico aumentou
significativamente até o sexto dia de fermentacio e, apds, os valores da massa de
gas carbdnico tornaram-se constantes indicando reducdo do crescimento dos
microrganismos, onde iniciou-se 0 processo de autdlise do micélio e
consequentemente reducao da massa de CO».
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Comparandc a massa de gas carbdnico com a atividade enzimatica nas
mesmas condigbes de fermentacdo (Figuras 4.1.1 e 4.1.2, capitulo ill), pode-se
observar que o crescimento celular, medidos em massa de gas carbdnico, foi
similar ao da atividade enzimatica, onde os maiores valores ocorreram no quinto e
sexto dia de fermentacdo indicando que a produg@o da enzima pectinase ocorre
de forma associada ao crescimento do F. italicum IZ 1584 mostrando assim o
término da fermentacdo. COSTA (1996), pesquisando o crescimento celular de
Aspergillus niger em farelo de arroz para a producgdo de amiloglicosidase em FSS,

observou também o crescimento do fungo associado a produgio enzimatica.
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Figura 6.1. Massa de CO; em funcéo do tempo de fermentacao.

Segundo RAIMBAULT et al. (1998) o consumo de oxigénio e producao de
CO. sado o resultado da respiragdo e do processo metabdlico aerébico dos
microrganismos, derivado da sua energia de crescimento. Esta atividade
metabolica esta diretamente associada com seu crescimento e pode ser utilizada
para estimar a sintese de biomassa. A atividade metabdlica em FSS & muito
importante para 0s estudos dos aspectos tedricos e praticos da medida de
crescimento e producgdo de biomassa pelos fungos. Varios autores reportaram
dados de experimentos de laboratdrios e ampliagdo de escala (RAIMBAULT,
1981; DESCHAMPS et al., 1982; BAJRACHARYA e MUDGETT, 1980).
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7. CONCLUSOES

O material inerte (bagaco de cana), quando a 10% (p/p) do substrato
utilizado a 10% (p/p) do substrato na fermentacdo semi-sdlida, mostrou-
se eficiente na dissipagdo do calor gerado pelo fungo ao longo do
processo fermentativo;

O crescimento celular, medido em massa de gas carbdnico ao longo do
processo fermentativo, teve perfil similar ao da atividade enzimatica,
indicando que a produgdo da enzima ocorre de forma associada ao
crescimento do P. italicum 1Z 1584;

O sistema de controle de temperatura testado, mostrou-se de exirema
importancia, pois quanto maior a densidade aparente do meio de
fermentacdo, maior é a temperatura gerada pelo calor metabdlico
liberado pelos microrganismos;

A condutividade térmica do meio de fermentacdo € funcao direta da
densidade aparente e da umidade do meio.
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CAPITULO V

SEPARAGAO E CARACTERIZAGAO FiSICO - QUIMICA DAS
PECTINASES PRODUZIDAS PELO FUNGO Penicillium
Htalicum 1Z 1584

118



Capilulo- V

1. INTRODUGAO

As enzimas pectinoliticas correspondem a um grupo de enzimas que atuam
sobre substancias pécticas através de reagbes de hidrélise e de trans-eliminacio,
provocando a despolimerizacdo das moléculas e através de reacles de
desesterificacdo, hidrolisando a ligagdo éster entre 0s grupos carboxila e metil das
pectinases (CECI e LOZANO, 1998).

Estas enzimas desempenham  importante papel nas industrias de
alimentos. As pectinases acidas geralmente sao produzidas por linhagens
fungicas e sdo utilizadas na extragdo, clarificacdo e estabilidade de sucos,
producdo de vinhos, maceragcdoc de vegetais, etc. As pectinases alcalinas,
geralmente, sao produzidas por linhagens de Bacillus e utilizadas na degomagem
de fibras naturais, extracao de dleos, fermentacédo de cha e café, etc (KASHYAP
et al., 2001).

As preparacdes comerciais de pectinases geralmente contém mistura de
poligalacturonase, pectinaesterase e pectinaliase, sendo esta Ultima, a Unica
enzima capaz de hidrolizar, sem acdo prévia de outras enzimas, pectinas
aftamente esterificadas, como a pectina de maca. Para aplicacdo destas enzimas
em alimentos, os materiais que possuem pH proximo a neutralidade precisam ser
acidificados, como ocorre na producdo de purés e pastas de vegetais. Na
extrac&o ou clarificagéo de sucos, no qual muitas frutas e derivados possuem pH
natural semelhantes ao 6timo de atuacdo da enzima, ndo ha necessidade de
correc&o do pH antes da sua aplicagdo (SILLEY, 1986; BRAVO et al., 2000).

Por outro lado, o processo de degradacéo da pectina presente no suco com
as enzimas disponiveis no mercado, resulta na descaracterizacdo do sabor da
fruta, pois esses complexos pectinoliticos, contendo poligacturonase e
pectinaesterase, promovem além da quebra da pectina, a sua desesterificacao,

ocorrendo volatinizagdo dos esteres responsaveis pelo sabor. O uso da mistura
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que contém pectinaesterase promove decréscimo da estabilidade do suco de fruta
pela precipitacdo dos derivados da pectina desesterificada com ions de calcio
presentes no suco e liberac&o de metanol. Se o processo for feito apenas com
pectinaliase, a formagéo de metanol ndo é detectada no suco (ALANA et al., 1989:;
ALANA et al., 1990; ISHIil e YOKOTSUKA, 1971).

Desse modo, as propriedades fisico-quimicas de uma enzima destinada a
industria € de fundamental importancia, uma vez que cada material processado
possul caracteristicas proprias, como pH, consisténcia, etc., e requer processg
adaptado ac mesmo. A purificacdo e caracterizacdo individuais das enzimas
facilita o conhecimento de suas especificidades pelos substratos, a estabilidade
destas perante a varios pHs e temperaturas de processamento. Durante varias
décadas o estudo da purificagéo de pectinases tem sido realizado por diversos
métodos, e a literatura mostra toda atencdo voltada para novas técnicas e
meétodos.

Cromatografia

Segundo ROBYT e WHITE (1990) a cromatografia € a separacdo de
substancias quimicas dividindo-se entre dois meios, onde uma fase é estacionaria
e a outra mdvel. A primeira pode ser um sélido ou um liguido e a segunda pode
ser um liguido ou gas. As substancias a serem separadas sdo distribuidas entre a
fase estacionaria € a movel. Diferentes substancias s&o distribuidas para

diferentes graus e sao deste modo separadas uma da outra.

A principal aplicagdo da cromatografia € na separacdo de misturas de
compostos para propdsitos analiticos e preparativos. O processo, tambem pode
servir na identificac&o, isolamento, purificacdo e quantificacdc de compostos
individuais. Estas aplicagbes, podem ser usadas na determinagcdo da

homogeneidade de substancias gquimicas, na determinacio da estrutura
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molecular, na determinagdo de produtos de reacdo e especificidade enzima-

substrato, e no monitoramento de processos e produtos quimicos e bioguimicos.

Precipitacao

A precipitac&o pode ser realizada principalmente por sais e por solventes
organicos. A precipitagdo de proteinas com sais depende principalmente, do
carater hidrofobico da proteina. A presenca de ions de sais na solugo aquosa de
proteinas diminui o poder de solvatacdo da proteina, assim, as areas hidrofdbicas
da proteina ficam expostas e interagem umas com as outras formando agregados
que se precipitam (ROBYT e WHITE, 1990). O uso de solugbes de altas
concentragOes salinas interfere na interagdo proteina-agua, que passa a interagir
com o sal, promovendo a precipitacdo da macromolécula protéica. Entdo, ocorre a
neutralizagdo das cargas da superficie da proteina pelo sal e pela diminuigdo
efetiva da concentracéo de agua (DEUTSCHER, 1990). O procedimento bésico
para esse tipo de precipitacdo envolve a dissolucdo do sal na solucdo contendo a
proteina ou pela adicdo de uma solucdo saturada de sal. A faixa de concentracéo
salina ou saturagéo a ser usada é alcangada experimentalmente para cada tipo de
proteina em estudo. O sal mais usado € o suifato de aménio, o qual apresenta alta
solubilidade em agua. Uma solug@o de sulfato de aménio € saturada a 4 M ou 528
g/l.. As vantagens para o uso do sulfato de ambnio sdo que o seu uso em alta
molaridade precipita a maioria das proteinas, o caior da solugdo é faciimente
dissipado, as solugbes concentradas previnem ou limitam o crescimento
bacteriano e quando o suifato de ambnio estéd em solucdo preserva as proteinas
da desnaturacéo (DEUTSCHER, 1990).

Dialise
A dialise € uma das técnicas mais antigas para remoc¢do de solutos de

baixo peso molecular ou para a troca de tampao (SCOPES, 1994; ROYER, 2000).
O método € baseado nas propriedades de uma membrana semipermeavel que
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separa a solucdo de proteinas do tampao de didlise. O processo de didlise é
dirigido peia difereng¢a de concentracio dos solutos dos dois lados da membrana.
Quando o equilibrio de concentragbes é atingido, a difusdo dos solutos fica a
mesma em ambas as diregbes (SCOPES, 1994).

As membranas de dialise estdo disponiveis em uma variedade de materiais
e de tamanhos de poros. Os materiais mais comuns s&o colodion, celofane e
celuiose. A dialise é mais usada para a remogdo de sais e de outras moléculas
pequenas de uma solugdo de macromoléculas. Durante a separagdo e purificagéo
de biomoléculas, pequenas moléculas s8o adicionadas para precipitar ou
dissolver, seletivamente a moiécula de interesse. Por exemplo, proteinas s&o
freqlentemente precipitadas pela adicdo de solventes organicos ou sais como
sulfato de sddio ou sulfato de amodnio. Como a presenga de substancias organicas
ou sais, geraimente interferem na purificacdo e caracterizagdo futuras da
molécula, eles devem ser removidos. A didlise € um método simples, barato e
efetivo para a remocdo total de moléculas pequenas, sejam elas ibnicas ou
anionicas. A didlise também pode ser utilizada para dissociar os cofatores de
proteinas tais como NAD, FAD e ions metalicos. A remocao dos fons metalicos é
facilitada pela adi¢do de um agente guelante, o EDTA, a solucdo a ser dialisada
(ROYER, 2000).

Cromatografia de gel filtragao

Segundo ALVES-PRADO (2002) a cromatografia de gel, algumas vezes
chamada de gel filiracgo, foi introduzida em 1958 com o uso de dextranas de
ligacdo cruzada como um material para desalinizagdo de macromoléculas e
afetando grupos de separacdo baseado nos pesos moleculares. A técnica tem
sustentado um método muito brando para purificagdo de enzimas,
polissacarideos, acidos nucleicos e proteinas. O método separa as molécula de

acordo com seu peso molecular.
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Neste tipo de cromatografia, as particulas do gel formam uma fase
estaciondria, a fase mdvel € a solucio de moiécuias a ser separadas e o solvente
de eluicdo, que mais freglientemente € a agua ou um tamp&o. Se as moléculas
forem grandes para os pores, elas nunca entram no gel e movem-se por fora do
leito do mesmo com o solvente de eluicdo. Portanto, moléculas maiores da
amostra movem-se mais rapidamente entre o leito do gel por serem eluidas em
primeiro lugar. As moléculas menores, as quais podem entrar nos poros do gel,
sao retardadas e movem-se mais lentamente no leito do gel. Portanto, na
cromatografia em gel, as moléculas sao eluidas em ordem decrescente de

tamanho molecular.

Os géis sdo relativamente inertes, constituidos de polimeros de ligagbes
cruzadas. Diferentes graus de ligagbes cruzadas originam diferentes tamanhos de
poros, diferentes malhas moleculares ou faixas de separacdo. Trés tipos de

polimeros s&o mais usados: dextrana, poliacrilamida e agarose.

A dextrana & um polissacarideo composto de residuos de glicose ligados
por ligacdes o-1,6 com ligacdes ramificadas do tipo a-1,3. Ela é sintetizada a partir
da sacarose por uma enzima produzida pela bactéria Leuconostoc mesenieroides
B-512F. As dextranas de ligacdo cruzada sdo comercialmente produzidas pela
Pharmacia Fine Chemicals Inc., (Uppsala, Suécia) e vendidas com o nome de
Sephadex. Os géis Sephadex estdo inciuidos na série G, onde o G-nimero se
referem a guantidade de agua adquirida quando as contas sdo hidratadas na
agua, apresentando diferentes graus de ligagdes cruzadas levando a diferentes
tamanhos de poros. Estes géis permitem que se tenha uma capacidade de
separar diferentes faixas de pesos moleculares e fem diferentes limites de
exclus@o molecular. O limite de exclusdo é o peso molecular do menor peptideo
ou proteina globular que n&o entrard no poro do gel. A Sephadex G-10, & a
dexirana com mais ligagbes cruzadas. Tem uma retencdo de agua de
aproximadamente 1 ml/g de gel seco e a Sephadex G-200, que € a dexirana com
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menos ligacbes cruzadas, tendo uma retencdo de agua de aproximadamente 20
mL/g de gel seco, no processo de hidratacéo.

Os géis de poliacrilamida sdo polimeros longos de acrilamida com ligagGes
cruzadas com N,N'-metileno-bisacrilamida. Os g@éis sao comercialmente
produzidos pela BioRad Laboratories, Richmond, Califérnia, como o Bio-Gel série
P. Como a Sepharose série G, os Bio-Géis diferem no grau de ligacdes cruzadas
e no tamanho do poro. Os Bio-Géis entretanto, tem uma ampla faixa dos
tamanhos de poros que estd disponivel na série Sephadex G.

A agarose € uma fracdo de polissacarideo neutro do agar, com poros de
tamanhos t30 grandes quanto ao da dextrana ou da poliacrilamida com ligagbes
cruzadas. Ela é composta de um polimero linear de D-galctopiranose unida por
figacdo B-1,4 ac 36-anidro-L-galactopirancse, a qual esta ligada por «-1,3.
Quando o polissacarideo é dissolvido em agua fervente e resfriado, ele forma um
ge! unido por pontes de hidrogénio inter e intra-moleculares. O tamanho dos poros
sd0 controlados pela concentragdo de agarose. Materiais de alto peso molecular,
tais como agregados de proteinas, DNA cromossomal, ribossomos, e células, tém
sido fracionados em geéis de agarose.

Como as separacbes através da cromatografia de gel filtracdo s&o
baseados nos diferentes tamanhos moleculares, ele pode ser usado tanto para
propositos preparativos como analiticos, sendo que, este ultmo, tém sido

especiaimente usado na determinag&o do peso molecular de proteinas.

A cromatografia de gel filtragdo sustenta um método rapido e brando de
remocado dos sais € outras pequenas moléculas a partir do peso molecular das
biomoléculas. A amostra contendo as biomoléculas e o sal € passada ao longo da
coluna de gel cujo limite de exclusdc estd abaixo do peso molecular das

biomoléculas. As biomoléculas, as quais ndo entram no gel, emergem no volume
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nulo da coluna, enquanto os sais entram na coluna e sio retardados e com isso
s$30 removidos.

Vérios autores utilizaram cromatografia de gel-filtracdo. COELHO et al.
(1995), purificaram a enzima poligalacturonase em cromatografia de gel-filtracdo
empacotada com o gel Sephadex G-100 (Pharmacia), previamente equilibrada
com tampaoc acetato de sdédio pH 4,4. BORIN et al. (1996), purificaram e
caracterizaram endo-PG de Penicillium frequentans em cromatografia de gel-
filtracdo DEAE-Sephacel, onde foram coletadas 4 fragcdes da enzima. SILVA
{2003) separou enzimas pectinases em gel Sephadex G-50 e observou 3 picos
diferentes para exo-PG e 4 picos diferentes para endo-PG e PL. PATHAK e
SANWAL (1998) tambem separaram fracdes de PGs, sendo uma fragdo de endo-
PG e as outras duas exo-PG.

125



Capidulo V

. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Separar as fragdes de pectinases produzidas pelo fungo Penicillium
italicum 1Z 1584, através de cromatografia em gel sephadex;

Caracterizar fisico-quimicamente a solucdo enzimatica bruta e as
fragbes das enzimas separadas por cromatografia;

Testar a especificidade das fragGes separadas em relacio ao substrato.
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3. MATERIAL e METODOS

3.1. Microrganismo e substrato para cultivo

O substrato utilizado, seu preparo e caracterizacdo esté descrito no item 3
do capitulo . O microrganismo utilizado foi o fungo Peniciflium italicum 1Z 1584

como descrito no item 3.5 do capitulo .

3.2. FSS em embalagens de polipropileno, extracdo das enzimas e

determinagao das atividades enzimaticas

O sistema de fermentacio semi-sdlida e a extracdo das enzimas foi
realizado como descrito nos itens 3.9 e 3.10 do capitulo ll. As atividades de

pectinases foram avaliadas conforme descrito ne item 3.11 do capitulo |,

3.3. Caracterizagdo fisico quimica das pectinases do extrato

enzimatico bruto

3.3.1. Caracterizagdo da exo-poligalacturonase e pectinaliase

3.3.1a. Determinagao do pH 6timo da enzima bruta

Foram usados tampGes acetato (pH 3,5 a 6,0), citrato-fosfato (pH 5,0 a 7,0),
tris-HCI (pH 7.0 a 8,5) e glicina-NaOH (pH 8,0 a 10,5), contendo pectina a 1%.
A mistura de reag&o constou de 0,5 mL de tampao e 0,5 mL de enzima , a qual
foi incubada por 30 minutos a 40°C. Os produtos da reacdo da exo-
poligalacturonase foram quantificados pelo método de SOMOGYI-NELSON
(1952) e os produtos liberados pela acdo da pectinaliase (uronideos
insaturados) foram quantificados pela leitura da absorbancia a 235 nm,
segundo o método de ALBERSHEIM (1966).
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3.3.1b. Determinag¢do da temperatura étima da enzima bruta

A mistura da reagfo contendo 0,5 mL de tamp&o determinado como 6timo
para a alividade das enzimas (com 1% de pectina) e 0,5 mL da solug&o
enzimatica, foi incubada em temperaturas de 35 a 65°C. O acucar redutor liberado
pela agdo da exo-poligalacturonase foi quantificado peloc método de SOMOGY!-
NELSON (1952) e o produto da acdo da pectinaliase, pelo metodo de
ALBERSHEIM (19686).

3.3.2. Caracterizacao da atividade de endo- poligalacturonase

3.3.2a. Efeito do pH sobre atividade de endo-PG

Foram testados os pHs 5, 6, 7, 8 e 8,5, seguindo-se o procedimento do item
3.3.1a

3.3.2b. Efeito da temperatura sobre a atividade de endo-PG

Foram testadas as temperatura de 35 a 65°C, com o0 mesmo procedimento

descrito no item 3.3.1b.

3.3.3. Estabilidade frente a variagoes de pH da enzima bruta

Foram utilizados 0,5 ml de tampdo Mcllvaine de pH 35 a 11,
acrescentando-se 0,5 mL da enzima e mantendo a mistura a 25°C por 24 horas
em temperatura determinada como 6tima e apés foi realizada a dosagem das

pectinases.
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3.3.4. Estabilidade frente a varia¢gdes de temperatura da enzima bruta

Foram incubados 2 mbL da enzima em temperaturas de 7 a 65°C por uma

hora em pH determinadc como otime e apds medindo-se a atividade residual.
3.4. Separagao das fragdes enzimaticas

A solucdo enzimatica bruta foi obtida a parlir da suspensa@o do material
fermentado, apos 6 dias de cultivo, em agua destilada numa proporgdo de 20 mL/g
de substrato fermentado. O extrato bruto resultante foi dialisado em contra
tampéo Tris-HCI 10 mM pH 6,5 por 24 horas e dosadas as atividades da PG (endo
e exo) e PL. Apds, 0 extrato dialisado foi congelado em N liquido e liofilizado até
uma concentracdo de 10% do volume inicial e ressuspendido em 10 mL de
tamp&o Tris-HCI 10 mM pH 6,5. Um ml dessa amostra foi retirada para dosagem
das atividades enzimaticas e 9 mbL foram aplicados na coluna de separacdo
cromatografica gel Sephadex G-75, equilibrada e eluida com o mesmo tampéo. As
fracOes foram coletadas em volumes de 6 mL/ minuto (vazao de 0,4 mL/ min) por
um periodoc de 48 horas (990 mL). Foram realizadas dosagem de atividade

enzimatica e proteina (método de Bradford) nas fracdes coletadas.
3.5. Caracterizagao fisico-quimica das fragSes enzimaticas

As fragbes das enzimas endo e exo-PG obtidas pelo processo de
separacdo cromatografica foram caracterizadas fisico-quimicamente como
descrito nos itens 3.3.1; 3.3.2; 3.3.3e3.3.4.

Para os testes de especificidade das enzimas foram seguidos 0s mesmos
procedimentos descritos no item 3.12 (capitulo 1), variando-se os substratos,
0s quais constaram de: pectina de citrus de baixa esterificacao (26%) e
altamente esterificada (86%), acido poligalacturdnico, pectina de maga obtidos

da Sigma, além da pectina comercial (Braspectina) de alta metoxilacio.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1, Caracterizagdo fisico-quimica das pectinases no exirato
enzimatico bruto

4.1.1. Determinagdo do pH e temperatura 6tima das enzimas exo
e endo-PG e pectinaliase

Foram realizados ensaios para a obtencdo das pectinases a serem
caracterizadas como descrito no item 3.3. Foi utilizada solugdo enzimatica bruta,
obtida apds 6 dias de fermentacdo, para determinacdo dos efeitos do pH e
temperatura sobre a atividade enzimatica. Os ensaios foram realizados em
duplicata.

As Figuras 4.1.1.1A, 4.1.1.1B e 4.1.1.1C mostram as atividades medidas
como fungdo do pH do substrato. Como pode ser observado, o pH dtimo de
atuacdo das enzimas foi 55 para exo-PG, 7,0 para endo-PG e 85 para
pectinaliase.

A Figura 4.1.1.1A mostra o efeito do pH sobre a atividade de exo-PG, na
qual observa-se maiores valores de atividade na faixa de pH entre 50 e 7,0. Em
pH 3,5 e em pH 8,5, a enzima ainda manteve 52% de sua atividade, em relacao
aquela no pH 6timo (6,0). Nos pHs acima de 9,0 n&o foi detectada atividade
enzimatica.

As exo-PG de origem fungica, geralmente apresentam pHs otimos de
atividade acidos ou levemente &acidos. O mesmo valor de pH otimo (5,5)
encontrado para exo-PG de P. italicum , foi encontrado por YAO et al. (1996) para
ex0-PG de P. expansum. BORIN et al. (1996) e PIETRO e RONCERO (1996)
encontraram pH Otimo de 4,0 para exo-PG produzidas por P. frequentans e
Fusanum oxysporum. ZENGH e SHETTY (2000) encontraram pH 6timo de exo-
PG produzida por Lentinus edodes de 5,0 e MARTINS (2003) pH étimo 4,5 para
exo-PG de thermoascus aurantiacus.
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Pela Figura 4.1.1.1B observa-se maior atividade de endo-PG na faixa de pH
entre 7,0 e 9,0, com pH &timo em 7,0 nos dois tampdes utilizados. O mesmo foi
observado por SOARES (1999), quando pesquisou o pH 6timo de endo-PG de
Bacillus sp e encontrou valores entre 6,5 e 7,0. Qutros pesquisadores encontraram
valores de pH &timo para endo-PG entre 4,0 e 47 e observaram que em pHs
maiores de 6,0 a enzima tornava-se inativa (BORIN et al., 1896).

A Figura 4.1.1.1C mostra que a atividade de pectinaliase foi maior na faixa
entre 8,0 e 9,5, e que a atividade dessa enzima néo foi detectada em pH acido
(3,5 a60) Em pH alcalino (10,0), apresentou cerca de 61% da atividade
observada em pH 6timo (8,5). Este dado € normalmente encontrade para outras
PL fungicas, segundo ACUNA-ARGUELES et al. (1995) que afirmam ficarem na
faixa de 7,5- 8,5. MARTINS et al. (2002) observaram que a PL produzida por
Thermoascus aurantiacus apresentou atividade na faixa entre 8,0 e 11,0, atingindo
a atividade maxima em 10,5- 11,0.

As Figuras 4.1.1.2A, 4.1.1.2B e 4.1.1.2C mostram a influéncia da
temperatura na atividade enzimatica de exo, endo- PG e pectinaliase.

De acordo com a Figura 4.1.1.2A observa-se que a atividade da enzima
exo-PG foi maior na faixa de temperatura entre 35 e 45°C. A 50°C apresentou

69% da atividade, em relacao a temperatura étima.

Através da Figura 4.1.1.2B, nota-se que a atividade de endo-PG foi maxima
na faixa entre 40 e 55°C, porém, na temperatura de 60°C, apresentou 80% de

sua atividade maxima.

Ja para a pectinaliase, a temperatura 6tima para a sua atividade foi 50°C. A

enzima ainda mostrou 75% da atividade a 65°C.
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SOARES et al. (2000) observaram, temperatura 6tima de 50°C e 55°C para
PG produzidos pelos fungos P pinophilum e Peniophora cinerea,
respectivamente. MARTINS (2003) encontrou valores de temperatura otima de
65°C para exo-PG e PL de Thermoascus aurantiacus. BORIN et al. (1998)
encontraram, para endo-PG de P. frequentans, temperatura otima de 50°C.
ZHENG e SHETTY (2000) observaram atividade otima de exo-PG, na
temperatura de 50°C e pH 5,0, em FS8S, utilizando como substrato residuos

agroindustriais e o fungo Lentinus edodes.

4.1.2. Determinagao da estabilidade das enzimas frentes a variagdes

de pH e temperatura

Apods a determinag@o do pH e temperatura 6timos de atividade de exo,
endo-PG e pectinaliase, foram feilos {estes para determinar-se a estabilidade
frente as variagbes de pH e temperatura, quando em auséncia de substrato. As
Figuras 4.1.2.1A, 41.21B e 4.1.2.1C, mostram a estabilidade das enzimas em
relacao ao pH.

Pode-se observar pela Figura 4.1.2.1A que a exo-PG mostrou-se estavel na
faixa de pH entre 5,0 e 7,0, apresentando 100% de sua atividade original no pH
6,0. A enzima, preservou mais de 60% de sua atividade maximaempH 45e 8,5.
Em pH abaixo de 4,5, mostrou ser menos estavel, com apenas 30% da atividade

comparada com a atividade inicial.

Com relac@o a enzima endo-PG (Figura 4.1.2.1B), pode-se observar que a
mesma mostrou-se estavel na faixa de pH entre 5,0 e 7,5, apresentando 100% de
sua atividade original em pH 6,0. Em pH 3,5 e 9,0 preservou mais de 50% de sua
atividade original.
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Ja para a enzima pectinaliase, observou-se estabilidade na faixa de pH
entre 6,0 e 7,0, com 100% de sua atividade original em pH 6,5. Em pH 3,5,
mostrou mais de 70% de sua atividade original e, na faixa de 7,5 e 11,0 preservou

mais de 80% dessa atividade.

MARTINS (2003) estudou a estabilidade de exo-PG e PL de Thermoascus
aurantiacus em fungdo do pH do meio. Para atividade de exo-PG, observou
estabilidade na faixa de 7,5 a 8,0, com 100% de sua atividade original e em pH
11,5, 60%. Nos valores entre 5,5 e 7,0, houve queda na atividade enzimatica. Para
enzima PL, observou estabilidade nos pHs entre 3,0- 40 e houve 55%
preservacao de 55% de sua atividade original em pH 11,0.

Na literatura s&o reportados alguns resultados préximos aos encontrados
neste trabalho: pH otimo de atividade entre 3,5 e 5,0 para endo-PG de P
frequentans (BORIN et al., 1996); pH entre 4,5 e 6,0 para exo e endo-PG de A.
niger ( ACUNA-ARGUELLES et al., 1995); pH 8,0 para pectinaliase de F. italicum
CECT 22941 (ALANA et al., 1990); pH entre 3,8 e 6,5 para endo-PG de Rhizopus
arrhizus e pH 5,2 para PL de A. fonsecaeus {(GUMMADI e PANDA, 2003).

As Figuras 4.1.22A, 41.2.2B e 4.1.2.2C mosiram a estabilidade das
pectinases em funcao da temperatura.

Observa-se pela Figura 4.1.2.2A que a enzima exo-PG manteve 100% da
sua atividade original apés 1 hora, a 45°C, embora tenha apresentado
estabilidade na faixa de temperatura entre 7 e 50°C, preservando 95% da sua
atividade original. Em temperatura acima de 50°C, houve perda de 40% da

estabilidade.

Para pectinaliase (Figura 4.1.2.2B), observou-se 100% de estabilidade na

faixa de temperatura entre 7 e 45°C. Na temperatura de 50°C, apresentou mais de
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60% de estabilidade frente & sua atividade original e na temperatura de 65°C,
30%.

A endo-PG (Figura 4.1.2.2C), apresentou 100% de estabilidade da sua
atividade original, na faixa de temperatura entre 40 e 45°C. Apresentou
estabilidade maior de 90%, em relacdo & sua atividade original, na faixa de
temperatura entre 7 e 35°C e na temperatura de 60°C, apresentou mais de 70% e
em 65°C, abaixo de 60%.

Foram encontradas na literatura, temperaturas 6timas de 50°C para
atividade de endo-PG e pectinaliase de P. frequentans e P italicum CECT 22941,
respectivamente (BORIN et al., 1996; ALANA et al., 1990). ZHENG e SHETTY
(2000) observaram que a enzima exo-PG produzida por Lentinus edodes mostrou-

se estavel até 50°C e, a 60°C, manteve cerca de 40% da atividade original.

Foi estudado por MARTINS (2003) a estabilidade das enzimas exo-PG e PL
frente a temperaturas, e este observou gue a enzima exo-PG manteve 100% da
sua atividade original, apds ser mantida por 1 hora até a temperatura de 50°C e
80%, a 60°C. A PL, manteve 100% da sua atividade original até 60°C e 91% na

temperatura de 70°C. A 80°C, observou-se manutencao de 22%.

A interacao do efeito entre pH e temperatura € um aspecto interessante que
pode mudar a estabilidade da enzima. Foi realizado um estudo visando a
avaliagao dos efeitos da combinagéo entre diferentes valores de pH e temperatura
na estabilidade de polimetilgalacturonase, PG e PL de A niger. O pH e
temperatura otimos para atividade de PMG foram 2,23 e 23°C, respectivamente.
Para PG, o pH foi 4,8 e temperatura 28°C e para PL, 3,9 e 29°C, respectivamente
(GUMMADI e PANDA, 2003).
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Figura 4.1.2.2. Estabilidade das atividades enzimaticas frente as variacbes

da temperatura:

A: estabilidade de Exo-PG (100% - 15,01 U/g)
B: estabilidade de endo-PG (100% - 74,2 U/g)
C: estabilidade de pectinaliase (100% - 6800 U/g)
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O estudo das caracteristicas fisico-quimicas das enzimas é de suma
importancia, pois cada enzima possui caracteristicas proprias, as quais
determinam sua aplicacdo em determinados produtos e processos.

As enzimas pectinases com caracteristicas acidas s&o utilizadas em
industrias processadoras de sucos, na preparacdo do suco comercial, na extracdo
de sucos (laranja, uva, macé, péra, etc), participando da clarificagdo e levando a
reducio da viscosidade de sucos concentrados (KASHYAP et al., 2001).

As enzimas com caracteristicas alcalinas s@o utilizadas no tratamento e
degomagem de fibras brutas vegetais (rami, juta, canhamo, linho, etc), na
extragéo de oleos (canola, palmeira, oliva, etc), na fermentacéo de cha e café, etc.
(KASHYAP et al., 2001).

As enzimas estudadas aqui, possuem caracteristicas Acida e alcaling,
indicando que as mesmas podem ser utilizadas em varios processos como citado
acima. A exo-PG possui estabilidade acima de 60%, em pH entre 4,5 e 8,5, a
endo-PG possui entre 4,0 e 8,5 e a pectinaliase entre 3,5 e 11,0, mostrando ser a
mais estavel em ampla faixa de pH. Esta ampla faixa de pH, permite o uso destas
enzimas na produgdo de diferentes tipos de sucos (acidos a neutros), onde por
despolimerizacdo quebram a pectina em suspenséo, aumentando a quantidade de
suco livre. Atuam também, no processo de clarificacdo e maceracgdo de vegetais.

Quanto & temperatura, a exo-PG apresentou estabilidade acima de 60% na
faixa entre 7 e 65°C, a endo-PG acima de 50% na faixa entre 7 e 55°C e a
pectinaliase acima de 60%, entre 7 e 65°C. Com esses dados, pode-se concluir
que essas enzimas possuem caracteristicas desejaveis para serem utilizadas em
processos industriais que requerem temperaturas de até 65°C. Para evitar
contaminag&o de sucos por leveduras, durante o processo de clarificacdo, evita-se
as temperaturas entre 15 e 54°C. O mesmo, deve ocorrer & temperatura de 15°C

por 12 horas ou a 54°C por 1-2 horas. Segundo LEA (1998) o ideal para os
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processos de clarificacdo enzimatica, seria o uso de temperaturas superiores a
54°C, pois acima desse valor, 0s sucos ja estariam recebendo tratamento térmico
(processo de pasteurizag&o), além de reduzirem a viscosidade. Segundo esta
mesma autora, altas temperaturas limitam o uso das enzimas, pois ndo € comum
encontrar pectinases com boa estabilidade em temperaturas superiores a 50°C, o

que foi confirmado neste trabalho.

4.2. Separagao das Enzimas

Foi realizado um ensaio de fermentagdo semi-sélida, para obtencdo da
solucdo enzimatica bruta a ser utilizada nos ensaios cromatogréficos em gel
Sephadex G-75.

Na Tabela 4.2.1 &€ mostrada a sintese do processc de separacao das
fracSes enzimaticas. Observa-se que a atividade da enzima bruta para exo-PG foi
de 13.2 U/ml. e para endo-PG, 36,8 U/ml.. Apds a didlise, ocorreu aumento da
atividade enzimatica de 13,5% para exo-PG e 8,2% para endo-PG. SILVA (2003)
também observou aumento da atividade enzimatica apds processo de dialise das
enzimas exo e endo-PG de P. viridicatum. Segundo este mesmo autor, isto
possivelmente ocorreu, devido a presenca de ions efou substancias inibidoras de
enzima os quais fora retirados no processo de dialise.

Durante o processo de liofilizacdo observou-se uma reducdo de 24,5% na
atividade de exo-PG e de 20,4% na de endo-PG. Essa reducdo pode ser
considerada insignificante comparada com os dados de SILVA et al. (2002) os
quais mostram reducdes de 69% para exo-PG e 48% para endo-PG.
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Tabela 4.2.1. Sintese do processo de separagdo das enzimas exo e endo-
PG em coluna Sephadex G-75 a partir da solucdo enzimatica bruta obtida apds
sexto dia de cultivo em fermentador de coluna, em meio semi-sdlido de bagaco de

laranja industrializado.

Vol. umL Uftotal Proteina Proteina Atividade Rendimento

{mL} U/mi fotal especifca %
(U/mL})

Enzima bruta Exo-PG 200 13.2 2640 259 5180 0.51 100
Endo-PG 36.9 7380 1.42 100
Dialise Exo-PG 150 15.25  2287.5 28.2 4230 0.54 86,65
Endo-PG 40.2 6030 1.42 81,71

Liofilizada Exo-PG 100 11.5 1150 234 2340 0.49 436
Endo-PG 32.0 3200 1.37 434
Aplicadosem  Exo-PG 10 49.5 495 127,2 25164 0,39 18,75
Sephadex G-75 Endo-PG 196,5 1965 1,55 25,6

* Ndo foi determinada atividade de PL, pois esta ndc foi detectada no extrato
enzimatico bruto

As Figuras 4.2.1A e 4.2.1B mostram a separacgao das fracOes enzimaticas
de endo e exo-PG em gel Sephadex G-75. As fragbes foram coletadas em
volumes de 6 mL a cada 15 min (fluxo de 0,4 mlL/min.) por um periodo de 48
horas. Foram observados 2 picos para enzima exo-PG e um pico para endo-PG.
Apéds a separacdo das enzimas, foram dosadas atividades das fragdes coletadas,
onde a atividade fotal da exo-PG foi de 49,5 U/ml. e 196,5 U/mL para endo-PG.
N&o foram detectadas fracdes de pectinaliase e estas também n&o foram
detectadas na solugo enzimatica bruta.

A separacao de fragbes exo-PG a partir do meio de culiura de Aspergillus
niger 3T5B, utilizando gel fitracdo cromatografica Sephadex G-100, levou a
obtencdo de apenas um pico da fracdo da enzima em questdo, conforme
demonstrado por COELHO et al. (1995).

SILVA (2002) estudou o processo de separagao das enzimas exo, endo-PG
e PL de Penicillium veriticatum RFC3 produzidas em embalagens de polipropileno
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utilizando como substrato farelo de trigo e bagago de laranja industrializado. No
processo de separacdo obteve trés picos diferentes para Exo-PG e quatro picos

de endo-PG e PL, utilizando filtragdo em gel Sephadex G-50.

A

Pogrmfuynt)

®

Froteira (ugfrl)

Figura 4.2.1. Separagéo das fracGes enzimaticas em coluna gel
(A): atividade de Exo-PG (- 0 -)
(B): atividade de Endo-PG (- @ -)
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4.3. Caracteriza¢ao Fisico-quimica das fragbes coletadas

As fracbes de exo e endo-PG coletadas durante a separacgdo foram

caracterizadas fisico-quimicamente.

As Figuras 4.3.1A e 43.1B mostram as atividades enzimaticas em funcgdo
do pH da mistura de reacdo. Pode-se observar pelas figuras, pH &timo (méximo)
de atuacgao 5,5 (tampé&o citrato-fosfato) para exo-PG e 7,0 (tampéo citrato-fosfato)
para endo-PG. Pode-se observar ainda, que a atividade enzimatica foi maior na
faixa de pH 5,0 e 6,5 com decréscimo até pH 10,5.

Nestas figuras, observa-se que a atividade de exo-PG foi maior na faixa de
pH entre 50 e 6,5 e decresceu cerca de 62% em pH 6,5 comparado com a
atividade maxima que ocorreu em pH 5,5 e continuou decrescendo até pH 10,5.
Para endo-PG, a atividade enzimatica foi maior na faixa de pH 6,0 e 70 e
atividade otima em pH 7.0 e apés esse pH decresceu apenas 20% até pH 8,0. Na

faixa de pH entre 5,0 e 6,0 o decréscimo foi maior, cerca de 50%.

Comparando esses valores com o exirato enzimatico bruto (Figuras
4.1.2.1A e B), pode-se observar, que a atividade de exo e endo-PG, sofreram
alteragbes nas faixas de pH. A atividade de exo-PG apresentou pequena
alterac&o, com maior atividade, na faixa de pH 5,0 e 7,0. Para endo-PG, a
atividade ocorreu em uma faixa maior de pH 7,0a 9,0.
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Figura 4.3.1. Efeito do pH sobre a atividade das enzimas (-M - acetato; - @
- citrato-fosfato; - A - tris-HCI; - ¥ - glicina -NaOH)
(A): Exo-PG
(B): Endo-PG

As Figuras 4.3.2A e 4.3.2B mostram a influéncia da temperatura na
atividade enzimatica de exo e endo-PG. A enzima exo-PG teve boa atividade na
faixa de temperatura de 7 a 55°C e temperatura 6tima de 40°C. Apds temperatura
de 55°C, a atividade enzimatica sofreu decréscimo de 34,3%. A endo-PG,
apresentou boa atividade na faixa de 45 a 55°C, com temperatura otima de 565°C.
A atividade decresceu cerca de 22% a de 60°C e 34,4%, para 65°C. Em

comparacéo ao extrato enzimatico bruto (Figuras 4.1.1.2A e B), a temperatura
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6tima para exo-PG foi a mesma (40°C), enquanto para endo-PG no extrato bruto

foi 50°C e purificada 55°C.
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Na literatura, s@o encontrados varios trabathos de autores que estudaram
as caracteristicas de fragbes de pectinases, obtendo temperaturas de 50 e 55°C
para fragbes de exo e endo-PG, respectivamente, de Aspergillus carbonarius
(DEVI e RAO,1996); temperatura de 50°C para endo-PG de Penicillium
frequentans (BORIN et. al.,1896); 60°C para exo- PG de Bacillus sp. (KAPOOR et
al.,, 2000); 50°C para endo-PG e PL e 40-60°C para exo-PG de Penicillium
veriticatum (SILVA, 2002).

As Figuras 4.3.3A e 4.3.3B, mostram a estabilidade das enzimas em
relacdo ao pH. Para exo-PG, pode-se observar que a atividade enzimatica foi
estavel na faixa de pH 5,0-8,0. Em pHs abaixo e acima desta faixa, fol preservado
menos de 50% de sua atividade maxima, observada em pH 6,5. Para endo-PG, a
atividade enzimatica mostrou-se estavel na faixa de pH de 5,5- 7,5, com maxima
estabilidade em pH 7,0. Em pH abaixo e acima dessa faixa, ainda apresentou
mais de 50% de estabilidade comparada com a original. Apenas em pH 3,5
apresentou baixa estabilidade, preservando apenas cerca de 43% da atividade

original.
SILVA (2003) observou otima estabilidade de exo-PG de P. virticatum

obtida em FSS a pH 8,0, e que esta enzima, ainda manteve 90% de estabilidade
comparada com a original na faixa de pH 5,02 8,0.
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(A): Exo-PG (100% - 10,3 U/ml).
(B): Endo-PG (100% - 27.3 Ufml)
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Figura 4.3.3. Estabilidade das enzima frente & variacées de pH (-l -
acetato; - ® - citrato-fosfato; - A - tris-HCI; - ¥ - glicina -NaOH)

As Figuras 4.3.4A e 4.3.4B mostram a estabilidade exo e endo-PG frente a
variagdes de temperatura. Nota-se que as enzimas exo e endo-PG mostraram-se
estaveis apds uma hora a temperatura de 40°C. A exo-PG apresentou estabilidade
acima de 50% na faixa de temperatura de 7-50°C, comparada com a atividade

original. Em temperatura de 55°C, a enzima néo apresentou atividade. A endo-PG
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apresentou estabilidade na faixa de 35 a 45°C, com oétima na temperatura de

40°C. A enzima manteve-se com mais de 50% de atividade na faixa de 35 a 50°C

e apos 50°C, com decréscimo acentuado em temperatura acima de 50°C.
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Figura 4.3.4. Estabilidade das enzimas frente as variagbes da temperatura
(A): Exo-PG (100% - 9,8 U/mL)
(B): Endo-PG (100% - 25,2 U/mL)

Pode-se observar, que as enzimas em estudo, no extrato enzimatico bruto

ou fracionadas, sofreram pequenas alteracdes na atividade enzimatica, em

relacdo ao pH e temperatura. Isto pode ter ocorrido, por hipotese, devido a
influgncia de substancias presentes no extrato enzimatico bruto. A estabilidade

das enzimas frente ao pH e temperatura, foram similares no extrato enzimatico

bruto e no fracionado.
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4.4. Especificidade pelo subsirato

As fragles enzimaticas foram ftestadas quanio 3 especificidade por
diferentes  substralos com graus diferentes de meloxilagio:  acido
poligalacturbnico, pectina de citrus de alta (92%) e de baixa (26%) metoxilacio e
pectina de magd, oblidas da Sigma, além da pectina comercial obtida pela

Braspectina.

Os resuliados obtidos (Figura 4.4.1) demonstram que a exo-PG quebra
preferencialmente a pectina comercial de alta esterificacdo 73% (Braspectina),
seguida pela peclina de alia esterificacio 82%, de maca, acido poligalacturénico e
por uitimo a de baixa metoxilag8o 26%. A endo-PG apresentou maior
especificidade pela pectina de maca, peclina comercial de alta metoxilacdo 73%
{(Braspeciina), pectina de aita metoxilacdo 92%, acido poligalacturbnico e por

Gltimo a pectina de baixa metoxilagdo 26%.

N R

]

Alvidatis db ep eerdo S

HHES

Figura 4.4.1. Agdc das pectinases sobre pectinas de diferentes graus de

metoxilacdo

Pode-se observar (Figura 4.4.1) que as enzimas exo e endo-PG tiveram
uma maior afinidade pela pectina comercial Braspectina. Esse faio pode ser
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explicado pela impureza da pectina comercial, onde esta pode apresentar oulros

polissacarideos como subsirato, acarretands em um aumenio da atividade.

Quanto aos oulros substratos em questdo, pode-se observar que as
enzimas hidrolizaram os substratos de alia metoxilagBo. Esta caracleristica ¢
confirmada por PILNIK & VORAGEN (1983), onde segundo esses aulores as
pectings de salta metoxilagde s8o os substratos preferidos das PGs por
apresentarem alta alividade enzimatica na presenca desias. Entretanto, segundo
ROMBOUTS e PILNIK (1978) a atividade de endo-PG diminui com o aumento do
grau de metoxilagBo do substrato. WHITAKER (1290) também observou que a
fracio endo-PG ndo possui alividade em substrato altamente metoxilado.

Cutros autorss sugerem gque © grau de meloxilacdo da cadeia de peclina
age como inibidor causando diminuic@o na atividade de PG (REXOVA-BENKOVA
et al, 1977).

A classificacgo das enzimas pectincliticas é feita de acordo com a sua
atuacdo sobre as substancias péclicas, dividindo-se em dois grupos principais:
aesterase e despolimerase e subdivididas conforme & especilicidade guanio ao
substrato preferencial {pectina, acido péctico ou oligalacturonate). Podem ser
classificadas  em polimetilgalacturonase (PMG), poligalacturonase  (PG),
polimeatilgalaciuronato liase (PMGL), poligalacturonate liase (PGL) (WHITAKER,
1990}

SHVA (2003) observou que as enzimas pectinases produzidas por F.
viriticatum atuavarm preferencialmente em cadeias esterificadas o gue sugeriu ser
uma enzima polimstiigalacturonase e ndoc uma poligalacturcnase. Os dados
obtidos neste trabalho indicam gue as enzimas aluaram em peclinas allaments

esterificadas o que sugere ser uma polimstigalaciuronase.
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5. CONCLUSOES

Na caraclerizacdo fisico-guimica do exirato enzimético bruto, as
pectinases exo e endo-PG e pectinaliase possuem pH 6timo de 5.5, 7.0
e 8.5, respectivamente, e temperatura dtima de 40°C para exo-PG e

50°C para endo-PG e pectinaliase:

O processo de separagdo das enzimas exo e endo-PG em coluna
Sephadex G-75, mostrou-se efetivo, com bons valores de rendimento
guando comparados com 0s valores do exirato enzimatico bruto (87%

para exo e 86,7% para endo-PG);

Na especificidade pelo substrato, pode-se observar a enzima em estudo

€ uma polimetilgalacturonase.
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CAPITULO VI

ESTUDO DA VIABILIDADE DO USO DA SOLUGCAO
ENZIMATICA BRUTA NO PROCESSAMENTO DE SUCOS:
APLICACAO DE PECTINASES NA EXTRAGAO DE SUCOS DE
FRUTAS E VEGETAIS E AVALIACAO DA PRESENGA DE
MICOTOXINAS NO MATERIAL FERMENTADO
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1. INTRODUGAOQ

As substancias pécticas séo classificadas em protopectina, &cido pectinico
e pectina de acordo com a cadeia. As protopectinas s&o substancias pécticas
insoluveis em agua e enconiradas nos tecidos de plantas em frutas verdes: os
acidos péclicos sdo galacturanas que contém quantidades despreziveis de
grupamentos metoxila enquanto que os &cidos pectinicos s&o galacturanas que
formam pectinatos que geralmente s&o sais acidos ou &cidos pectinicos que
possuem a propriedade de formar gel com aguicar e &cido; e a pectina &€ um nome
geneérico para uma mistura variada de componentes cujo acido péctico é o maior
deles (BE MILLER, 2001; KILARA, 1982; KASHYAP et al. 2001).

O termo “enzimas pectinoliticas”™ ou pectinases, designa as enzimas
capazes de degradar os poliuronideos das moléculas das substancias pécticas. A
classificagao das enzimas pectinoliticas € feita de acordo com a sua atuagéo
sobre essas substancias, dividindo-se em dois grupos principais: esterase e
despolimerase e subdivididas conforme a especificidade quanto ao substrato
preferencial (pectina, 4cido péctico ou oligogalacturonato) e segundo o padrio de
acao (endo-enzimas e exo-enzimas). Podem ser classificadas em
polimetilgalacturonase (PMG), poligalacturonase (PG), polimetilgalacturonato liase
(PMGL), poligalacturonato liase (PGL) (MACMILLAN e SHEIMAN, 1974
WHITAKER, 1990; KASHYAP et al., 2001).

As enzimas pectinases s&o muito utilizadas nas inddstrias de alimentos e
principalmente nas indlstrias processadoras de sucos e agem de formas
diferentes nos sucos de frutas e vegetais. Em sucos limpidos e brilhantes (mac3,
péra e uva), essas enzimas aumentam o rendimento do suco extraido durante a
prensagem e facilitam a filirago por promoverem a remocéo do material em
suspensdo. Em sucos com turbidez (laranja, ameixa, tomate e néctar), a

poligalacturonases degrada rapidamente o acido péctico formado, evitando, dessa
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forma, precipitacido e originando uma opacidade estavel (WHITAKER, 1984,
BRAVO et al., 2000; KASHYAP et al., 2001).

Dentre as frutas de clima temperado, a magd € considerada a mais
importante, 2 mais popular e a que tem melhor distribuigdo, sendo encontrada
durante o ano todo nos mais distantes povoados brasileiros. A producdo dessa
fruta, atualmente, ultrapassa as 600.000t métricas/ano e o Brasil j&a & auto-
suficiente com relagdo ao produto. Como acontece com as grandes producdes
agricolas, existe sempre um excedente de safra, que ndc é comercializado no
mercado "in natura" e a macga nao foge a regra. Tal excedente pode chegar a 20%
mais ou menos da produgao, constituindo-se, assim, em uma fonte para extracao
de suco (TOCCHINI et al , 1985).

Existem dois tipos de suco de maca: o turvo e o clarificado e ambos podem
ser simples ou concentrados. O suco clarificado é um produto bastante popular
em diversos paises e o processo de clarificacdo € feito basicamente, por meio da
aplicacdo de enzimas pectinoliticas, gue aceleram a despectinacao e liguefazem o
amido do suco. Estas podem ser aplicadas diretamente sobre a polpa extraida ou
mesmo sobre o suco turvo. O resultado, apds as etapas seguintes do processo
(centrifugacéo, filtragdo, etc.) € um suco claro, estavel e brilhante (TOCCHINI et
al., 1995).

A banana € a segunda fruta mais produzida no mundo. Segundo dados da
FAQO, d6rgao das Nacbes Unidas para agricultura e alimentagdo, a banana foi
cultivada em 124 paises e ocupou em 2002 uma area de 4,2 milhdes de hectares,
com uma producdo de 69,5 milhdes de toneladas. O Brasil é o terceiro maior
produtor com 6,3 milhdes de toneladas produzidas em 508 mil hectares (Agéncia
Brasil - Abr, 2003).

A banana é uma fruta muito apreciada pelo seu flavor e propriedades

nutricionais. O suco de banana & muito apreciado e o suco clarificado vem sendo
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alvo de estudo por muitos pesquisadores ( VIQUEZ et al., 1981; YU & WU, 1987;
PHEENTAVEERAT & ANPRUNG, 1993; CARDOSO et al., 1998. GOMES et al.,
2001; SILVA, 2003).

A cenoura € uma das hortaligas mais tradicionais consumidas no Brasil. Em
decorréncia do seu conteldo em carotendides totais, substancias com
propriedades antioxidantes e com acgo inibidora/preventiva contra algumas
doencas, a cenoura pode ser considerada como um dos alimentos do proximo
milénio. Sua producdo gira em torno de 30-35 toneladas de raizes comerciais por
hectare nas principais regides produtoras. O suco da cenoura é muito utilizado em
conjunto com sucos de frutas e como complemento em outros produtos como
iogurte.

As solucles enzimaticas aplicadas na industria de alimentos geralmente
constituem “preparados enzimaticos" com purificagdo apenas parcial. Assim,
podem conter toxinas produzidas durante a fermentacdo para a obtencéo das
enzimas. As micotoxinas s&o substéncias altamente téxicas e carcinogénicas que
se ingeridas em altas doses, podem causar intoxicagbes de evolucao rapida com
comprometimento de varios érgdos e quando ingeridas com doses mais baixas e
freqientes, causam indugdo de cancer, principalmente no figado, e a diminuigdo
da resisténcia de animais as doencas. Nesses Ultimos anos ha uma intensa
investigag&o no sentido de as detectar e prevenir.

Alguns fungos s@o capazes de produzir e liberar toxinas em produtos
agricolas, no campo, no armazenamento, durante o transporte, na fase de
industrializacio e em qualquer momento de fase de consumo. As principais
espécies de fungos toxigénicos, isto é com capacidade de produzir micotoxinas,
sao dos géneros Aspergillus, Peniciffium e Fusarium.

Segundo TANIWAKI e SILVA (1996), a producdo de micotoxinas depende
do crescimento fungico, portanto, pode ocorrer em qualquer época do cultivo,
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colheita ou estocagem dos alimentos. Contudo, nem todos os fungos produzem
toxinas. Por outro lado, as micotoxinas podem permanecer no alimento mesmo
depois que os fungos responsaveis tenham morrido. Os géneros de fungos mais
comumente associados com toxinas que ocorrem naturalmente sdo Aspergillus,
Penicillium e Fusarium.

E dificil ter uma visdo extensa da magnitude da contaminacgdo de alimentos
por micotoxinas, porque somente alguns tipos de micotoxinas tém sido implicados
em surtos de micotoxicoses. No caso das demais, existem apenas evidéncias
circunstanciais que ligam algumas delas com micotoxicoses em particular,
restando um numero significativo que é conhecido apenas a partir da producéo em
culturas de laboratdrio (COKER et al., 1984).

Espécies de fungos filamentosos s8o capazes de produzir uma grande
variedade de metabdlitos secundéarios como Brevianamidinas A e B (cuja funcdo é
desconhecida), o6leos, como Xantoviridicating, pigmentos como Viomelina,
Xantomegnina, Rubrosulfina e Vioxantina (POHLAND, 1977) e micotoxinas, como
ocratoxinas, aflatoxinas, patulinas, e outras, podem ser associados a uma grande
variedade de efeitos adversos em animais e humanos. Esses compostos ocorrem
no micélio desses microrganismos ou podem estar presentes nos esporos
(D'MELLO e MACDONALD, 1997).

A produc&o destas toxinas durante o crescimento de fungos esta relacionada
com o tempo, temperatura, umidade e extensao da infecgdo (SCOTT, 1989). A
infestacao de F. moniliforme em cultivares de milho e a producdo de Aflatoxina B1
estdo relacionadas com a atividade de agua, temperatura, relacdo 0./CO,, etc
(D'MELLO et al., 1997 ¢ RAMOS et al., 1998) assim como, com a capacidade do
fungo em produzir toxina (FARRAR e DAVIS, 1991). ABRAMSON et al. (1999),
mostraram a produgdo de micotoxinas por espécies como Affernaria alternata,
Aspergillus versicolor e Penicillium sp. em cevada, armazenadas em celeiros a 15
e 19% de umidade, correlacionando ainda esta producdo a uma série de fatores
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como temperatura, CO;, O, presenca de invertebrados, quantidade de inéculo,
germinacéo das sementes. As micotoxinas detectadas foram a ocratoxina A,
citrinina e esterigmatocistina. A produgo destas micotoxinas por Penicillium sp foi
maior a 19% de umidade ndo sendo produzida a 15%.

A produg&o de toxinas tambeém & afetada por fatores quimicos, como aditivos
quimicos (sorbato de potassio, metil parabeno, propionato de sédic e bissulfito de
sodio). Conforme descrito por TONG e DRAUGHON (1985), que estudaram os
efeitos desses aditivos alimentares na inibicdo da produgéo da OTA por linhagens
de P. viridicatum e A. sulphureous, o sorbato de potassio (0,134%) e o metil
parabeno (0,067%) em pH 4,5 e 5,5, inibiram a produgdo de toxina, porém, os
niveis utilizados excedem o permitido para o consumo humano. Plantas
medicinais da india, especies de canela, rosa, acafrdo, curcuma parecem inibir a
produc&o de toxinas (AZIZ et al., 1998).

Segundo TANIWAKI e SILVA (1996) as pincipais dificuldades que tém
impedido um conhecimento mais extensivo da ocorréncia de micotoxinas em
diferentes substratos de crescimento fungico, relacionam-se com os seguintes

fatos;

- as toxinas ocorrem em concentragdes muito baixas, o que dificulta a deteccao,
alem de n&o se dispor de métodos de deteccao para a maioria elas;

- De modo geral, quando os sintomas de micotoxicose comecam evidenciar-se,
os alimentos ou ragbes suspeitos ja foram descartados;

- Os sintomas geralmente ndo sdo especificos, como a redugdo no ganho de
peso e a menor eficiéncia na converséo do alimento, por exemplo;

- Os meédicos e veterindrios ndo sdo treinados ou familiarizados com os
sintomas de micotoxicoses;

- Finalmente, para agravar a confus@o em torno do assunto, tem-se observado

que algumas toxinas fungicas nunca foram implicadas em qualquer
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micotoxicose, ao mesmo tempo, algumas doengas s&0 suspeitas de ser de

origem micotdxica, porém, nenhuma toxina foi encontrada.

Micotoxinas produzidas pelas espécie de Penicillium ( TANIWAK] ¢ SILVA,
1896):

- acido penicilico: P. gurantiogriseum

- acido ciclopiazdnico: P. griseofulvum, P. commune, P. camembertii
- citreoviridina: P. citreonigrum

- citrinina: P. citrinum, P. expansum

- ocratoxina: P. verrucosum, P. veridicatum

- patulina: P. expansum, P. griseofulvum

- penitrem A: P. crustosum

- roquefortina C: P. chrysogenum, P. griseofulvum, P. oxalicum, P. roqueforti

De acordo com as reacgdes farmacologicas, as micotoxinas podem ser
classificadas nas seguintes categorias:

categorias Micotoxinas
carcinogénicas aflatoxinas, luteosquirinag, etc
mutagénicas aflatoxinas, 8 metoxipsoralen
hepatotdxicas Affatoxinas, ocratoxina A, rubratoxina
nefrotdxicas: ocratoxina A, citrinina
estrogénica: Zearalenona
neurotdxicas patulina, fuminisinas

Em 1893 a WHO - International Agency for Research on Cancer avaliou o

potencial carcinogénico de Aflatoxinas (AF), Ocratoxinas (OT), Tricotecenos,

Zealeronas (ZEN), Fumorizinas (F). As AF sao classificadas como carcinogénicas

em humanos (grupe 1) enquanto que as OT e F s&o classificadas como possiveis

carcinogénicos (grupo 2). Ja os Tricotecenos e ZEN nao sio classificados como
carcinogénicos em humanos (WHO-IARC, 1993a,b). As micotoxinas sé&o




Capdulo VI

categorizadas em fungdo de sua estrutura e modo de agdo, sendo que uma
mesma espeécie de fungo pode produzir varias micotoxinas ou varias espécies
diferentes de fungos podem produzir uma mesma micotoxina (D'MELLO, 1997),
com diferentes atuagbes em animais ruminantes de ndo-ruminantes (EATON et al.
1994).

Segundo D'MELLO (1997), o fungo Penicillium viridicatum tem como principal
micotoxina a ocratoxina A (OTA), que também é reportada em espécies de
Aspergillus e Fusarium. Essa substancia € quimicamente descrita como 3,4-
dihidrometilisocumarina, derivadas de uma ligagdo amida com um grupamento
amina da L-p-fenilalanina (COLE e COX, 2001). Estes compostos s&o conhecidos
por seus efeitos nefrotdxicos em aves, ratos, chegando a promover tumores em
humanos (HUSSEIN e BRASEL, 2001).Essa toxina foi primeiramente isolada em
Aspegillus ochraceus e depois apresentada como metabélito secundario em
espécies de Penicilfium, de regides de clima temperado (SMITH e ROSS, 1991).

Muitas espécies de P. viridicatum e P. verrucossum podem ser diferenciadas
em nivel de subespécie de acordo com a produgéo de OTA e patulina, visto que
dentro de uma mesma espécie, pode ndo haver producdo de determinada
micotoxina. Essa diferenga na produgio também foi observada como dependente
do diametro da coldnia e da sua coloragdo (PITT, 1987) e de meios seletivos com
antibidticos e antifungicos (FRISVAD, 1983).

As micotoxinas s&o muito resistentes, suportando até 200°C. Sua atividade
toxica persiste por um longo tempo nos alimentos, mesmo apds o
desaparecimento dos bolores que as originaram. A producéo de toxinas depende
de varios fatores como temperatura, umidade, ventilagdo e substrato de

crescimento.

Cerca de 30% das pesquisas realizadas no Brasil sobre micotoxinas foram
de ocorréncia em alimentos e ragdes. As aflatoxinas em amendoim e produtos de

159



Capulo VI

amendoim continuam sendo um problema alarmante, e a alta incidéncia e niveis
elevados de fumonisinas em mitho e produtos de milho. A ocorréncia de
micotoxinas em leite, laticinios e suco de macga precisam ser verificadas, pois ha
uma certa divergéncia nos resultados { RODRIGUEZ-AMAYA & SABINO, 2002).

Em fermentacdo semi-solida os subsiratos utilizados geralmente s&o
residuos e subprodutos agricolas que podem apresentar crescimento fungico e
consequentemente a producio de micotoxinas antes de serem submetidos ao
processo de fermentacdo. Como os microrganismos utilizados durante a
fermentacdo geralmente sao fungos para producdo de enzimas que seréo
utilizados em alimentos, tem que ser considerada uma investigacdo sobre a
presencga de micotoxinas para ndo causarem mal ao consumidor final.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a produgdo de Aflatoxinas e Ocratoxinas pelo fungo Penicillium
itaticum |Z 1584 durante o processo fermentativo para a obtencdo das

pectinases;

Avaliar a viabilidade do uso da enzima bruta na extrac&o do suco de

frutas e vegetais.
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3. MATERIAL e METODOS
3.1. Aplicacdo da enzima na extracao e clarificagdo de suco.

As solucgdes enzimaticas brutas, com perfil enzimatico conhecido (obtidas
como especificado no capitulo 1), foram aplicadas (3 mL) na extrag&o de sucos de
banana, maca e cenoura. Os frutos foram processados e uma aliquota teve o pH
corrigido para o 6timo da enzima. Amostras de 15 g, com pH natural da banana
(5,0), da maga (3,5) e cenoura (5,5) e corrigidos até o pH 6timo da enzima (5,5),
com tampéo Tris/HCI 0,5M, pH 8,0, foram mantidas a temperatura ambiente e a
50°C por periodos de 1 e 2 horas (Figura 3.2.1). O controle do processo ocorreu
pela adicdo de agua (3 mL) no lugar da solugdo enzimatica. O processo de
extragdo a vacuo ocorreu através do uso de uma prensa mecanica desenvolvida
no préprio laboratério. Os testes foram feitos em triplicatas e a analise de dados
ocorreu inicialimente pela analise da eficiéencia da enzima em relagdo & agua
através da ANOVA. O volume de suco extraido pela enzima foi analisado através
de um delineamento fatorial 2° completo (temperatura x pH x tempo de extracéo).
Os experimentos foram codificados agrupando-se temperatura + pH e tempo de
acao para 0 uso de enzima ou agua (controle) para extracdo do suco como mostra
a Tabela 3.1.
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Tabela 3.1.

Codificacéo dos dados para realizagdo dos experimentos de

extracao de sucos.

Cod. Descri¢gdo das condigdes do ensaio
AN1 Enzima, 25°C, pH natural, 1 hora
AN1C Agua, 25°C, pH natural, 1 hora
AN2 Enzima, 25°C, pH natural, 2 horas
AN2C Agua, 25°C, pH natural, 2 horas
ON1 Enzima, 50°C, pH natural, 1 hora
ON1C Agua, 50°C, pH natural, 1 hora
ONz Enzima, 50°C, pH natural, 2 horas
ON2C Agua, 50°, pH natural, 2 horas
AO1 Enzima, 25°C, pH 5,5, 1 hora
AQ1C Agua, 25°C, pH 5.5, 1 hora
AO2 Enzima, 25°C, pH 5,5, 2 horas
AO2C Agua, 25°C, pH 5,5, 2 horas
001 Enzima, 50°C, pH 5,5, 1 hora
001C Agua, 50°C, pH 5,5, 1 hora
002 Enzima, 50°C, pH 5,5, 2 horas
002C Agua, 50°C, pH 5,5, 2 horas
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3.2. Testes para quantificagdao de micotoxinas

Foram realizados testes para determinar a presenca de micotoxinas no
extrato enzimatico bruto produzido pelo fungo (P. ftalicum |Z 1584) utilizado na
producdo de pectinases que foram aplicados na extracdo dos sucos de frutas e
vegetal.

3.2.1 Quantificagdo de aflatoxinas

Para a presenca de aflatoxinas totais no meio fermentativo foram feitos
testes semi-quantitativos através do uso do kit répido de deteccdo AFLASCAN®
obtido da Rhone diagnosties, que se utiliza de colunas de imunoafinidade e

detectores de fluorescéncia para detectar a presenga da toxina.

Para o processo foram utilizados 50 g do material fermentado acrescido de
4 g de NaCl e 250 mL de metanol a 60%, agitado por 1 minuto a alta velocidade.
Apés agitacdo, o material foi diluido em 250 mL de agua destilada. Cerca de 50 a
100 mL do material foi filtrado e aplicade na coluna de imunoafinidade, numa
velocidade de eluigdo de 2 a 3 mL por minuto. A seguir a coluna foi lavada com 10
mL de agua destilada, sendo aplicado 1 mL de metanol para eluicdo do material
adsorvido (1 gota por segundo). O volume eluido foi coletado num tubo ao qual
adicionou-se 1 mL de dgua destilada e 1 mL de cloroférmio. Estes foram agitados
e novamente introduzidos na coluna de imunoafinidade, conectada a uma ponteira
indicadora de fluorescéncia. A presenca de aflatoxina foi quantificada pela leitura
da ponteira em luz UV 366 nm, comparando-se ao cartdo padrao fomecido pelo
kit. Foram feitos também os testes para o substrato esterilizado suspenso em
agua destilada para se detectar a preseng¢a da toxina neste, antes do indcuio do
fungo.
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Fruto e Legume
descascado,
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Figura 3.2.1. Fluxograma do processo de extragdo de suco (SILVA, 2003)
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3.2.2. Quantificagao de ocratoxinas totais

Para a quantificacio de ocratoxinas totais foi utilizado o Kit OCHRASCAN®
obtido da Rhone diagnosties. Para a extragéo da toxina foram utilizados 10 g do
material fermentado misturado a 200 mL de uma solucéo de bicarbonato de sbdio
a 1% e agitado por 2 minutos. O material foi fitrado e 20 mL foram aplicados na
coluna de imunoafinidade numa velocidade de 2 a 3 mL por minuto.
Posteriormente, a coluna foi lavada com uma solugdo de 20% de metanol (5
mbL/min). A toxina foi eluida da coluna com 1,5 mL de uma mistura de acido
acético: metanol (2:98 viv) e coletada em tubo teste. Ao volume coletado, foram
adicionados 6 mi. de tamp&o fosfato e 3 ml. de cloroférmio. A mistura foi agitada
vigorosamente e apGs separadas as fases, a porgdo superior foi descartada. O
restante do material foi aplicado na ponteira indicadora e, para identificagdo da
banda fluorescente, foi feita a leitura em lampada UV a 366 nm e comparada a
guantidade de toxina produzida com o cartdo de identificacdo fornecido. Foram
feitos também os testes para o substrato esterilizado para se detectar a presenga

da toxina antes do indculo do fungo.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Testes de Micotoxinas

Os testes para pesquisa de micotoxinas (aflatoxina e ocratoxina) foram
realizados no substrato (bagaco de laranja industrializado) nao fermentado e nos

substratos fermentados pelo fungo P. italicum 1Z 1584.

Foram detectados niveis de aflatoxina total de até 10 ppb (10 ug/Kg) e
niveis de 4 ppb (4 ug/Kg) para ocratoxina no substrato ndo fermentado que foram
utilizados como controles. O substrato fermentado utilizado para pesquisa de
micotoxinas foi obtido apds o sexto dia de fermentagéo, no qual foi obtido o maior
valor de atividade enzimatica e consequentemente, usada para a obtencido da
solugéo enzimatica bruta para aplicacg&o. Foram detectados niveis de até 10 ppb
(10 ug/Kg) e até 4 ppb (4ug/Kg) de aflatoxina e ocratoxina, respectivamente
{Tabela 4.1).

Pode-se observar pela Tabela 4.1 que os niveis de aflatoxina encontrados
nos substratos fermentado e nao fermentado nao foram diferentes, indicando que
o fungo em questdo ndo é um produtor de aflatoxina no substrato utilizado em
FSS. Os niveis de aflatoxina encontrados no substrato néo fermentado podem ter
sido produzidos por outros fungos produtores de aflatoxinas que se
desenvolveram no substrato antes dos experimentos, pois a falta de controle da
umidade e temperatura durante a estocagem e © clima tropical, favorecem a
proliferagcdo de fungos que crescem em condigdes favoraveis em grande
variedade de substratos (SANTOS, et al., 2001).

Quanto & ocratoxina, pode-se observar niveis até 10 ppb no substrato ndo

fermentado e uma reducdo de 60% da micotoxina no substrato fermentado

(Tabela 4.1). Durante o processo de fermentac@o, pode ter ocorrido degradacéo

167



Capiuio VT

Tabela 4.1. Niveis de aflatoxina e ocratoxina detectados no substrato

fermeniado e ndo fermentado.

Substrato Bagaco de laranja Bagago de laranja Tolerancia Tolerancia
(controle) {fermentado) segundo segundo
legislagcdo do Legislagdo de
(Brasil) (outros paises)
Afiatoxina
{ppb) <10 <10 30 5-50
Ocratoxina
{ppb) 10-20 < 4 - 25

dessas substancias pelo fungo em estudo, levando a redugfdoc dos niveis de
ocratoxina. Foi observado também por SILVA (2003) niveis de aflatoxina e
ocratoxina menores no substrato fermentado por P. veriticatum, em FSS, do que
aqueles detectados no substrato antes da fermentacdo. Outros pesquisadores
também observaram degradac&o de micotoxinas por algumas espécies fungicas,
com formacé&o de aminoacidos e de produtos com menos toxicidade (WOGAM,
1966; VARGA, 2000).

Comparando os valores encontrados nos dois substratos com os valores
permitidos pela legislacdo (Tabela 4.1), pode-se observar que a solugac
enzimatica obtida pelo cultivoe P ffalicum |Z 1584 em bagago de laranja
industrializado, pode ser utilizado em alimentos.

4.2. Uso das Enzimas na Extracgdo de sucos

Foi utilizada solucdo enzimatica bruta para extracéo de suco de banana,
macd e cenoura . Foram realizados ensaios variando-se o pH do material
macerado {pH natural e 5,5), a temperatura (ambiente e 50°C) e o tempo de
extracao (1 e 2 horas). Os experimentos foram organizados em esquema fatorial
2% completo como descrito na tabela 3.1.
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4.2.1. Extragdo do suco de banana

Para a extracdc do succ de banana, a fruta foi macerada e 15 g
misturados a 3 mL da solugdo enzimatica bruta ou agua (controle), com pH natural
{pH = 4,65) ou corrigido a 5,5. A andlise estatistica, através do teste F, mostrou
que houve diferengas significativas a 1% de probabilidade, para os efeito do bloco
e dos tratamentos, ou seja, houve variagdo significativa no volume de suco

extraido, em fungao do tratamento aplicado como mostra a tabela 4.2.1.

Tabela 4.2.1: Analise de variancia para volume extraido em fungéo do tratamento
aplicado no suco de banana.

Causas de Variacao G.L. s.Q. Q.M. F
Bloco 2 3.9404 1.9702 7.68*
(Tratamentos) 15 388.4015 25.8934 100.98"

Residuo 30 7.6929 0,2564 -

Total 47 400.0348 - -

NS interacéo nao significativa, ** Interacéc signficativa a 1% de probabilidade, * Interac3o significativa
a 5% de probabilidade.
O teste de Tukey mostrou que nos fratamentos nos quais foi utilizada a
solugdo enzimatica, houve maior extragdo do suco. A média geral do ensaio foi de
7,73 £ 0,72 U/mL de suco extraido como mostra Tabela 4.2.2.

A parlir desses dados, prosseguiu-se as andlises estatisticas
considerando apenas os tratamentos nos quais foi utilizada a solugdo enzimatica

bruta.

Os volumes do suco de banana extraidos com o uso da enzima foram
influenciados pelas condi¢cbes de temperatura, pH e tempo de extracdo a 1% de
probabilidade. A média de extracdo do ensaio foi de 10,14 + 0,92 mL, mostrados
na Tabela 4.2.3.
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Tabela 4.2.2: Teste de Tukey para as médias da extracdo do suco de banana

dentro dos tratamentos

Tratamentos A Média

Enzima, 50°C, pH 5,5, 2 h 2,7554 11,53%

Enzima, 25°C, pH 5,5, 2 h 2,7554 11,40*

Enzima, 50°C, pH 5,5, 1h 2.7554 10,404

Enzima, 50°C, pH NATURAL (4,65), 2 h 2,7554 10,534

Enzima, 25°C, pH NATURAL (4,65), 2 h 2,7554 10,334
Enzima, 25°C, pH 5,5, 1 h 2,7554 9,70*
Enzima, 50°C, pH NATURAL (4,65), 1 h 2,7554 g6”"
Enzima, 25°C, pH NATURAL {4,65), 1h 2,7554 7.66%
Agua, 25°C, pH NATURAL (4,85), 1 h 2,7554 6,80°
Agua, 50°C, pH 5,5, 2 h 2,7554 6,80°

Agua, 50°C, pH NATURAL (4,65), 2 h 2,7554 6,00°
Agua, 25°C, pH 5,5, 2 h 2,7554 520"

Agua, 25°C, pH NATURAL (4,65), 2 h 2,7554 5,008
Agua, 25°C, pH 5,5, 1 h 27554 4.80°

Agua, 50°C, pH NATURAL (4.65), 1 h 2,7554 4,40°
Agua, 50°C, pH 5,5, 1h 2,7554 3,50°

| _etras iguais = ndo ha diferenca significativa

Letras diferentes = diferenga significativa

O teste de Tukey aplicado dentro de cada fator, indicou que ndo houve

diferenca significativa nas condi¢cbes otimas para as atividades de exo e endo-PG

para as temperaturas de 50 e 25°C e pH 5,5 e natural (5,0), respectivamente

(Tabela 4.2.4).
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Tabela 4.2.3: Andlise de variancia da extracdo do suco de banana utilizando a
solugdo enzimatica bruta em diferentes condiges de pH,
temperatura e tempo de extracio.

Causas de Variacdo G.L. S.Q. QM. F
Temperatura (T) 1 16.5004 16.5004 23.0105
pH (p) 1 6.1004 6.1004 850737
Tempo Acdo (1) 1 3.3004 3.3004 46026~
Fator T x p 1 1.3537 1.3537 1.8879™
Fator T x t 1 0.3038 0.3038 0.4236™
Fatorp x t 1 3.1537 3.1537 4.3980°
Fator Txpxt 1 1.0837 1.0837 1.513N®
{Tratamentos) 7 31.7962 - 45423 -
Residuo 16 11.4733 0.7171 -
Total 23 43.2695 - -

NS Interacdo n@o significativa, ** Interacdc signficativa @ 1% de probabilidade, * Interacao
significativa & 5% de probabilidade.

Tabela 4.2.4: Teste de Tukey para as médias dos ensaios de extracdo de suco de
banana com o uso das enzimas dentre os diferentes tratamentos.

Temperatura (°C) pH Tempo agdo (h) A
50 (12,93)" 55(13,16)" 2 (12,95)% 0,9986
25 (12,42 Natural (12,20) " 1(12,40)* 0,9986

Letras iguais = ndo ha diferencga significativa
Letras diferentes = diferenga significativa

4.3. Extracao de Suco de Macga

Para a extracdo do suco de macgd, foram aplicados os mesmos
tratamentos descritos para o ensaio anterior. A andlise de variancia indicou a
eficiéncia da solugdo enzimatica, em relacio ao controle, para a extracdo do suco.
O teste F mostrou que houve uma variago significativa de probabilidade na
eficiéncia de extracdo dentro dos blocos e dentre os tratamentos ocorreu interacio
significativa de 1%, como mostra a Tabela 4.3.1.
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Tabela 4.3.1. Analise de variancia para volume extraido em fungéo do tratamento

aplicado no suco de maca

Causas de Variacédo G.L. S.Q QM. F
Bloco 2 0.1838 0.0919 0.04™
(Tratamentos) 15 228.9448 15.2630 6.51"

Residuo 30 70.3296 2.3443 -

Total 47 229.4581 - -

NS Interagao n&o significativa, ** Interagao signficativa a 1% de probabilidade, * Interagao significativa

a 5% de probabilidade.

O teste de Tukey mostrou que os maiores volumes médios de suco extraido

foram obtidos quando a enzima estava presente no tratamento aplicado,

principalmente nas condigdes otimizadas. A média geral do ensaio foi de 10,70%

0,87 mL de suco extraido ( tabela 4.3.2).

Tabela 4.3.2. Teste de Tukey para as médias da extragdo do suco de magca dentro

dos tratamentos

Tratamentos A Média
Enzima, 50°C, pH 5,5, 2 h 2,6493 14,00"
Enzima, 25°C, pH 5,5, 2 h 2.6493 14,004
Enzima, 50°C, pH NATURAL (3,5), 2 h 2,6493 13.00 %8
Enzima, 50°C, pH 5,5, 1 h 2,6493 12,8378
Enzima, 50°C, pH NATURAL (3,5), 1h 2,6493 12.0075¢
Agua, 50°C, Ph NATURAL (3,5), 2 h 2,6493 11,834
Agua, 50°C, pH 5,5, 1 h 2,6493 11,5078
Enzima, 25°C, pH NATURAL, 2 h 2,6493 11,33 8¢
Enzima, 25°C, pH 5,5, 1 h 2,6493 11.00%°
Agua, 25°C, pH 5,5, 2 h 2,6493 10,33%8¢0
Agua, 50°C, pH NATURAL, 1 h 2,6493 10,00°8<0
Agua, 50°C, pH 5,5, 2 h 2,6493 9,005<P
Enzima, 25°C, pH NATURAL, 1 h 2,6493 9,00%P
Agua, 25°C, pH NATURAL (3,5), 2 h 26493 8,00°°
Agua, 25°C, pH NATURAL (3,5), 1 h 2,6493 8,00°°
Agua, 25°C, pH 5,5, 1h 2,6493 6,2667°

Letras iguais = n&o ha diferenca significativa
Letras diferentes = diferenca significativa
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A aplicagdo da analise de variancia somente para os tratamentos nos guais
foi utilizada a enzima indicou, efeitos significativos (ao nivel de 1%), do fatorpH e
para o fator temperatura (5% de probabilidade). Para o tempo de extracdo nao
houve interac&o significativa. A média de exiracio do ensaio foi de 12,145 + 1,37
mL (Tabela 4.3.3).

Tabela 4.3.3. Analise de variancia da extracdo do suco de macgd utilizando a
solugdo enzimatica bruta em diferentes condigdes de pH,
temperatura e tempo de extracio

Causas de Variagdo G.L. S.Q. Q.M. F
Temperatura (T) 1 7.5938 7.5938 4 4724
pH (p) 1 15.8438 15.8438 9.3313"
Tempo Agéo (t) 1 1.2604 1.2604 0.7423"°
Fator Tx p 1 2.3437 2.3437 1,3804 N
Fator Txt 1 55104 5.5104 3.2454 N
Fator p x t 1 0.5104 0.5104 0,3008 M
Fator Txpxt 1 1.7604 1.7604 1.0368"°
(Tratamentos) 7 34,8229 49747 -
Residuc 16 27.1667 1.6979 -
Total 23 61.9896 - -

NS Interacdo ndo significativa, ** interagdo signficativa a 1% de probabilidade, *
interacio significativa a 5% de probabilidade.

Os testes de Tukey para os tratamentos em separado revelaram
contrastes significativos entre as médias sendo observado que as condigbes
otimas para as atividades das PGs levaram a maiores volumes de suco extraidos
(Tabela 4.3.4).
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Tabela 4.3.4. Teste de Tukey para as médias dos ensaios de extragdo de suco de
maca com ¢ uso das enzimas dentre os diferentes tratamentos

Temperatura (°C) pH Tempo agéao (h}) A
50 (12,66)" 5,5 (12,58)" 2 (12,67)% 1,1566
25 (10,95)® Natural (11,00)® 1 (10,91)® 1,1566

Letras iguais = ndo ha diferenca significativa
Letras diferentes = diferenca significativa

4.4. Extragdo de Suco de Cenoura

Para a extracdo do suco de cenoura 0s mesmos procedimentos descritos
anteriormente, foram seguidos. A andlise de variancia, realizada para a
comparacdo entre 0 uso da enzima ou de agua nos tratamentos, mostrou uma
diferenca significativa a 1% de probabilidade entre os mesmos e ndo apresentou

interagao significativa nos blocos, como mostra Tabela 4.4.1.

Tabela 4.4.1. Analise de variancia para volume extraido em funcéo do tratamento
aplicado no suco de cenoura

Causas de Variagédo G.L. S.Q. QM. F
Bloco 2 1.5775 0.7887 1.27%
(Tratamentos) 15 35.2396 50342 8.135~

Residuo 30 8.6692 0,6192 -

Total 47 45.4862 - -

NS Interagdo ndo significativa, ** interag@o signficativa a8 1% de probabilidade, * Interacéo
significativa a 5% de probabilidade.

O teste de Tukey, aplicado para os tratamentos, mostrou que ndo houve
diferencas significativas entre os volumes medios de suco extraidc nas diferentes
condicbes, porém nota-se que as maiores meédias foram obtidas na presenca da
enzima e nas condicdes 6timas para a agdo da mesma. A média geral do ensaio
foi de 8,04 + 0,77 U/mL de suco extraido (Tabela 4.4.2).
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Tabela 4.4.2. Teste de Tukey para as médias da extracdo do suco de cenoura

dentro dos tratamentos

Tratamentos A Média

Enzima, 50°C, pH NATURAL , 1h 2,34 9,164
Enzima, 50°C, pH 5,5, 1h 2,34 916"
Agua, 50°C, pH NATURAL, 2h 2,34 9,034
Agua, 50°C, pH 5,5, 2h 2,34 9,004
Enzima, 50°C, pH NATURAL, 2h 2,34 9,004
Enzima, 50°C, pH 5,5, 2h 2,34 9,004
Enzima, 25°C, pH 5.5, 1h 2,34 8,334
Agua, 50°C, pH NATURAL, 1h 2,34 8,00*
Agua, 50°C, pH 5,5, 1h 2,34 8,004
Enzima, 25°C, pH NATURAL, 1h 2,34 8,00"
Agua, 25°C, pH NATURAL, 1h 2,34 7,004
Agua, 25°C, pH NATURAL, 2h 2,34 7.00%
Agua, 25°C, pH 5,5, 2h 2,34 7,004
Enzima, 25°C, pH NATURAL, 2h 2,34 7,004
Enzima, 25°C, pH 5,5, 2h 2,34 7,004
Agua, 25°C, pH 5,5, 1h 2,34 6,964

Letras iguais = ndo ha diferenca significativa
Letras diferentes = diferenca significativa

Quando analisados somente os tratamentos na presenca da enzima, os

volumes de suco de cenoura extraidos apresentaram diferencas significativas, a

1% de probabilidade, apenas para o fator temperatura, segundo a andlise de

variancia. Os demais fatores n2o foram capazes de promover um efeito

significativo durante o processo de extracdo de sucos. A média de extracéo do

ensaio foi de 8,20 £ 1,12 mL (Tabela 4.4.3).
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Tabela 4.4.3. Andlise de variancia da extragdo do suco de cenoura utilizando a
solugdo enzimatica bruta em diferentes condigbes de pH,
temperatura e tempo de extracao

Causas de Variacdo G.L 5.Q. Q.M. F
Temperatura (T) 1 15,0417 15,0417 11,837
pH (p) 1 0,0000 0,0000 0,00Ns
Tempo Acao (t) 1 2,0417 2,0417 160N
Fator T x p 1 0,0000 0,0000 0,00M8
Fator T x t 1 1,0417 1,0417 0,81M
Fator p x t 1 0,0000 0,0000 0,00™
Fator Tx p xt 1 0,0000 0,0000 0,00™
(Tratamentos) 7 18,1250 2,5893 -
Residuo 16 20,3333 1,2708 -
Total 23 38,4583 - -

NS Interagdo ndo significativa, ** Interagio signficativa a 1% de probabilidade, * Interacio
significativa a 5% de probabilidade.

Foi realizado o teste de Tukey para os tratamentos com a presenca da
enzima que revelou uma diferenca significativa de médias apenas para a
temperatura, com maior volume extraido a 50°C. N&o houve diferenga significativa
para o fator pH, o que j& era esperado visto que o pH da cenoura (5,0) foi muito
proximo ao pH étimo da enzima. Também n&o foi detectado diferenca significativa
para o fator tempo de acéo enziméatica (de extrag@o) (Tabela 4.4.4).

Tabela 4.4.4. Analise de variancia da extragdo do suco de cenoura utilizando a
' solucdo enzimatica bruta em diferentes condicdes de pH,
temperatura e tempo de extracio

Temperatura (°C) pH Tempo acgao {h) A
50 (9,08)" Natural (8,29)" 1(8,58)" 0,9763
25 (7,508 5,5 (8,29)4 2 (8,0004 0,9763

Letras iguais = ndo ha diferencga significativa
Letras diferentes = diferenca significativa
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Na extragdo do suco de banana com extrato enzimatico obteve-se um
rendimento de 77%. Este rendimento foi acompanhado da diminuigdo da
viscosidade, o que é um fator muito importante, pois a alta viscosidade em sucos
ndo € desejavel por dificultar a exirac@o e filtracdo acarretando no aumento do
tempo de processamento, gasto com energia para aquecimento, prensagem e
centrifugacgdo. Esta reducio na viscosidade também foi observado por CARDOSO
et al. (1998) quando utilizaram a enzima comercial Clarex de origem fungica
(Aspergiflus) que normaimente € empregada no processamento de frutas e
vegetais em purés de banana. Os autores obtiveram vaiores de rendimento de
61,1%, cerca de 16% menor que o rendimento obtido neste trabalho.

A extragdo do suco de macgd apresentou rendimento de 93% quando foi
utilizada a solucdo enzimatica, valor considerado bom se comparado com os
valores obtidos por GOMES et al. (2001) e IEMBO (2000) que foi de 10%. SINGH
et al. (1999) utilizaram pectinases de A. carbonarius e A. niger na exitragéo de
suco de magca e obtiveram 81 e 75% de eficiéncia, respectivamente.

CARRIN et al. (2001) utilizaram as enzimas pectinase/amilase co-
imobilizadas na clarificacdo de suco de macgas obtendo aumento de 35% no fluxo
continuo da ultrafiltragdo comparado com a enzima comercial.

Na extragdo do suco de cencura foi observado 60% de rendimento. Durante
0 processo de extragdo do suco da banana, magd e cenoura pode-se observar
gue o rendimento do suco de magé foi maior, cerca de 25% em relac@o a banana
e 27,8% em relagao a cenoura. A magé possui uma quantidade maior de pectina
em sua composicao (0,5 a 1,6%) em relacdo a banana e a cenoura. A quantidade
de pectina existente nos vegetais, &€ um fator importante na extracaoc do suco, pois
a enzima vai atuar na cadeia de pectina, rompendo as células e liberando o suco
livre. Sendo assim, o vegetal com maior quantidade de pectina na sua estrutura, é

0 que apresentara maior quantidade de suco extraido.

177



Capitudo- VT

Comparando esse resultado com SILVA (2003) e SOARES et al. (2001) que
utilizaram um "pool" de enzimas para extracdo de suco de banana, maci e
cenoura, obtidas por Peniciflium viridicatum e varias linhagens de Bacillus,
respectivamente, o primeiro obteve resultados muito proximos aos resultados
obtidos neste trabalho e o segundo obteve rendimento 50% menor para a extragdo
do suco de cenoura e para 0 de banana os valores foram muito proximos.

Para extracdo de sucos de vegetais, a variedade e 0 ponto de maturagio
s30 importantes para se obter 6timos resultados. A dosagem da enzima vai
depender da temperatura utilizada e do tempo de maceragdo. Os vegetais
utilizados neste trabalho apresentaram ponto de maturac@o, pH e temperatura
adequados para o processamento do suco, visto que as enzimas comerciais
atuam em pH de 3,0 a 5,0 e temperaturas de 5 a 55°C.
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5. CONCLUSOES

Os niveis de aflatoxinas e ocratoxina encontrados no substrato
fermentado e n&o fermentado indicaram gue o fungo em estudo nao é
produtor de micotoxinas e os niveis das mesmas, nas solugbes
enzimaticas obtidas, estéo dentro dos limites aceitaveis pela legislaco

brasileira e intemacional;

Na extracao de sucos, a andlise estatistica, através do teste de Tukey,
mostrou que os volumes de suco de banana extraidos com o uso da
enzima, sob condicbes de pH, temperatura e tempo de extracdo, foram
influenciados por estas condiges, a 1% de probabilidade. Para o suco
de maca, os maiores volumes médios de suco extraido foram obtidos
quando a enzima estava presente no tratamento aplicado,
principalmente nas condigdes otimizadas e para o suco de cenoura, nio
houve diferengas significativa entre os volumes médios de suco extraido

nas diferentes condicdes.
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Vil. CONCLUSOES FINAIS

- A producé@o de pectinases em embalagens de polipropilenc utilizando
como substrato bagaco de laranja industriglizado, foi de extrema
importancia para que as outras etapas deste trabalho pudessem ser

realizadas;

- O melhor meétodo para extragdc do extrato enzimatico foi com o tempo
de 60 minutos de agitacdo com o solvente tampao tris-HCI pH 8,0;

- O estudo da produgdo de pectinases em reator de coluna foi mais
eficiente comparado com as embalagens de polipropileno, onde houve
redugdo no tempo do processo fermentativo e valores maiores de
atividade enzimatica;

- O estudo de diferentes umidades do meio fermentative mostrou ser

efetivo no crescimento do microrganismo e producdo da enzima,;

- A aeragdo do meio foi de extrema importancia na remogdo do calor
gerado pelo microrganismo no interior da coluna, onde proporcionou

melhor crescimento do fungo e maior producéo das enzimas;

- O estudo da influencia da densidade aparente no meio de cultivo
mostrou que quanto maior a densidade aparente do meio de
fermentacdo, maior € a temperatura gerada pelo calor metabdlico
liberado causando reducdo no crescimento microbiano e na atividade
enzimatica;

- O material inerte utilizado (bagago de cana) foi eficiente na dissipagao

do calor gerado pelo microrganismo ac longo do processo fermentativo;
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O processo de separagdo das enzimas estudadas em coluna gel
Sephadex G-75, mostrou-se efetivo, com bons valores de rendimento
quando comparados com a enzima bruta;

A enzima em estudo é uma polimetilgalacturonase;

O extrato enzimético produzido pelo fungo em questido pode ser
utilizado em alimentos, pois este ndo é produtor de micotoxinas e os
niveis das mesmas encontradas no extrato enzimatico, estdo dentro dos

limites aceitaveis pela legislagao;

O extrato enzimatico obtido neste frabalho mostrou-se efetive na

extracdo de sucos de maca, banana e cenoura.
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XiX - ANEXOS

ANEXO A - Acao das enzimas pectinoliticas.
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modificado para a producédo de enzimas pectinoliticas e ragao animal

ANEXO B - Filuxograma do processamento de suco de laranja concentrado,

RECEPCAQ
LAVAGEM/SELECAQ
EXTRACAO
— | ]
FERMENTACAO i BAGACO SUCO
RACAO PECTINASE NEUTRALIZACAO CONCENTRACAQ OLEO
ESSENCIAL
PRENSAGEM
BAGACO PRENSADO LIQUIDO
SECAGEM CONCENTRACAO D-LIMOLENO
PELETIZACAOQ MELACO
FERMENTACAO ALCOOL

{Fonte: MENEZES, 1989)
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CAL

ANEXO C - Fluxograma da fabricagao de pellets
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ANEXO D: Dados experimentais tabelados, empregados na construcéo dos

graficos apresentados

TABELA B1 : Hidrdlise de pectina por pectinases de P. italicum 1Z 1584 para
estudo do tempo de reacdo enzimatica.

Tempo {minutos)

Exo-Pg (U/g)

Endo-PG (U/g)

Pectinaliase (U/g)

10 8,7 58 3200
15 9,5 69 4880
20 14 73 5074
30 14,5 73 5074,5
45 14 73 5074
60 14 74 5074

TABELA B2 : Atividade de pectinases em embalagens de polipropileno.

Tempo {(dia) Exo-PG {U/g) Endo-PG{U/g) Pectinaliase {U/g)
1 0 0 0
2 0 Y 0
3 C 9.2 0
4 0 14,8 718
5 0.48 25,6 1222
6 0.85 85,6 2040
7 087 74.4 2540
8 1.1 72,8 4600
9 1.92 70,4 4840
10 3.45 60.4 4820
11 5.5 60,1 5560
12 7.4 5660
13 8.3
14 12.4
15 14.39
16 15
17 14.7
18 12.8
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TABELA B3 : Acucares Redutores Totais (ART) e pH da fermentacdo em
embalagens de polipropileno.

Tempo (dia) ART PH
1 0.19 45
2 0.16 4.5
3 0.14 4.46
4 0.13 4.45
5 0.127 453
6 0.126 458
7 0.126 472
8 0.019 5.05
9 0.017 552
10 0.015 575
11 0.013 8.0
12 0.013 6.2
13 0.012 6.5
14 0.01 6.75
15 0.001 6.8
16 0.001 7.0
17 0.0009 7.4
18 0.0008 7.6
TABELA B4 : Atividade de Exo-PG em reator de coluna em meios com
diferentes umidades.
Tempo (dia) 50% umidade 55% umidade 60% umidade
1 0 11.2 15
2 0 23.1 37.4
3 0 274 74,8
4 8,2 30,17 S0
5 8.4 74,75 104,8
6 12,4 86,7 154 4
7 18,1 92,3 1492
8 22,85 108,2 1326
9 487 1154 1184
10 59,3 118,2 102.5
11 725 150,4 95,2
12 934 115 80,7
13 119,2 109 72,1
14 101 84 65 8
15 74.8 68,35 55
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TABELA B5 : Atividade de Endo-PG em reator de coluna em meios com

diferentes umidades.

Tempo (dia) 50% umidade 55% umidade 60% umidade
1 324 332 393
2 408 492 404
3 438 570 567
4 496 645 695
5 527 780 787
8 603 6594 762
7 728 685 688
8 706 541 548
g 632 452 529
10 598 400 409
11 583 398

TABELA B6 : Atividade de pectinaliase em reator de coluna em meios com

diferentes umicdades.

Tempo {dia) 50% umidade 55% umidade 60% umidade

1 0 0 0

2 0 10980 11340
3 1971 12430 17309
4 2546 19335 18972
5 6109 20174 23418
6 11029 22232 23818
7 12182 23927 22590
8 14764 23758 20284
) 14598 18370 18122
10 10128 17927 18073
11 8654 17562 18054

215




Anexos

TABELA B7 : Atividade de Exo-PG em reator de coluna com diferentes taxas de

aeragao.

Tempo Sem 5L/h 160 L/h 15 L/h 20L/h 25 L/h 30 L/h

(dia) aerac¢ao

1 0 15,2 35 38 43 52 63
2 0 33,5 83,4 85 81,1 88 120
3 0 88,4 92 102 104 152 160
4 2,7 101,2 112 137.5 180 170 172
5 7 152 188 2314 223 249 260
6 85 153 226 259 258 262 218
7 8,8 150 261 245 182 241 208
8 902 122 254 192 174 194 201
9 9,3 98 212 168 159 173 174
10 14 4 95 170 163 155 169 173
11 20,01 83 165 159 149 155 167
12 25,4 81 142 158 143 152 185
12 25,4 81 142 158 143 152 165
13 282 72,4 140 148 143 151 165
14 32,3
5

TABELA B8 : Atividade de Endo-PG em reator de coluna com diferentes taxas de

aeracao.
Tempo Sem 5L/ 10 L/h 15 L/h 20L/h 25L/h 30 L/h
{dia) aeragao
1 o 315 408 451 536 542 544
2 161 483 440 528 542 560 560
3 173 526 608 652 544 688 687
4 240 672 636 670 637 700 705
5 248 720 640 733 736 735 714
6 249 734 631 747 732 700 728
7 248 742 667 630 644 607 701
8 231 675 642 585 629 584 649
9 228 548 594 569 532 525 548
10 175 496 376 508 521 511 529
11 173 478 368 504 502 503 508
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TABELA B9 : Atividade de pectinaliase em reator de coluna com diferentes taxas de

aeracao.
Tempo Sem 5 L/h 10L/h 15 L/h 20L/h 25L/h 30 L/h
(dia) aeracao
1 0 0 0 1128 12980 11580 11970
2 0 0 4210 1845 15100 13564 12749
3 0 1142 5855 5880 16262 19164 19141
4 0 2320 6126 6618 17022 21043 20208
5 608 2545 6980 7636 18035 23894 22980
& 1509 8970 7127 13748 23912 22180 20360
7 2545 13263 13721 23882 22114 19280 19770
8 5880 13121 23870 22640 16800 17291 17309
9 8720 10430 17782 21012 15709 17040 16291
10 8090 6109 15980 18655 15112 16112 15980
11 6582 6001 15273 18541 14980 15940 14108
12 5564 4582 15270 18538 12218 14108 13987
13 4223 4320 15128 18422 12109 14100 13872

TABELA B10 : Aglcares Redutores Totais (ART) da fermentacio em reator de coluna
com diferentes taxas de aeracdo.

Tempo | Sem S5Lh | 10L/h | 15L/h | 20L/h | 250/ | 30L/K
(dia) |aeragdo

1 0,19 0,18 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
2 0,19 0,15 0,17 0,17 0,12 0,12 0,13 0,112
3 0,17 0,12 0,13 0,13 0,1 0,1 0,1 0,1

4 0,16 0,1 0,11 0,1 0,1 0,09 0,1 0,1

5 0,15 0.1 0.1 0,09 0,09 0,01 0,008 0,009
] 0,15 0,09 0,09 0,09 0,09 0,01 0,009 0,009
7 0,14 0,08 0,072 0,01 0,009 0,009 0,009 0,007
8 0,11 0,06 0,03 0,009 0,009 0,008 0,009 0,007
9 0,11 0.05 0,0027 0,007 0,007 0,006 0,007 0,006
10 0,09 0,05 9E-4 0,007 0,007 9E-4 1E-4 SE-4
11 0,06 0,009 1E-4 0,007 1E-3 1E-4 1E-4 1E-4
12 0,05 0,009 9E-4 1E-3 1E-3 1E-4 1E-4 1E-4
13 0,05 0,009 1E-4 1E-3 1E£-3 1E-4 1E-4 1E-4
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TABELA B11 : pH da fermentacdo em reator de coluna com diferentes taxas de

aeracao.
Tempo Sem 5 L/h 10L/h 15 L/h 20 L/h 25L/h 30L/h
{dia) aeragio

1 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 45 4,5
2 4.54 46 48 4.9 4.9 5 52
3 4,77 5,02 53 5,02 52 5,5 586
4 4,92 53 5,67 57 55 57 58
5 5M 5,7 6 6.3 6,4 6,2 8,7
5] 525 5,89 6,2 6,4 6.7 6,7 6,9
7 58 6.2 6,6 7.2 7.4 7,4 7.6
8 5,92 6.4 6,92 7.5 7.6 8 8

9 6,02 6.9 7,1 7.8 7,8 8,2 8,32
10 6,1 7,2 7.5 7,99 8 8,28 8,39
11 6,12 76 7.9 8,19 8,19 8.3 8.4
12 6,23 8 8 8,22 8.3 8,39 8,45
13 6.44 8,01 8,2 8,23 8,37 8,44 8,45

TABELA B12 : Efeito da densidade aparente do meio sobre a atividade de exo-PG ao

longo do processo fermentativo.

dias | d.p=430 g/L | d,p=522 gIL | Gp=570 Q/L | 0op=665 Q/L | dap=760 giL

1 0 0 0 0 0

d 32 22 18 12 9

3 79 69 59 21 18

4 135 125 103 54 39

53 234 211 147 75 105

8 264 256 197 182 172

7 245 223 247 204 178

8 190 188 236 168 164

TABELA B13 : Efeito da densidade aparente do meio sobre a atividade de endo-PG ao

tfongo do processo fermentativo.

dias | dp=430 g/L | dop=522 g/L | dap=570 gIL | d.=665 G/L | Uap=760 gIL

1 0 0 0 0 0

2 522 234 193 180 94

3 599 480 370 197 112
4 649 531 398 231 122
5 738 583 432 257 138
8 692 603 481 296 151
7 631 699 505 340 177
8 543 630 477 321 164
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TABELA B14 : Perfis de temperatura das diversas alturas (h) em fun¢do do tempo de
fermentacéo sem aerag&o (dap=430g/L).

horas h=0mm H=70mm | h=140mm | h=140mm | h=210mm | h=280mm
(centro) (parede)

1 27,8 27.4 27,5 277 28,2 27,2
6 284 28,3 284 278 28,4 28,2
12 28,8 28,5 28,8 28 28,5 28,3
24 28,9 29 28.9 28.1 29 1 28.5
50 29,1 282 291 285 29.3 287
58 293 28,5 29,3 28,3 29.4 28.9
63 287 28,8 29,7 28,4 29,5 283
68 298 29,8 298 28,5 29,9 297
74 299 299 28,9 28,8 30 299
122 30,4 30,1 30,4 289 N5 30,5
183 30,3 30,2 32,5 29,1 31,8 31,1
215 308 314 33.8 293 343 31,8
234 31,1 326 36,1 29,2 357 32,1
288 32 352 372 279 36,3 32,3
204 31,8 35 35,8 28,1 36,1 32,7
300 29 31,4 34 281 337 329

TABELA B15 : Perfis de temperatura das diversas alturas (h) em fungdo do tempo de
fermentag&o com aeracéo (dap = 430g/L) .

horas h=0mm h=70mm : h=140mm | h=140mm | h=210mm | h=280mm
{centro) (parede)

1 278 27.4 27.5 27,7 282 27.2

6 28.4 286 28 282 29 282
12 28.6 28,7 28.2 28,4 291 28,3
24 284 28,8 284 28,6 292 28,5
50 28,7 29 29,1 28 29,5 28,7
58 29,1 291 28,5 288 287 28,9
63 285 29,5 30,1 288 30 293
6% 306 29,7 30,7 28,4 30,5 287
74 3 30,2 31,2 281 30,8 29,9
86 31,5 3086 31,5 28 31,2 30,5
111 319 311 31.8 283 315 311
122 314 31,6 32 28.2 31,3 318
132 30,6 31,8 324 282 30,8 31,5
144 30,2 31,8 30,6 27,8 30,5 31,3
152 30 31,9 29,7 281 30,8 30,5
160 298 31,4 29 281 304 30,5
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TABELA B16 : Perfis de temperatura das diversas alturas (h) em fungio do tempo de
fermentacao com aeracgdo (dap = 522g/L) .

horas h=0mm h=70mm | h=140mm | h=140mm | h=210mm | h=280mm
(centro) {parede}

1 27,8 27,4 27,5 21,7 28,2 21,2

6 28 28,6 28 27.8 28,2 28,2
12 28,2 28,7 282 28 28,4 28,3
24 287 28,8 28,4 28.1 28,6 28,5
50 288 29 29,1 28,2 28 28,7
58 28,9 291 29.5 28,2 28,6 28,9
83 291 295 30,1 28,1 28,8 293
69 29 20,7 30,7 28 28,4 29,7
74 292 20,7 31,2 28,3 30,5 29,9
a8 292 29,8 31,5 28,2 31,8 ans
111 29,5 30,1 33 28,5 326 31,1
122 297 30,6 335 28,5 32.8 31,8
132 29,8 30,8 33,7 28,5 321 31,5
144 28.9 30,7 34 287 31 313
152 30 29.2 33,7 28,7 30,1 30,5
160 29,8 289 233 28,6 30 30,5

TABELA B17 : Perfis de temperatura das diversas alturas (h) em funcéo do tempo de
fermentacdo com aeragédo (dap = 570g/L).

horas h=Crnm h=70mm | h=140mm { h=140mm | h=210mm | h=280mm
{centro) {parede}

1 27.8 274 27,5 27,7 28,2 272

5] 28 286 28 27.8 28,2 28,2
12 28.2 28,7 282 28 284 28,3
24 28,7 28,8 284 281 286 285
50 28,8 29,2 29,1 282 28 28,7
58 28.9 291 2895 28,2 28,6 28,8
63 29,1 293 30,1 28,1 28.8 293
69 29,2 297 31,7 28 28,4 297
74 29,8 30,5 31,8 28,3 30,5 29,7
86 30,5 30,8 325 28,3 31,9 30,5
111 30,7 31,8 335 28,5 32,6 31,1
122 31.3 32,4 33,8 28,5 32,8 31,8
132 314 33,2 34,5 291 33,5 32,5
144 31,2 33,5 348 28,7 32,4 32,1
152 30 33,1 347 28,7 32.1 32
160 29,8 32,8 341 286 31.8 31,8
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TABELA B18 : Perfis de temperatura das diversas alturas (h) em funcdo do tempo de
fermentagdo com aeragéo (dap = 665g/L) .

horas h=0mm h=70mm | h=140mm | h=140mm ! h=210mm | h=280mm
{centro) {parede)
i 27,8 274 27,5 277 282 27,2
6 28 28,6 28 278 28,8 28,2
12 2873 28,7 28.2 282 29.4 28,7
24 287 28.8 29,8 28,1 294 29
50 299 28,8 306 282 30 29.8
58 30,5 30 30,7 28,2 31.8 30,8
63 30,5 0.4 32,1 28,4 326 30,9
69 30,8 30,7 32,8 28,4 33,2 31,7
T4 31,2 3.5 34.4 28,5 33,6 32,7
98 31,8 327 35 28,3 33,8 328
111 32,6 335 35,1 28,8 347 33,8
122 32,8 338 354 288 34,7 34
132 33,5 342 38 285 35 34,7
144 338 352 36.2 298 351 347
152 33,5 33,1 35,8 287 35,1 34,5
160 331 32,8 354 29,5 3438 343

TABELA B19 : Perfis de temperatura das diversas alturas {(h) em fungdo do tempo de
fermentacdo com aeragdo (dap = 760g/L) .

horas h=0mm h=70mm | h=140mm | h=140mm | h=210mm | h=280mm
{centro) {parede)

1 27,8 274 27,5 27,7 28,2 27.2

6 287 2886 291 28 28,8 28,2
12 29,6 287 30,1 28,2 29,6 28,7
24 29,7 29,9 30,5 28,1 30,1 298
50 304 30,8 31,4 28,2 32 30
58 30,5 31,1 321 28,3 33,7 315
63 31,5 31.4 33,1 284 348 31,8
69 31,5 31,7 33,3 28,8 35,1 32,1
74 32,2 325 34.4 28,9 36 339
96 32,5 33,7 36,5 29 36,5 34,8
111 326 35,6 36,8 29,3 36,8 354
122 33,9 35,8 37.2 29,3 37,2 36,3
132 345 36,2 375 28,9 37.2 36,7
144 348 36,5 37,4 30,1 37 365
152 34 .1 33,1 37 29,7 36,8 38,3
160 341 32,8 36,5 29,5 36,4 38,2
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TABELA B20: Perfis de temperatura das diversas alturas do leito semi-solido utilizando
material inerte como substrato (dap = 430g/L).

horas h=0mm h=70mm | h=140mm | h=140mm =210mm | h=280mm
{centro) {parede)

1 279 27.3 27,9 277 27,2 27,2

) 28 279 28 278 27,8 27.5
12 28,1 28,5 282 27,8 28,5 27,8
24 28,2 28,5 284 27.8 285 238
50 28,2 287 28,9 281 28,6 28,2
538 28,5 29 29 28,2 286 28,5
83 28,7 291 29 288 28,5 28,9
69 29 281 295 284 29 29
74 29,9 295 30,2 281 28,5 29,1
96 30,9 20.5 30,9 28 30,1 30,3
111 31 30,1 31,6 28,3 30,5 30,9
122 30,5 30,9 315 282 30,7 30,9
132 29,8 31,5 31,7 28,2 29,5 30,5
144 29 31,5 29 27.9 29 29 8
152 28,4 30,4 28,8 28,1 29,5 29,5
160 28,1 29,9 28 1 28,1 28 29.4

TABELA B21: Perfis de temperatura das diversas alturas do leito semi-solido utilizando
material inerte como substrato (dap = 522g/L.) .

horas h=0mm h=70mm | h=140mm | h=140mm | h=210mm | h=280mm
{centro) {parede)

1 27,2 27.2 27,3 27,7 27.8 27.2

5] 275 286 278 27,8 28 28,2
12 27.8 287 28,5 28 28.3 28,3
24 28 28.8 288 28 1 28,4 285
50 28,2 29 28,8 282 28,5 28,7
58 28.3 28,1 28 28,2 28,5 28,9
63 28,3 28,5 295 28,1 28,8 29,3
69 28,5 29,7 299 28 30 29,7
74 28,5 28,7 30 28,3 31,3 298
86 28,7 29,8 30,4 283 31,7 28,9
111 28,7 301 35 28,5 31,8 30,5
122 29 30,6 31,8 28.5 31,9 31,5
132 29.1 30,8 32 28,5 31,5 31,3
144 29,5 30,7 32,3 28,7 30,4 30.8
152 29.5 29.2 31 28,7 295 30,5
160 29,1 28,9 31,5 28,6 29 297
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TABELA B22: Atividade enzimatica de exo-PG dos meios de fermentacéo com e sem

material inerte (dap = 430g/L).

Dias sem substrato inerte com substrato inerte

1 0 0

2 32 40

3 79 33

4 135 1689

5 234 267

5] 264 254

7 245 231

8 190 185

TABELA B23: Atividade enzimética de exo-PG dos meios de fermentacdo com e sem

material inerte {(dap = 522¢g/L) .

Dias sem substrato inerte com substrato inerte

1 0 0

2 22 51

3 69 129
4 125 221
5 211 259
5] 256 221
7 223 201
8 199 172

TABELA B24: Atividade enzimatica de endo-PG dos meios de fermentacdo com e sem

material inerte (dap = 430g/L).

Dias sem substrato inerte com substrato inerte

1 0 0

2 522 540
3 599 609
4 649 684
5 738 745
] 692 723
7 631 G674
8 543 598

TABELA B25: Atividade enziméatica de endo-PG dos meios de fermentac&o com e sem

material inerte (dap = 522g/L) .

Dias sem substrato inerte com substrato inerte

1 0 0

2 234 388
3 480 582
4 531 630
5 583 729
2] 603 702
7 699 685
3 630 574
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TABELA B26: Efeito do pH sobre a atividade da enzima exo.

PH

acetato

Citrato-fosfato

Tris-HCI

Glicina-NaOH

3,5

7

4

8,2

4.5

8.6

5

11,2

55

14,4

5,5

6

6,5

7

7

10.4

7.5

8

8,5

8,5

)

9.5

10

10,5

QOIOIOoI:n

TABELA B27 Efeito do pH sobre a atividade da enzima pectinaliase.

PH

acetato

Citrato-fosfato

Tris-HCI

Glicina-NaQOH

3,5

4

4.5

5

5.5

QOISO

55

&

6.5

320

>

1380

7

1400

7,5

2200

8

3200

8,5

6800

8.5

6797

9

4600

85

3200

10

2792

10,5

2020

11

2020
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TABELA B28: Efeito do pH sobre a atividade da enzima endo.

PH acetato Citrato-fosfato
5 48
6 54
7 68
7 69
8 67
9 64

TABELA B29: Efeito da temperatura sobre a atividade da enzima exo-PG.

T (°C) Exo-PG Endo-PG pectinaliase
35 12,6 54 5740
40 14,7 63 6213
45 136 69 6420
50 10,4 73 6770
55 9.8 65 6332
60 9.3 59 5312
65 9 54 5104

TABELA B30: Estabilidade das enzimas frente as variagbes de pH.

PH Exo-PG Endo-PG pectinaliase
35 3.1 43 4980
4 43 45 5150
45 9,6 52 5240
5 11,3 63 5300
55 14,1 69 5500
6 15,1 74 6660
6,5 14,6 721 6790
7 13,8 70 6640
7,5 12,2 64 6150
8 10 52 6090
85 9.8 49 6010
9 7.3 43 5700
8.5 54 38 5690
10 43 25 5540
10,5 41 23 5530
11 34 204 5490
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TABELA B31: Estabilidade das enzimas frente as variactes de temperatura.

T (°C) Exo-PG Endo-PG pectinaliase
7 14,3 73 6310
25 14,39 73,2 6420
35 14,8 74 6700
40 15 74,2 6800
45 15,01 74 6780
50 14,6 51 6600
55 13 45 6002
60 10,3 32 5003
65 92 25 4001

TABELA B32: Efeito do pH scbre a atividade da enzima fracionada exo-PG.

PH acetato Citrato-fosfato Tris-HCI Glicina-NaOH
3,5 56
4 7.4
45 8,3
5 11,4
55 12,8
55 - 10,3
6 — 10,1
8,5 — 9.3
7 - 52
7 — 4.8
7.5 — 45
8 - 3.8
8,5 - 4
8.5 — 4.3
9 - 3,7
8,5 - 3,7
10 — 2.8
10,5 — 2,5
TABELA B33: Efeito do pH sobre a atividade da enzima fracionada endo-PG.
PH acetato Citrato-fosfato Tris-HCI
5 16,1
55 16,7
55 22
) 30,3
6,5 31,4
7 33.1
7 29,8
7.5 27,3
8 26
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TABELA B34: Efeito da temperatura sobre a atividade da enzima fracionada exo-PG.

T (°C) Exo-PG Endo-PG
7 8,3 22,1
25 8,8 24,3
35 9,2 24,6
40 11,9 26,7
45 9.7 28,2
50 9,3 28,5
55 7.9 31.1
60 5.4 25,2
65 32 21,3

TABELA B35: Estabilidade das enzimas frente as variacdes de pH {exo-PG).

PH

acetato

Citrato-fosfato

Tris-HCI

Glicina-NaOH

35

30.1

4

40,7

45

445

5

66,3

55

73,3

55

6

6.5

=

7

851

7.5

60,4

8

50,5

8,5

19,4

8,5

9

95

10

10,5

OO OI00
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TABELA B36: Estabilidade das enzimas frente as variagdes de pH (endo-PG).

PH

acetato

Citrato-fosfato

Tris-HCI

Glicina-NaOH

3.5

44,3

4

56.4

4.5

63,4

5

663

55

68,9

55

74,3

6

80,6

6,5

81

7

92,5

7

7,5

8

35

8.5

66

9

67

8.5

63,7

10

62,3

10,5

62

TABELA B37: Estabilidade das enzimas frente as variagGes de temperatura de exo e

endo-PG.

T (°C) Exo-PG Endo-PG
7 77,5 44
30 72.4 57
35 85 84
40 100 100
45 82,6 87,7
50 64,3 61
55 0 48
60 0 44
65 Q 23,8
70 0 12
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