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RESUMO

Estudou-se a produgdo de pectinase por Penicillium italicum 1Z 1584 através de
fermentac@o semi-solida de bagago de laranja industrialmente processado. Primeiramente
verificou-se a capacidade do fungo em produzir a enzima em um meio liquido contendo
pectina como unica fonte de carbono e em outro, contendo também sacarose. Este
segundo meio proporcionou a maior atividade de pectinase (9,31 x 10% Ul/ml) apés 96
horas de fermentagdo. A presencga de sacarose no meio de cultivo semi-sélido também
demonstrou incrementar a produgio de pectinase, obtendo-se atividade de 2,33 x 10’
Ul/g MFU apds 9 dias de fermentagio.

Os sais nutrientes demonstraram ser a variavel mais importante para a produgdo
de pectinase na fermentagdo em meio semi-solido, quando comparada com as variaveis
temperatura de fermentagdo, concentragao de sacarose e pH da solugdo umidificante. A
concentragdo de sais que proporcionou melhores resultados foi NH,NO; 1,20 g/ 20 g de
bagago de laranja lavado (BLL), KH,PO, 0,08 g/ 20 g BLL, e MgS0,4.7H,0 0,12 g/ 20
g BLL. Entretanto quando estas concentragdes foram duplicadas, obteve-se 96,5% da
atividade de pectinase verificada anteriormente, nio havendo portanto diferenca
significativa nos niveis de atividade pectinolitica produzida.

A atividade de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584 obtida por fermentagio
semi-solida apresentou pH o6timo 5,5 e temperatura 6tima de 45°C, na regido de pH
acido.

Palavras-chave: pectinase; Penicillium italicum; bagago; laranja
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SUMMARY

Pectinase production by Penicillium italicum 1Z 1584 was studied in a semi-solid
fermentation medium containing processed orange bagasse as substrate. The first step
was to verify if the mold was able to release extracelullar pectinase in liquid medium
containing pectin as the sole carbon source and in liquid medium containing sucrose and
pectin as the carbon source. The highest pectinase activity (9,31 x 102 UI/ml) was
obtained when the second medium was fermented for 96 hours. Sucrose was also added
to the semi-solid fermentation medium. Pectinase activity was increased relatively to
semi-solid medium without sucrose, with 2,33 x 10 Ul/g MFU after a fermentation
period of 9 days.

Nutrient salts, when compared to temperature, sucrose adition and pH
(humidifying solution), showed to be the most important variable for pectinase
production in the semi-solid process. Best results were obtained with the following
concentrations: NH4sNO; 1,20 g / 20g washed orange bagasse (BLL), KH,PO, 0,08g / 20
g BLL, and MgS0,.7H,0 0,12g / 20 g BLL. When these concentrations were doubled,
96,5% of the pectinase activity previously observed was verified, showing no significant
difference between the salts concentrations on pectinase production.

In the acidic region, pectinolytic activity of Penicillium italicum 1Z 1584
obtained by semi-solid fermentation showed best activity at pH 5,5 and 45°C.

Key-words: pectinase; Penicillium italicum; bagasse; orange.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia € hoje uma das areas de pesquisa mais promissoras em toda a
ciéncia. A fermentagdo em meio semi-solido, também denominada de fermentagdo em
estado solido, por sua vez, € um dos poucos segmentos da biotecnologia onde paises em
vias de desenvolvimento como o Brasil podem obter resultados significativos. Isto
porque este processo fermentativo € ainda pouco compreendido e ndo necessita de
equipamentos sofisticados para ser estudado.

A fermentagdo em meio semi-solido € largamente utilizada a nivel comercial para
a producdo de enzimas. O mercado mundial para enzimas de uso industrial é estimado
em 625 milhdes de dolares, sendo que cerca de 62% das enzimas produzidas sdo
utilizadas por induastrias de alimentos (LEBLOND, 1990). Dentre as aplicagdes,
destacam-se as referentes ao processamento de frutas, onde as principais enzimas
envolvidas sdo as pectinases, celulases, hemicelulases, amilases e arabinases, além de
naringinase e limoninase.

As principais vantagens da utilizagdo de enzimas pectinoliticas na produgdo de

suco de fruta e vinhos sio (SCHWIMER, 1981, PEPPLER e REED, 1987,
GERHARTZ, 1990):

-facilidade de desintegragdo de maior quantidade de polpa através de meios
mecanicos e da sua filtragio,

-aumento da quantidade de suco livre, de mosto (vinho) e de suco extraido de
residuos de polpa,

-diminui¢ao da viscosidade;

-diminuig@o do tempo de processamento em muitos estagios do processamento;

-diminui¢do do gasto de energia para aquecimento, prensagem e centrifugagao;

-compatibilidade com o processo continuo;

-diminui¢@o das temperaturas de processamento, evitando alteragdes indesejadas
no sabor e na cor devido a caramelizagio e, em geral, estabiliza¢do do suco;

-aumento da remog¢3o de pigmentos e acidos orgénicos;

-inibigdo da geleificagdo do suco concentrado.

Entretanto existem algumas desvantagens potenciais, como o acumulo de
metanol devido a agdo da fragdo pectinaesterase, frequentemente presente nos
preparados enzimaticos comerciais. Normalmente a concentragdo deste alcool fica muito
aquém dos limites permitidos para sucos de fruta e vinho, podendo atingir niveis
substanciais quando pectinase ¢ empregada no tratamento dos bagagos de ma¢i e de uva
(PEPPLER e REED, 1987).

Outro problema que se pode ter pelo emprego de pectinase é o relativo as
alteragdes de cor nos vinhos, basicamente em vinhos brancos, uma vez que o acido
galacturdnico liberado pode favorecer o escurecimento nio enzimatico (SCHWIMMER,
1981).

Alguns sucos apresentam clarificagdo espontdnea devido & presenga de enzimas



pectinoliticas na fruta, como acontece em sucos de frutas citricas e de tomate. Nos sucos
de uva e magi as pectinases também ocorrem, porém em concentrages mais baixas,
sendo necessaria a adigdo de enzimas comerciais durante o processamento industrial
(PEPPLER e REED, 1987).

As pectinases, juntamente com outras enzimas, tais como celulases e
hemicelulases, podem ser utilizadas na maceragdo enzimatica de vegetais durante a
produgdo de néctar de fruta e polpa de fruta ou de vegetais, empregada no preparo de
alimentos infantis (PEPPLER e REED, 1987).

A quebra da emuls3o de oleo essencial, que se forma na casca de frutas citricas
apos a extragio do suco, pode ser realizada com a utilizagao de pectinases. Assim sendo,
a quantidade de 6leo essencial extraido de citricos pode ser aumentada (ROMBOUTS e
PILNIK, 1978; PLATT e POSTON, 1972).

As enzimas pectinoliticas podem ainda ser aplicadas na industria téxtil, durante o
processamento de fibras naturais de celulose. Neste caso, a degomagem das fibras requer
pectinases livres de celulases. Pesquisas visando esta aplicagdao vém sendo desenvolvidas
no Brasil em anos recentes (BARACAT et al, 1989 ; BARACAT et al, 1991;
BARACAT-PEREIRA et al,, 1993).

O Brasil possui um grande potencial para a produgdo de sucos de frutas,
principalmente as tropicais. As enzimas pectinoliticas, usadas desde 1930 nesse
processamento, sao empregadas principalmente na produgdo de suco de magd. Na
produgdo de suco de laranja concentrado congelado, as enzimas pectinoliticas tém sido
empregadas para promover uma maior extra¢io do suco retido na polpa e para se reduzir
a viscosidade de forma padronizada. Esta padronizagio se faz necessaria devido ao fato
das pectinases naturais do fruto apresentarem variagdes significativas de atividade em
fun¢do da variedade da laranja empregada e da época de colheita.

Em anos recentes, as pectinases tém sido alvo de pesquisas visando seu emprego
na produgdo de suco de goiaba, de suco de banana, de "blends" ou misturas de sucos
(SCHWIMMER, 1981) e de néctar de goiaba (CHAN e CHIANG, 1992), entre outros
obtidos de frutos tropicais.

Devido ao crescimento da produgio nacional de mag¢a nos dltimos anos, existe a
perspectiva do pais incrementar a produgdo de suco desta fruta visando a exportagdo do
concentrado, que € largamente consumido nos Estados Unidos e Alemanha.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Substancias pécticas:

As substancias pécticas formam um grupo heterogéneo 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 (espago
intercelular). A principal fungdo biologica destas substancias € de carater estrutural. Sio
responsaveis pela unido das células umas as outras, além de serem componentes da
parede celular priméria, juntamente com a celulose e a hemicelulose.

Do ponto de vista quimico, as substancias pécticas s3o polissacarideos acidos
(mais precisamente poliuronideos), cujo componente principal é um uronideo derivado
da D-galactose, com o grupo hidroxilico do carbono 6 oxidado a carboxilico,
denominado acido D-galacturdnico.

Alguns termos tém sido empregados para denominar as diferentes substdncias
pécticas, mas as suas definigdes ainda geram certa confusdo. A nomenclatura proposta
pela American Chemical Society (KERTESZ, 1951), complementada pela nomenclatura
utilizada por WHITAKER (1990), € a seguir apresentada.

“Substéancias pécticas” € a designagdo global para os derivados coloidais de
carboidratos que ocorrem em plantas, ou sdo preparados a partir destas, € que contém
uma grande propor¢do de unidades de acido galacturdnico anidro. Os grupos
carboxilicos do acido poligalacturénico podem estar parcialmente esterificados por
grupos metila, ou parcial ou totalmente neutralizados por uma ou mais bases. As
substancias pécticas sio 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 (KERTESZ, 1951).

“Protopectina” € a denominag@o dada para o composto insolivel em agua que
ocorre em plantas, a partir do qual se obtém as substancias pécticas por hidrélise restrita
(KERTESZ, 1951). Segundo WHITAKER (1990), a insolubilidade deste composto em
agua deve-se provavelmente ao tamanho do polimero, ou a ligagdio com cations
divalentes (especialmente Ca™®) e/ou outros polissacarideos como celulose e
hemicelulose. A protopectina pode ser decomposta através de aquecimento em presenca
de acidos diluidos, liberando os acidos pectinicos e os acidos pécticos (BOBBIO e
BOBBIO, 1985).

“Acidos pectinicos” designa os acidos poligalacturdnicos coloidais contendo uma
quantidade significativa de grupos metil éster. Os acidos pectinicos sdo capazes de
formar géis com agucar e acido, sob condi¢Ges adequadas. Se o teor de metoxila for
baixo, a formagdo de gel podera ocorrer quando certos ions metalicos estiverem
presentes em solugdo. Os sais de acidos pectinicos s3o pectatos neutros ou acidos
(KERTESZ, 1951). WHITAKER (1990) utiliza uma defini¢do de acidos pectinicos um



pouco menos genérica, especificando que a quantidade de grupos carboxila metoxilados
deve ser maior que zero e menor que 75%.

“Pectina” é o termo geral empregado para designar os acidos pectinicos com teor
de grupos metil éster e grau de neutralizagdo variaveis, soliveis em agua, e que sio
capazes de formar géis com agucar e acido sob condi¢des adequadas (KERTESZ, 1951).
A pectina € definida por WHITAKER (1990) como sendo o material polimérico soluvel,
no qual pelo menos 75% dos grupos carboxilicos das unidades de acido galacturdnico
encontram-se esterificados com metanol ( Figura 2.1).

“Acido péctico” este termo é aplicado as substincias pécticas compostas, em sua
maior parte, por acidos poligalacturénicos coloidais completamente livres de grupos
metil éster. Os sais dos acidos pécticos sdo pectatos neutros ou acidos (KERTESZ,
1951; WHITAKER, 1990).

De acordo com KERTESZ (1951), o termo “coloidal” deve ser empregado nas
definicdes acima com a finalidade de excluir quaisquer acidos poligalacturdnicos
contendo um numero insuficiente de mondmeros, uma vez que estes compostos nio
apresentariam as propriedades coloidais tipicas das substancias pécticas.

COOCH3 COOCH COOCH,

e R R o e e

FIGURA 2.1: Estrutura molecular da cadeia principal das substdncias pécticas.

O peso molecular apresentado pelas substancias pécticas € bastante variavel,
dependendo da forma como s@o extraidas dos diversos vegetais. Segundo ROMBOUTS
e PILNIK (1978), o peso molecular destas substancias pode variar desde 30.000 até
300.000. Nas revisdes bibliograficas preparadas por WHITAKER (1990) e por
FOGARTY e WARD (1974), sao apresentados alguns dados de peso molecular das
substdncias pécticas condizentes com os limites anteriormente citados, em termos de
ordem de grandeza. Em ambas as revisdes o menor valor reportado foi 23.000, enquanto
o maior peso molecular apresentado foi 360.000.

As substancias pécticas consistem de uma cadeia principal composta por unidades
de acido D-galacturénico ligadas em a-1,4 , com seus grupos carboxilicos parcialmente
esterificados com grupos metoxilicos, conforme apresentado na Figura 2.1. O grau de
esterificagdo varia em fungdo do vegetal do qual as substancias pécticas s3o extraidas. A
pectina de maga apresenta grau de esterificagdo entre 80% e 90%, enquanto o grau de
esterificagdo da pectina citrica situa-se entre 45% e 60%. O teor de metoxila quando os
grupos carboxilicos do acido poligalacturénico encontram-se totalmente esterificados é



16,32%, sendo este valor correspondente a um grau de esterificagdo de 100%. A Tabela
62.1 a seguir apresenta valores de teor de metoxila das substancias pécticas de diferentes
procedéncias.

Um pequeno nimero de unidades de L-ramnopiranose liga-se a cadeia principal
das substdncias pécticas, através de seus atomos de carbono C, e C,. Desta forma, a
cadeia principal pode apresentar unidades de L-ramnose (cerca de uma a cada 25
unidades de galacturonato) ligados em f-1,2 e B-1,4 as unidades de acido D-
galacturénico. Cadeias laterais de agucares neutros, principalmente galactose, arabinose
e xilose, estdo covalentemente ligadas aos atomos de carbono C, e C; dos monémeros
de acido D-galacturdnico da cadeia principal, ou ao atomo de carbono C, das unidades
de L-ramnose (ROMBOUTS e PILNIK, 1978, WHITAKER,1990).

TABELA 2.1: Teores de metoxila de algumas pectinas.

Fonte Teor de Metoxila (%)
Maga 10,0-11,4
Beterraba 8,3
Laranja 9,4-9,6
Morango 0,2

(Fonte: FOGARTY e WARD, 1974 - p. 63)

Em fun¢do do vegetal do qual a pectina € extraida, uma certa quantidade dos
mondmeros de acido D-galacturdnico pode estar acetilada nos atomos de carbono C; e
C; . As propriedades de geleificagdo das pectinas sio afetadas por estes grupos
acetilicos. Na Tabela 2.2 sdo apresentados os teores de acetil para algumas substancias
pécticas.

Conforme FOGARTY e WARD (1974), a molécula de pectina deve ser
considerada como um tipo de heteropolissacarideo, composto por uma cadeia de
residuos de acido D-galacturénico unidos por ligagdes do tipo axial-axial em a-1,4 ,
contendo regides ricas em L-ramnose, e com galactose, xilose e arabinose como
componentes de cadeias laterais secundarias.

A sintese das substincias pécticas ocorre primariamente durante os estagios
iniciais de desenvolvimento dos vegetais, quando a area das paredes celulares esta
aumentando. A concentra¢do destas substincias nas frutas e vegetais varia de acordo
com o tipo e a variedade destes, com o grau de maturagdo, com as praticas agricolas e
com o armazenamento ap0s a colheita. A maioria das frutas, exceto as citricas, apresenta
concentragdes de pectina entre 0,5% e 1,0%, conforme a Tabela 2.3 abaixo. A
concentra¢do em sucos de frutas € muito menor e altamente variavel (FOGARTY e
WARD, 1974; PEPPLER e REED, 1987).
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TABELA 2.2: Teores de acetil de algumas substancias pécticas.

Fonte Teor de Acetil (%)
Cereja 0,18
Citricos 0,24
Morango 1,43
Beterraba agucareira 2,50

(Fonte: FOGARTY e WARD, 1974 - p. 64)

A quantidade e a natureza das substancias pécticas presentes influenciam
significativamente a textura das frutas e vegetais. No caso de frutas verdes (ndo
maduras), a maior parcela das substancias pécticas esta presente na forma de
protopectina. Esta é gradualmente transformada em pectina solivel durante o periodo de
amadurecimento, tornando os frutos menos rigidos (FOGARTY e WARD, 1974).

TABELA 2.3: Teor de pectina de algumas frutas.

Fruta Pectina (%)
Tomate 0,2-0,5
Morango 0,6 -0,7
Péssego 03-12
Uva 0,2-1,0
Mag¢ia 05-1,6
Péra 0,5-0,8
Banana 0,7-1,2
Lim3o 3,0-4,0
Semente de lim3o 6,0
Casca de limao 32,0
Polpa de limao 25,0

(Fonte: FOGARTY e WARD, 1974 - p. 67)

As substdncias pécticas sdo soluveis em agua, dimetilsulféxido e glicerol
aquecido, e insoliveis na maioria dos solventes organicos. Substincias pécticas com
cadeias mais longas tendem a ser menos soluveis em agua. As solugdes aquosas de
pectina, com concentragdes entre 1% e 2%, s3o altamente viscosas, sendo esta
caracteristica dependente do peso molecular, do grau de esterificagdo, da forga ibnica,
do pH, da temperatura e da concentragdo utilizada. Neste caso, as substancias pécticas
podem ser precipitadas através da adigdo de solventes misciveis em agua (etanol ou



acetona, por exemplo), de polimeros basicos soliveis em agua, ou de cations
polivalentes, dependendo do grau de esterificagdo.

Os materiais pécticos s3o mais estaveis na faixa de pH 3,0 a pH 4,0 , ocorrendo
degradag@o quimica fora deste intervalo. Na presenca de acidos, as ligagbes glicosidicas
e as ligagdes éster sdo hidrolisadas, dependendo da temperatura. Sob temperaturas
baixas, prevalece a hidrolise das ligagdes éster, com pequena degradagdo do polimero.
Por outro lado, a despolimerizagdo é acelerada sob temperaturas mais elevadas. O
tratamento com 4cidos diminui a quantidade de n3o uronideos e, quando conduzido por
periodos suficientemente longos, ou quando da utilizagdo de &cidos fortes, ocorre
degradagdo completa. Neste caso sio formados didxido de carbono, furfural e um
grande nimero de outros produtos. Sob condigdes alcalinas e em baixas temperaturas, as
substancias pécticas podem sofrer saponificagdo (desesterificagdo) dos grupos
metoxilicos, ndo ocorrendo despolimerizagdo quando bases diluidas sdo empregadas.
Com a elevagdo da temperatura, a degradagdo do polimero acontece rapidamente através
de uma reagio de trans-eliminag3o (B-eliminagio). Esta reagdo se da apenas nas ligagdes
glicosidicas adjacentes a um grupo carboxilico esterificado, o que explica o fato do acido
poligalacturdnico ser muito mais estavel a degradag@o alcalina do que as pectinas
(FOGARTY e WARD, 1974; MACMILLAN e SHEIMAN, 1974).

2.2.Enzimas pectinoliticas:

As enzimas pectinoliticas sdo as responsaveis pela degradagdo das substancias
pécticas, sendo produzidas somente por plantas e microrganismos. O termo “enzimas
pectinoliticas”, ou pectinases, normalmente designa as enzimas capazes de degradar os
poliuronideos das moléculas das substincias pécticas, conforme MACMILLAN e
SHEIMAN (1974). Elas estdo envolvidas nos processos fisiologicos e patologicos dos
vegetais, e sdo empregadas a nivel industrial desde a primeira metade deste século,
destacando-se por serem as enzimas mais utilizadas pelas industrias de processamento de
frutas (PEPPLER e REED, 1987, MACMILLAN e SHEIMAN, 1974). As pectinases
sdo aplicadas industrialmente na extragdo e clarificagdo de sucos de frutas, na maceragio
de vegetais e frutas, e na extragio de oleos essenciais.

A classificagdo das enzimas pectinoliticas ¢ feita de acordo com a sua atuagio
sobre as substancias pécticas, dividindo-se em dois grupos principais: esterase e
despolimerases. A unica fragdo esterase descrita na literatura € denominada
pectinaesterase e atua sobre os grupos metil éster, desesterificando a pectina através de
um mecanismo de hidrélise. As fragSes despolimerases atuam sobre a cadeia de
poligalacturonato, despolimerizando as substadncias pécticas pela quebra das ligagGes
glicosidicas a-1,4 da cadeia principal. Esta despolimerizagdo pode se dar através de um
mecanismo de hidrélise, ou por um mecanismo de transeliminagdo ( 3 - eliminagio). Em
fungdo do mecanismo envolvido, as despolimerases sdo classificadas em hidrolases e
liases (ou transeliminases). Elas ainda s3o subdivididas conforme a especificidade quanto
ao substrato preferencial (pectina, acido péctico ou oligogalacturonato), e segundo o
padrdo de ag¢do (endo-enzimas e exo-enzimas). A Figura 2.2 apresenta esquematicamente
a agdo das fragSes pectinoliticas sobre a cadeia de pectina.
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FIGURA 2.2: Esquema da atuagdo das pectinases sobre a pectina.

A Tabela 2.4 apresenta a classificagdo das enzimas pectinoliticas de acordo com a
nomenclatura proposta pela Comissdo de Enzimas da “International Union of Pure and
Applied Chemistry” (IUPAC).



TABELA 2.4: Classificagao das enzimas pectinoliticas.

Esterase
Pectinaesterase, PMGE, EC3.1.11, desesterifica a pectina a acido péctico pela remogio
dos residuos de metoxila.
(N.S.): Pectina pectil-hidrolase.
(N.R.): Polimetilgalacturonase esterase.
Despolimerases
1. Com atuagdo sobre a pectina
1.1. Polimetilgalacturonase (PMG)
a) Endo-PMG hidrolisa a pectina de forma randomica.
(N.S.): Poli(metoxilgalactosiduronato) glicanohidrolase.
(N.R)): Endo-polimetilgalacturonase.
b) Exo-PMG hidrolisa a pectina de modo sequencial.
(N.S.): Poli(metoxilgalactosiduronato) exo-hidrolase.
(N.R.): Exo-polimetilgalacturonase.
1.2. Polimetilgalacturonato liase (PMGL)
a) Endo-PMGL EC4.2.2.10, provoca quebra das ligagSes glicosidicas através de
um processo de transeliminagao.
(N.S.): Poli(metoxilgalactosiduronato) endo-liase.
(N.R.): Endo-polimetilgalacturonato liase.
b) Exo-PMGL causa quebra sequencial das ligagdes glicosidicas através de um
processo de transeliminag@o
(N.S.): Poli(metoxilgalactosiduronato) exo-liase.
(N.R.): Exo-polimetilgalacturonato liase.
2. Com atuagio sobre o acido péctico
2.1. Poligalacturonase (PG)
a) Endo-PG, EC3.2.1.15, hidrolisa o acido péctico de forma randdmica.
(N.S.): Poli(1,4-a-D-galactosiduronato ) glicanohidrolase.
(N.R.): Endo-poligalacturonase.
b) Exo-PG-1, EC3.2.1.67, hidrolisa o acido péctico produzindo D-galacturonato;
ou seja, hidrolisa ligagdes sucessivas.
(N.S.): Poli(1,4-a-D-galactosiduronato) galacturonohidrolase.
(N.R.): Exo-poligalacturonase.
¢) Exo-PG-2, EC3.2.1.82, hidrolisa o acido péctico a partir da extremidade ndo
redutora, produzindo digalacturonato; ou seja, hidrolisa ligagSes alternadas.
(N.S.): Poli(1,4-a-D-galactosiduronato) digalacturonohidrolase.
(N.R.): Exo-polidigalacturonase.
2.2. Poligalacturonato liase (PGL)
a) Endo-PGL, EC4.2.2.2, provoca quebra das ligagdes glicosidicas do acido
péctico de forma randOmica, por um mecanismo de transeliminag3o.
(N.S)): Poli(1,4-a-D-galactosiduronato ) endo-liase.
(N.R.): Endo-poligalacturonato liase.

(Continua)




TABELA 2 .4: Classificagao das enzimas pectinoliticas (continuagio).

b) Exo-PGL, EC4.2.2.9, provoca quebra das ligagdes glicosidicas do acido
péctico de forma sequencial, por um mecanismo de transeliminagao.
(N.S.): Poli(1,4-a-D-galactosiduronato) exo-liase.
(N.R.): Exo-poligalacturonato liase.
3. Com atuag@o sobre oligo-D-galactosiduronato
3.1. Oligogalacturonase (OG), hidrolisa oligo-D-galactosiduronato.
(N.S.): Oligo-D-galactosiduronato hidrolase.
(N.R.): Oligogalacturonase.
3.2. Oligogalacturonato liase (OGL), EC4.2.2.6, provoca quebra das ligagdes glico-
sidicas do oligo-D-galactosiduronato por um mecanismo de transeliminagao.
(N.S.): Oligo-D-galactosiduronato liase.
(N.R.): Oligogalacturonato liase.

(N .R.: Nomenclatura Recomendada ; N.S.: Nomenclatura Sistematica)

(Fonte: FOGARTY e KELLY, 1979 - p.61e 62)

2.2.1. Ocorréncia:

2.2.1.1. Plantas:

TABELA 2.5: Enzimas pectinoliticas de alguns vegetais.

Fonte PMGE PG

+

Laranja
Tomate
Péra
Magid
Alface
Fejjao

+ o+ o+ o+
+

Péssego
Uva
Abacate +
Manga

+ + +
+

Banana

+ + o+

Papaya
Limdo +
(Fonte: FOGARTY e WARD, 1974 - p. 84)
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As pectinases ocorrem nos tecidos vegetais de diversas plantas, com a fungio de
catalisar as alteragOes das substancias pécticas que acontecem durante o crescimento € o
desenvolvimento do vegetal. Estas enzimas se concentram particularmente nos frutos e
as atividades de pectinaesterase (PMGE) e poligalacturonase (PG) s3o as mais
comumente reportadas na literatura (Tabela 2.5). Os niveis de atividade de pectinase
detectados nos vegetais sdo frequentemente sujeitos as variagdes sazonais (FOGARTY e
WARD, 1974), podendo também apresentar diferengas significativas conforme a
variedade de um mesmo fruto (McCREADY, 1977).

2.2.1.2. Microrganismos:

Um grande nimero de microrganismos € capaz de produzir enzimas
pectinoliticas. Tais organismos desempenham um importante papel na biodegradagdo de
matéria vegetal morta, sendo também responsaveis pelo aparecimento de doengas
durante a vida das plantas. A produgdo de pectinases por microrganismos depende
basicamente do seu género, espécie e linhagem, e das condigdes disponiveis para seu
desenvolvimento (FOGARTY e WARD, 1974).

Na Tabela 2.6 s@o apresentadas as fragdes pectinoliticas produzidas por diversos
fungos e bactérias. Conforme se observa, a enzima PGL € a fragdo pectinolitica mais
comumente sintetizada pelas bactérias, seguida das fragdes PG e PMGE. A fragio PMG
¢ a unica frag3o pectinolitica ndo sintetizada pelas bactérias citadas.

As leveduras, na sua maioria, ndo apresentam qualquer atividade pectinolitica.
Com relagdo aos fungos, a variedade de enzimas pectinoliticas produzidas é maior
comparativamente as bactérias. A fracdo endo-PG € a enzima de maior ocorréncia nos
fungos. Ao contrario do que se verifica para as bactérias, as fragdes PMG e PMGL
ocorrem com uma razoavel freqiiéncia para diversos géneros fungicos (FOGARTY e
WARD, 1974; WHITAKER, 1990).

2.2.2. Caracteristicas:
2.2.2.1. Pectinaesterase (PMGE):

A atividade de pectinaesterase foi relatada pela primeira vez por Frémy, em 1840.
Ha varios sinOnimos para esta fragdo pectinolitica, tais como pectina metil esterase,
pectina metoxilase e pectina desmetoxilase, sendo o termo pectinaesterase o mais
comumente empregado na literatura (WHITAKER, 1990).

A pectinaesterase atua sobre a pectina através de um mecanismo de hidrolise,
removendo o grupo metoxilico do grupo carboxilico das unidades de acido D-
galacturénico. Esta reagdo proporciona a desesterificagdo da pectina - que
eventualmente pode se transformar em acido pectinico ou acido péctico, dependendo da
extensio da hidrolise - e a produgio de metanol (WHITAKER, 1990).
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TABELA 2.6: Enzimas pectinoliticas produzidas por fungos e bactérias.

Fonte PG PMG PGL | PMGL | PMGE

(Bactérias)
Bacillus sp.
Bacillus polymyxa
Bacillus subtilis
Pseudomonas sp.
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas marginalis +
Xanthomonas sp.
Xanthomonas campestris

Erwinia aroidea +

+ + + + + o+ o+ o+ +

Erwinia carotovora +
Streptomyces viridochromogenes +
Clostridium multifermentans + +
(Fungos)
Aspergillus niger + + + +
Aspergillus fonsecaeus + +
Aspergillus fumigatus + + +
Aspergillus saito +
Fusarium oxysporum + +
Fusarium solani + +
Penicillium italicum +
Penicillium expansum +
Penicillium digitatum +
Penicillium chrysogenum + +
Alternaria brassicae + + +
Rhizoctonia solani
Sclerotinia fructigena

+ + +
+
+

Byssochlamys fulva
Verticillium nigrescens + + +

(Fonte: FOGARTY e WARD, 1974 - p. 88 e 89; WHITAKER, 1990 - p. 142 ¢ 143)
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Segundo WHITAKER (1990), o melhor método para determinagio de atividade
de pectinase baseia-se na detec¢do de H™ liberado a partir da ionizagio dos novos grupos
carboxilicos produzidos pela reagdo. A quantificagdo do metanol produzido pode
também ser utilizado para a determinagdo da atividade de pectinaesterase. Esta
quantificagdo pode ser feita diretamente por cromatografia gasosa ou por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC). Os métodos quimicos de determinagdo direta de
metanol ndo sdo recomendados devido a presenga do substrato e de outros produtos de
reagdo. A determinagdo indireta de metanol pela quantificagio dos aldeidos formados na
oxidagdo enzimética do metanol a formaldeido, através da reagio com hidroxilamina e
Fe™ , ¢ um método bastante sensivel, porém de execugdo trabalhosa.

Nas revisdes apresentadas por WHITAKER (1990), MACMILLAN e
SHEIMAN (1974) e FOGARTY e WARD (1974) sio citados diversos trabalhos
relacionando a atividade de pectinaesterase com os possiveis substratos desta enzima.
Segundo estas revisdes, a especificidade da fragdo pectinaesterase por poligalacturonatos
€ quase que absoluta. A agdo da pectinaesterase de laranja sobre a pectina ¢ pelo menos
1000 vezes mais rapida do que em ésteres de ndo-poligalacturonideos. O grau de
polimerizagdo do substrato também é importante, uma vez que a taxa de desesterificagdo
obtida com pectinaesterase de alfafa sobre a pectina é algumas centenas de vezes maior
em relagdo aquela obtida quando metil-D-galacturonato ou metil-D-galacturonato metil
glicosideo € utilizado como substrato. Ainda segundo as referéncias acima, ha indicagdo
de que a reagdo entre a pectinaesterase e a pectina ocorre de maneira linear ao longo da
cadeia do substrato.

O pH étimo de atividade das pectinaesterases fungicas ¢ normalmente menor que
as pectinaesterases bacterianas e que as pectinaesterases de origem vegetal, situando-se
na faixa de pH 3,5 a pH 7,5 (WHITAKER, 1990).

2.2.2.2. Polimetilgalacturonase (PMG):

Esta fragdo pectinolitica presumivelmente hidrolisa polimetilgalacturonatos a
oligometilgalacturonatos, entretanto alguns pesquisadores questionam a existéncia da
enzima polimetilgalacturonase (MACMILLAN e SHEIMAN, 1974). Segundo
WHITAKER (1990), este questionamento se baseia no fato destes pesquisadores nunca
terem conseguido demonstrar a presenga da fragdo PMG quando polimetilgalacturonato
100% metilado € usado como substrato, na auséncia das fragdes pectinaesterase (PME) e
endo-polimetilgalacturonato liase (endo-PMGL).

Por outro lado, na revisio preparada por FOGARTY e WARD (1974) é
reportada a existéncia de duas fragdes endo-PMG em um preparado enzimatico de
Aspergillus niger. De acordo com este relato, a primeira fragdo apresenta pH 6timo igual
a 4,0 e hidrolisa pectina altamente esterificada, produzindo desde acidos galacturénicos
até acidos pentagalacturdnicos. A segunda fragdo, com pH 6timo 7,0 , hidrolisa também
pectina altamente esterificada, produzindo desde acidos digalacturdnicos até acidos
pentagalacturdnicos.
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RIOU et al. (1992) descrevem uma fragao exo-PMG produzida por Sclerotinia
sclerotiorum, purificada através de uma série de procedimentos de separagido. Esta
enzima apresenta peso molecular de 140 kDa, pH otimo préximo de pH 5,0 e
temperatura 6tima de 45°C. A atividade de exo-PMG foi inibida por Hg?, Zn"? Cu? e
por p-cloromercuribenzoato, sendo ativada por Mn? ¢ Co™. A frago pectinolitica
hidrolisou pectina citrica, ndo sendo capaz de degradar poligalacturonato de sédio e
pectina de maga, que € altamente esterificada. Os produtos da reagdo com pectina citrica
foram acido galacturdnico e acido digalacturdnico.

2.2.2.3. Poligalacturonase (PG):

A frag@o endo-poligalacturonase hidrolisa as ligagdes glicosidicas internas dos
poligalacturonatos de uma forma randomica, produzindo primeiramente uma série de
oligogalacturonatos, terminando por produzir acidos mono e digalactur6nicos,
dependendo do tempo de digestdo. Apds cerca de 50% das ligagdes terem sido
degradadas, a velocidade da hidrolise torna-se bastante baixa. O pH 6timo das endo-PG
situa-se majoritariamente na regidao entre pH 4,0 e pH 5,5 , sendo dependente do
tamanho do substrato (FOGARTY e WARD, 1974). Em geral, o pH 6timo das endo-PG
esta na regido acida, entre pH 2,5 e pH 6,0.

A endo-PG pode ser obtida a partir de varias plantas e microrganismos,
ocorrendo frequentemente em multiplas formas moleculares. O peso molecular varia de
30 kDa até 85kDa, com ponto isoelétrico de 3,8 a 7,6. Os valores de K, situam-se entre
0,14 mg/ml e 2,7 mg/ml para o pectato, dependendo da fonte da enzima (WHITAKER,
1990).

A fragdo exo-PG ocorre em plantas, fungos, bactérias e insetos. O produto final
da hidrélise normalmente reportado € o acido galacturdnico, exceto para a exo-PG das
bactérias Erwinia aroidae e Pseudomonas sp., que s3o capazes de produzir acido
digalacturénico (WHITAKER, 1990). Para a enzima de Erwinia, o pH 6timo é 72 ,
enquanto o pH 6timo das exo-PG fungicas normalmente varia entre pH 4,0 e pH 6,0
(FOGARTY e WARD, 1974).

A acdo da fragdo exo-PG sobre o substrato ocorre a partir da extremidade nio
redutora da cadeia, sendo que uma unidade de galacturonato insaturado presente nesta
posigdo pode bloquear a acdo da enzima (MACMILLAN e SHEIMAN, 1974
FOGARTY e WARD, 1974).

2.2.2.4. Polimetilgalacturonato liase (PMGL):

Endo-polimetilgalacturonato liases degradam polimetilgalacturonato de uma
forma rand6mica, produzindo metil oligogalacturonatos insaturados. Pectinas altamente
esterificadas sdo os melhores substratos desta enzima, sendo que os acidos pécticos nao

sofrem degradagio (WHITAKER, 1990).

A fragdo endo-PMGL ¢ produzida quase que exclusivamente por fungos, tendo
sido demonstrada sua ocorréncia em apenas duas linhagens de Erwinia e uma de
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Pseudomonas. Exo-PMGL ainda n3o foi descrita em nenhum estudo, nio se sabendo se
esta fragdo realmente existe (MACMILLAN e SHEIMAN, 1974)

As endo-PMGL apresentam peso molecular por volta de 30 kDa, com ponto
isoelétrico variando entre 3,5 e 8,9. O pH 6timo normalmente ocorre em pH 4cido, e o
K para pectina situa-se entre 0,9 mg/ml e 5,0 mg/ml (WHITAKER, 1990).

ALANA et al. (1990) estudaram a produgdo de PMGL extracelular por uma
linhagem de Penicillium italicum. O seu peso molecular foi determinado como sendo 22
kDa e o ponto isoelétrico determinado em 8,6. O valor do K, apresentado para pectina
com grau de esterificagdo 70% foi 3,2 mg/ml e o pH 6timo ocorreu entre pH 6,0 e pH
7,0. A enzima apresentou atividade maxima a uma temperatura relativamente elevada
(50° C) com completa termoestabilidade entre 30°C e 50°C. A presem;a de Ca Mg,
Mn™ e Zn"? nio afetou a atividade de PMGL, enquanto os ions Co™%, Cu™? e Fe? tiveram
efeitos negativos sobre a atividade da enzima.

2.2.2.5. Poligalacturonato liase (PGL):

A fragdo endo-PGL ¢ produzida somente por microrganismos, basicamente por
bactérias e alguns fungos patogénicos. Ela atua sobre o poligalacturonato, produzindo
oligogalacturonatos insaturados, sendo os pectatos geralmente bons substratos para esta
enzima. O pH 6timo das endo-PGL situa-se na regido alcalina, entre pH 8,0 e pH 10,0 ,
bastante elevado frente as outras enzimas pectinoliticas, existindo ainda outra
particularidade: estas enzimas requerem Ca™” para ativar a reacdo enzimatica. Devido a
este fato, agentes quelantes (EDTA por exemplo) sdo inibidores destas enzimas. O peso
molecular das endo-PGL varia na faixa de 30 kDa a 40 kDa, o ponto isoelétrico
normalmente € maior que 9,0 e ha uma ampla faixa de valores de K,, para o pectato. A
atividade de endo-PGL diminui a medida que o comprimento da cadeia de
oligogalacturonato diminui (WHITAKER, 1990).

As exo-PGL ocorrem somente extracelularmente em apenas algumas poucas
bactérias, sendo o poligalacturonato seu substrato preferencial. A degradagio por esta
enzima produz normalmente digalacturonatos insaturados, a partir da extremidade
redutora da cadeia do substrato O pH étimo desta frag3o pectinolitica situa-se entre pH
80e pH 9,5. fons Ca™® também sdo necessarios para ativar as exo-PGL, exceto no caso
da enzima das bactérias do género Erwinia. A degradagio de poligalacturonatos e
oligogalacturonatos com pelo menos trés unidades de acido galacturénicos ocorre a uma
velocidade constante, ao contrario do que acontece com a fragio endo-PGL
(WHITAKER, 1990; MACMILLAN e SHEIMAN, 1974)

2.2.3. Produgio:

Segundo FOGARTY e WARD (1974) e FOGARTY e KELLY (1979), a
produgdo de pectinases em larga escala é feita basicamente por fungos, particularmente
do género Aspergillus. Dentre estes, linhagens de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Aspergillus wentii e Aspergillus flavus s3o algumas das mais adequadas. As
caracteristicas das enzimas obtidas a partir destas fontes tornam-nas ideais para o
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processamento de frutas, sendo esta sua principal aplicagdo. Os preparados enzimaticos
comerciais de origem fingica normalmente contém uma mistura de enzimas
pectinoliticas. Existem dois métodos para produgio de enzimas microbianas:
fermentagdo em meio semi-solido e fermentagdo submersa. A selegdo do microrganismo
capaz de produzir a enzima em niveis adequados € o primeiro passo para a produgio de
qualquer enzima microbiana comercial. Esta selegdo normalmente é resultado da
investigacdo da capacidade de centenas de espécies e linhagens em produzir a enzima
desejada. A linhagem selecionada pode sofrer ainda melhoramentos genéticos para
atingir niveis de produg@o mais elevados. A cultura pura do microrganismo é mantida
sob condigbes rigidamente controladas, através de cultura em agar inclinado e
armazenamento como culturas liofilizadas. Exames detalhados da cultura s3o realizados
periodicamente para assegurar que ela esta livre de contaminantes, assim garantindo a
uniformidade da produg@o da enzima. Os pardmetros que afetam a sintese da enzima
microbiana devem ser estudados para otimizar a sua produ¢do. De um modo geral, entre
os fatores mais importantes que influenciam a produ¢do da enzima pode-se citar a
espécie (ou linhagem) microbiana, a composi¢do do meio de fermentagdo, o pH e a
temperatura (FOGARTY e WARD, 1974).

Na fermentagdo em cultura submersa, a determina¢do de um meio de cultivo
balanceado € critico para a produgdo de elevadas quantidades de enzima. Desta forma, o
meio liquido € preparado por um grande nimero de componentes: misturas de
carboidratos (glicose, melagos, amido, hidrolisado de amido, cereais moidos - como
farelo de trigo), materiais nitrogenados (sais de amoénia, extratos de levedura, gelatina,
caseina), ¢ minerais. Um meio preparado com esses ingredientes é adequado para a
produgdo de diversas enzimas. A maior parte das pectinases comerciais sio enzimas
indutiveis e substratos com altos teores de pectina, como polpa de beterraba, casca de
citricos e polpa de magd, devem ser adicionados ao meio de fermentagdo para que a
produgdo da enzima seja estimulada (FOGARTY e WARD, 1974).

Na fermentagdo em meio semi-solido para produgdo de pectinase, o meio pode
ser composto por farelo de trigo e varios outros ingredientes dentre os acima
mencionados. Agua ¢ adicionada ao meio de forma que o farelo a absorva, juntamente
com os demais nutrientes (FOGARTY e WARD, 1974).

Dois sistemas s3o empregados para a produgio de pectinase por cultivo em meio
semi-solido. No primeiro, camaras fechadas de grandes dimensdes sdo preenchidas com
bandejas perfuradas contendo finas camadas de meio de cultivo imido. No segundo
sistema, tambores rotativos horizontais sdo preenchidos até que metade a dois tergos de
seu volume esteja ocupado pelo meio. Apds a inoculagdo com uma suspensio de
esporos, ar € circulado através dos sistemas. O controle de temperatura € feito com ar
frio e sistemas de resfriamento acoplados, no caso das cadmaras, enquanto que nos
tambores rotativos este controle é feito pela circulagdo de agua sobre a superficie do
cilindro. O tempo de fermentagio necessério para a produ¢do da enzima varia de um a
seis dias em ambos os casos (FOGARTY e KELLY, 1979).

A extragdo das enzimas pectinoliticas produzidas por fermentagdo submersa é
realizada por filtragio ou centrifugagdo, visando separar a massa celular e demais
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componentes insoliveis do meio de cultura. A posterior concentracio da enzima nio é
obrigatoriamente realizada. Quando produzidas por fermentagio em meio semi-soélido, as
enzimas podem ser extraidas através de um sistema de extracio em contra-corrente com
agua e conservantes. Outra possibilidade, neste caso, seria a secagem do material
fermentado a baixas temperaturas. Este material seco pode ser usado como um
preparado comercial cru ou pode ser armazenado e a enzima extraida posteriormente
(FOGARTY e WARD, 1974).

O extrato enzimatico liquido pode ser concentrado a vacuo ou precipitado por
sais - (NHi) »SOs , Na;SO; , NaCl ou Na,HPO, - ou por solventes organicos
(isopropanol, acetona, acetato de etila, metanol ou etanol). O precipitado obtido é
centrifugado (ou filtrado) e posteriormente seco a baixas temperaturas ou por “spray-
drying”. Em seguida ele sofre uma moagem para se obter um tamanho de particula
especifico, sendo usado na preparagio de formulagdes comerciais da enzima. O material
em po € tanto vendido como um concentrado enzimatico com base na sua atividade,
como também diluido com diversos agentes (gelatina, caseina, glicose, sacarose, lactose,
amido, sais e solugSes tampao) para resultar em uma atividade padrio (FOGARTY e
WARD, 1974).

GHILDYAL et al. (1981) estudaram a produgdo em larga escala de enzimas
pectinoliticas por fermentagdo em meio semi-solido de farelo de trigo. O meio
umidificado, colocado em bandejas perfuradas, era inoculado com esporos de
Aspergillus carbanerius CFTRI 1048. As bandejas eram em seguida colocadas na
camara de um fermentador comercial de superficie, cuja capacidade era de 96 bandejas.
O equipamento contava com controles de umidade, temperatura e circulagio de ar. As
fermentagdes eram conduzidas por 20 a 21 horas, a temperatura entre 30°C e 35°C e sob
umidade relativa de 90%. Quando o controle de temperatura nio foi empregado, a
temperatura do meio aumentou desde 25°C até 45,2°C devido a geragio de calor durante
a fermentagio, resultando em diminui¢do de cerca de 12% na producio da enzima. Neste
estudo também foram verificados os efeitos da temperatura de extragio e do solvente
empregado, além do efeito da concentragdo de etanol e do tempo na precipitagio da
enzima. Utilizando o material fermentado seco, foram testados os solventes agua, agua
destilada e tampao fosfato 0,1 M, sob temperaturas de 4°C e ambiente (25°C a 28°C). As
atividades pectinoliticas obtidas com a extragdo sob temperatura ambiente foram
praticamente as mesmas para todos os solventes. A extragdo a 4°C com tampio fosfato
0,1 M e agua destilada apresentaram uma recuperag¢do de enzima ligeiramente superior
as anteriormente citadas. A precipitagdio da enzima a partir do extrato liquido foi
estudada empregando-se diversas concentragdes de etanol, em diferentes intervalos de
tempo (5 minutos a 6 horas). Houve perda significativa de atividade pectinolitica com o
aumento do tempo de contato do etanol com a enzima, concluindo-se que o processo
deve ser realizado da forma mais rapida possivel. Em termos de concentragio de etanol,
a concentragdo Otima de alcool na mistura foi determinado como sendo 50%. A
precipitagdo conduzida a 4°C proporcionou recuperagio da enzima 25% maior frente
aquela conduzida a temperatura ambiente.

MALDONADO et al. (1986) estudaram a produgdo de pectinase de linhagens de
Aspergillus sp obtidas a partir de lim3es em decomposigdo. Foram testadas cascas de
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limdo submetidas a diferentes tratamentos como fonte de carbono em fermentagio
submersa: casca fresca ndo lavada; casca fresca lavada; casca fresca ndo lavada e seca a
100°C (em laboratério); casca fresca lavada e seca a 100°C (em laboratério); e casca
totalmente processada na unidade industrial. Os piores resultados foram obtidos quando
se utilizou casca de limdo seca totalmente processada na industria. As atividades de
poligalacturonase e pectinaesterase verificadas neste caso foram cerca de um tergo
daquelas obtidas usando-se pectina como fonte de carbono. Quando do emprego dos
outros tipos de casca de limdo, a atividade de poligalacturonase ndo se alterou
significativamente, sendo aproximadamente 20% maior que aquela obtida com pectina
como fonte de carbono. A maior atividade de pectinaesterase foi obtida quando casca de
limdo fresca, ndo lavada e seca a 100°C foi utilizada, sugerindo que as substincias que
aumentam a biossintese desta enzima foram eliminadas pela lavagem.

MAIORANO (1990) estudou a produgdo de pectinase por cultivo de Aspergillus
em fermentag3o semi-solida em frascos Erlenmeyer de 250 ml. Foram utilizados dois
sistemas de fermentagdo (descontinuo e de corte), empregando-se farelo de trigo como
substrato, complementado por uma solugdo salina. Observou-se que o valor de pH inicial
do meio de cultivo que proporcionou a maior produgdo de pectinase situou-se ao redor
de 3,6. Os ensaios em sistemas de cortes foram iniciados com uma fase descontinua. O
primeiro deles teve a opera¢do de corte realizada apds 20 horas e o segundo apds 65
horas de fase descontinua. Foi verificado pelo autor que o instante em que € realizado o
corte e a fragdo de corte tém influéncia significativa no processo. No caso deste sistema,
com fragdo de corte igual a 75% e quando esta operagdo foi realizada apés 20 horas de
fermentagdo descontinua, obteve-se a maxima atividade de pectinase, que foi 11% maior
que o valor obtido com o sistema descontinuo.

FRIEDRICH et al. (1992) estudaram o efeito da fonte de carbono na produgio
de enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger e na produgio de biomassa na
fermentagio em meio submerso. Agucares simples foram utilizados como Unica fonte de
carbono, sendo os melhores resultados obtidos - para a produg¢do das fragdes
pectinoliticas - com a utilizagdo de sacarose previamente deionizada em uma resina de
troca idnica. Entretanto, neste caso, a produgdo de biomassa foi menor que a obtida com
sacarose ndo deionizada e com pectina. Algumas atividades enzimaticas, como
pectinaesterase (PMGE) e pectina liase (PMGL), apresentaram atividades similares
aquelas obtidas quando da utilizagdo de pectina no substrato, mas para a atividade de
poligalacturonase (PG) e atividade despectinizante sobre suco de magd (AJDA), os
resultados obtidos com sacarose deionizada foram melhores que os obtidos com pectina.

BARACAT et al. (1991) verificou que a utilizagdo de polpa de laranja como
fonte de carbono na fermentagdo em meio liquido de Aspergillus fumigatus, para a
produgdo de atividade de poligalacturonase (PG), forneceu melhores resultados frente
aos obtidos tanto com pectina quanto com celulose, amido, lactose, sacarose e glicose. O
microrganismo provavelmente apresenta outras fragdes dentro do seu sistema
pectinolitico, uma vez que a atividade de pectinase total (TP) foi sempre superior a
atividade da fragio PG.
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Utilizando os fungos Aspergillus niger An-8 , Rhizopus Rh-3 e Pleorotus
ostreatus, MENEZES et al. (1989) pesquisaram a produ¢do de proteina microbiana
(SCP) para ragdo animal. A fermentagdo foi realizada em meio semi-sélido, cujo
substrato era bagago de polpa de laranja - obtido junto a industria de suco de laranja
concentrado, sem prévia neutralizagio e peletizagdo - complementado com uma solugio
de sais nutrientes (NH4NO3, KH,PO,4 e MgS0O4.7H,0). Foi verificado que o teor

médio de proteina no residuo atingiu 12% a 15%, o que representou um aumento entre
125% e 300% (base seca), dependendo da espécie utilizada. O fungo Aspergillus niger
foi considerado o mais efetivo, tendo apresentado uma elevada taxa de crescimento,
provavelmente devido ao seu eficiente sistema enzimatico. Este sistema apresentou
elevadas atividades de glicoamilase, celulase e beta-glicosidase. Sabe-se também que esta
espécie € uma boa produtora de enzimas pectinoliticas. Por outro lado, o fungo
Pleorotus ostreatus nao foi capaz de converter o substrato em proteina. Segundo os
autores, este fungo teria capacidade de atuar sobre o substrato devido ao fato de possuir
sistema enzimatico degradante de celulose, xilano e hemicelulose. Provavelmente o 6leo
essencial da casca de laranja remanescente no bagago foi a causa da inibicio do
desenvolvimento do microrganismo.

2.3. Fermenta¢ao em meio semi-sélido:

GUTIERREZ-ROJAS e FAVELA TORRES (1992) definem as fermentagdes em
meio sélido como sendo aquelas onde o "substrato € um material imido, ndo suspenso
em agua € sem escorrimento aquoso, que permite o desenvolvimento de fermentagio
empregando um ou mais microrganismos". O teor de umidade do substrato deve variar
entre 12% até cerca de 80%. Abaixo do limite minimo, os microrganismos nio se
desenvolvem. O limite superior € fixado em fungdo da capacidade de absor¢do de dgua
pelo material empregado (ORIOL et al., 1988). Entretanto agua em excesso ira diminuir
a porosidade e a difusdo do oxigénio no material, além de aumentar o risco de
contaminagio bacteriana. O material umido pode atuar simplesmente como um suporte
ou como substrato.

Dentre os residuos celuldsicos de origem agroindustrial susceptiveis de serem
empregados como substrato, destacam-se a polpa de café, palhas e casca de frutas
processadas. Esses materiais podem ser objeto de pré-tratamentos fisicos € quimicos,
cuja finalidade € melhorar as caracteristicas relacionadas com a porosidade do substrato,
sua capacidade de reten¢do de agua e nutrientes soluveis, e a capacidade das particulas
em se manterem livres, sem formagdo de grumos, visando uma maior transferéncia de
massa através do substrato. A fermentagdo em meio absorvido, na qual o material sélido
¢ utilizado primordialmente como suporte para o substrato, é apresentada pelos autores
como sendo uma possivel variagio da fermentagdo em meio semi-sélido. Como exemplo,
GUTIERREZ-ROJAS e FAVELA TORRES (1992) citam um estudo realizado por eles
cujo objetivo era produzir enzimas pectinoliticas. Neste trabalho, bagago de cana pré-
tratado ¢ utilizado como suporte, absorvendo o substrato (sacarose e glicose) e o indutor
da sintese enzimatica (pectina).

Quanto aos microrganismos que podem ser empregados, GUTIERREZ-ROJAS e
FAVELA TORRES (1992) apresentam os fungos filamentosos como sendo os mais
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apropriados a esse tipo de fermentagdo. Os fungos apresentam maior versatilidade
(grande variedade de produtos especificos que podem ser obtidos), sdo ficeis de
manejar, ndo sdo patogénicos, crescem a baixo pH (menor possibilidade de
contaminagdo bacteriana), esporulam facilmente e as quantidades obtidas dos produtos
especificos sdo razoaveis. Os pesquisadores apresentam as principais vantagens da
fermentagio em meio semi-sélido frente a submersa, como menor requerimento de
energia, obten¢do de produtos concentrados (que facilitam a extragio), menor produgio
de efluentes, condigdes ndo estéreis e baixo consumo de agua. Todas estas vantagens sio
importantes e devem ser levadas em conta ndo s6 pelo aspecto econdmico, mas também
pelo aspecto ambiental, pois a fermentagio em meio semi-sélido, de um modo geral, tem
menor impacto sobre o meio ambiente. As desvantagens desse tipo de fermentagio sdo o
dificil controle do processo, os problemas relativos a transferéncia de massa e os poucos
conhecimentos técnicos, fisiologicos e bioquimicos.

Os biorreatores para a fermentagdo em meio semi-solido sdo descritos em mais
detalhes por PANDEY (1991), inclusive quanto aos aspectos econdmicos envolvidos. Os
fermentadores de bandejas sdo os mais simples, e as bandejas podem ser metalicas
(aluminio ou ferro), de plasticas ou mesmo de madeira. No caso de bandejas de ferro,
estas devem ser pintadas para se evitar corrosdo. Elas sdo perfuradas de forma a conter o
substrato e permitir que haja aeragdo na superficie inferior do meio de cultivo.
Normalmente as bandejas s3o arranjadas dentro da cdmara umas sobre as outras, com
uma distincia adequada entre elas. Os fermentadores de bandeja sio caracterizados
como sendo de alto custo, pois necessitam de uma grande area operacional e o substrato
ndo pode ser esterilizado no fermentador. Além disso, o manuseio das bandejas ¢é
dificultado no caso daquelas com grandes dimensdes.

Nos fermentadores de tambor rotativo, o crescimento microbiano é considerado
como sendo melhor e mais uniforme relativamente aos fermentadores de bandeja, e a
mistura do substrato é normalmente feita a baixas velocidades de rotagdo. Quando esta é
realizada em velocidades elevadas, pode ocorrer danos ao micélio. Em alguns processos
continuos de compostagem, os tambores de grandes dimensGes posicionados
ligeiramente inclinados e a rotagdo continua proporcionam um excelente efeito
(PANDEY, 1991).

Os fermentadores de coluna consistem basicamente de uma coluna de vidro ou
plastico com tampas nas duas extremidades, podendo ter uma jaqueta acoplada
externamente com circulagdo de agua para o controle da temperatura. Este controle
pode ser também pela imersdo das colunas em um banho termostatico. Os fermentadores
de coluna sdo empregados basicamente em estudos de laboratério (PANDEY 1991)

O autor acima cita ainda outros sistemas de fermenta¢gdo menos utilizados, como
o desenvolvido por CUERO et al.(1985) para estudos em escala de laboratério, onde o
meio de fermentagdo é acondicionado em sacos plasticos produzidos a partir de um filme
especial de polipropileno. Este material apresenta microporos menores que 0,4 pum, os
quais permitem uma eficiente transmiss@o de ar e vapor d’agua sem comprometimento
da esterilidade do conteudo interno.
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Os aspectos econdmicos da fermentagdo em meio semi-sélido e da fermentagio
submersa devem levar em conta alguns fatores, tais como a concentragdo do produto nos
meios de fermenta¢do, o custo do processo de separagio e purificagdo, o custo do
processamento dos efluentes, e as caracteristicas do produto. Baseado nestes aspectos e
em outras caracteristicas de diversos processos onde a fermentagio em meio semi-solida
¢ empregada, PANDEY (1991) conclui que os sistemas de fermentagio em meio semi-
sélido podem ser economicamente vantajosos em relagio a fermentagio submersa em
alguns casos. Entretanto, os recentes desenvolvimentos tém permitido um controle
dindmico do processo em fermentagdes em meio liquido, empregando o monitoramento
por computador, enquanto na fermentagio em meio semi-solido o controle de processo é
ainda bastante incipiente.

HESSELTINE (1972) descreve as caracteristicas das fermentagdes em meio
semi-solido quando o sistema ¢é agitado. Segundo este autor, o substrato sélido deve
permitir a livre circulagdo de ar, ndo se formando agregados do material durante a
fermentagdo. Desta forma, a umidade do substrato deve ser mantida em niveis baixos, ao
redor de 28%. Para que a aeragdo ndo seja comprometida, o volume de substrato
relativamente a capacidade volumétrica do reator ndo deve ser grande.

Dentre as principais vantagens desse processo fermentativo, destacam-se as
seguintes: emprego de um Unico ingrediente, adicionado quando necessario de outros
nutrientes, pequeno espago ocupado pelo equipamento, uma vez que a quantidade de
agua € pequena; ndo necessidade de tanques para a produgdo de indculo, uma vez que os
esporos sdo usados diretamente; inexisténcia de problemas relativos a contaminagdo
bacteriana, devido a baixa umidade do meio de cultivo; as condi¢des de crescimento do
fungo sdo mais parecidas aquelas encontradas no seu habitat natural; diminui¢do
significativa da esporulagéo do fungo devido a agitagdo (ao contrario do que acontece na
cultura em bandejas), diminuindo a possibilidade de contaminagio da area de
fermentac@o e, se for patogénico, diminuindo as chances de infec¢do dos manipuladores;
normalmente maiores taxas de produg3o sao obtidas em relagdo a fermentagdo submersa;
e extragdo do produto desejado a partir do proprio biorreator, pela adi¢io direta do
solvente (HESSELTINE, 1972).

As principais desvantagens da fermentagdo em meio semi-sélido em sistema
agitado referem-se a0 maior consumo de energia, a grande quantidade de espéros
necessarios para o inoculo, aos pré-tratamentos que os substratos normalmente devem
sofrer, e a necessidade de muito trabalho de desenvolvimento para que o processo possa
ter sua escala ampliada com sucesso. Finalmente, os maiores problemas relacionados a
utilizagdo de substratos solidos sdo: a necessidade de se produzir o inéculo em grandes
quantidades, com esporos com capacidade de germinagio rapida e uniforme, acima de
95%; a determinagdo da quantidade 6tima de inéculo para cada fermentagdo; os niveis de
umidade do meio semi-solido devem ser determinados para cada espécie fungica
empregada; e requerimento de consideravel desenvolvimento na parte de engenharia,
incluindo a relagdo entre a quantidade 6tima de substrato e a forma e dimensdo do
fermentador (HESSELTINE, 1972).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Matéria-prima - bagaco de laranja peletizado:

O bagago de laranja peletizado foi obtido junto a industria Cutrale (unidade de
Olimpia/SP), tendo sido produzido a partir do processamento de laranjas das variedades
Pera (60,4%), Natal (32,1%) e Valéncia (7,5%), colhidas no periodo de entressafra, nos
dias 15 e 16 de abril de 1994. O rendimento em suco foi de 62% e a relagdo Brix:acidez
(“ratio”) foi de 11,42.

Apos a extragdo do suco de laranja nas extratoras FMC, o bagago, 4 temperatura
ambiente € com umidade entre 80% e 82%, foi transportado através de um sistema de
rosca sem fim até o tanque de neutralizagdo. Adicionou-se cal (CaO) na proporgio de
0,07 kg por caixa (40 kg) de laranja processada. Ao final deste processo, o bagaco de
laranja atingiu pH entre 7,0 e 7,5. Em seguida o bagago de laranja neutralizado foi
submetido a prensagem, tendo sua umidade reduzida para cerca de 62% a 65%.

O bagago prensado foi conduzido até a unidade de secagem, onde ar quente era
admitido a temperatura de 780°C. Ao deixar o equipamento, o ar imido apresentava
temperatura de 120°C e o bagago de laranja teve sua umidade diminuida para 9%. Parte
do licor obtido na prensagem foi adicionado ao bagago de laranja seco anteriormente a
peletizagdo para se atingir valores de umidade entre 10% e 12% no pelete.

3.2. Preparo do substrato:
3.2.1. Moagem do bagaco peletizado:

Anteriormente a sua utilizagdo, o material peletizado foi desintegrado em moinho
de faca (Maquinas Renard / MFC-180-75-01; acionamento por motor de 1 CV; peneira
numero 1 - abertura de 1,9 mm).

3.2.2. Lavagem e secagem:

A lavagem do bagago moido foi realizada em um tanque de ago inox de
aproximadamente 40 litros de capacidade. O bagago foi colocado no tanque até ocupar
cerca de um quarto da sua capacidade, e em seguida completou-se o volume com agua.
Apés alguns minutos, a agua foi retirada pela saida inferior do tanque, que dispunha de
uma tela metalica para reter o material solido. Este procedimento foi repetido
sucessivamente até que se obtivesse um teor de agucares redutores totais (ART) inferior
a 1% no bagago seco. O bagago foi posteriormente seco em secador de bandejas, sob
temperatura maxima de 60°C.

22



3.3. Caracterizacao do substrato:

3.3.1. Granulometria:

A analise granulométrica do bagago de laranja moido foi realizada em agitador de
peneiras tipo magnético, marca Bertel, maquina nimero 319, série 8703, com escala
variavel de agitagio (0 a 10).

Foram realizadas 3 repeti¢Ses para o bagago nao lavado, utilizando-se 4 peneiras
marca Granutest: ABNT 12 (Tyler 10), ABNT 16 (Tyler 14), ABNT 25 (Tyler 24) e
ABNT 70 (Tyler 65). A posigio da escala de agitagdo empregada foi a maxima (10), e o
experimento foi realizado por um periodo de 30 minutos.

Para o bagago lavado adotou-se o mesmo procedimento. Neste caso, entretanto,
apenas uma repeti¢ao foi realizada, uma vez que todo o material lavado foi analisado.

3.3.2. Umidade:

A umidade do bagaco de laranja foi determinada a partir da medida da diferenca
de massa entre a amostra imida e a seca. A secagem foi realizada sob temperatura de

105°C em estufa aerada, com as amostras acondicionadas em frascos previamente
tarados. Apds 24 horas de secagem, os frascos foram colocados em dissecador até
atingirem a temperatura ambiente e em seguida pesados em balanga analitica da marca
Sartorius Analytic, modelo A200S.

3.3.3. pH do bagaco de laranja:

Foi preparada uma suspensio do bagago de laranja em agua destilada, na
proporgdo 1:10 (massa:volume). Apds agitagdo a 150 rpm por 30 minutos em mesa
rotativa, fez-se a determinagdo do pH da suspensio em potencidmetro da marca
Analyser, modelo pH 300.

3.4. Microrganismo:

O microrganismo utilizado foi o fungo Penicillium italicum 1Z 1584, obtido junto
ao Instituto Zimotécnico, ESALQ, Piracicaba, SP. Sua manutengio foi realizada através
de repiques quinzenais sucessivos em tubos de ensaio contendo meio agar-batata-

dextrose inclinado, os quais eram incubados a 28°C ap0s a inoculagio.
3.5. Inéculo:

3.5.1. Preparo:

O in6culo para a fermentagdo em meio liquido foi preparado pela adigdo de agua
destilada esténl aos tubos de ensaio contendo a cultura pura do fungo Penicillium
italicum 1Z 1584, desenvolvida por 7 dias a 28°C em meio batata-dextrose-agar
inclinado. A suspensdo de esporos foi obtida pela raspagem do agar com al¢a metalica,
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seguida de agitagdo manual. A fermentagio foi iniciada pela adi¢do de uma aliquota da
suspensdo de esporos ao meio de cultura submersa.

Para a fermentagdo em meio semi-solido, o indculo foi preparado de forma
idéntica aquela acima descrita, exceto pelo fato da cultura ter sido desenvolvida em
frascos Erlenmeyer ao invés de tubos de ensaio. A fermentagdo foi iniciada pela adi¢do
de uma aliquota da suspensio de esporos em cada embalagem contendo o meio de
cultivo. Esta foi novamente selada, homogeinizada manualmente e incubada a 28°C em
estufa com circulagdo de ar (exceto onde especificada outra temperatura).

3.5.2. Contagem de esporos:

A contagem de esporos foi realizada através de microscopio 6ptico, em
duplicatas, utilizando-se cdmara de Neubauer.

3.6. Meios de cultura:
3.6.1. Meios de cultura para a fermentac¢io em meio liquido:
Os meios de cultivo para a fermentagdo submersa descritos na Tabela 3.1 foram

definidos a partir dos meios empregados por ALANA et al. (1989), ALANA et al.
(1990) e BRUMANO et al. (1993).

TABELA 3.1: Composigdo dos meios de fermentagdo submersa para produgio de
pectinase por Penicillium italicum 1Z 1584.

Componente Meios de Fermentagio

Meio A Meio B
KH2PO4 2,00 g/l 2,00 g/1
FeSO4 0,01 g/l 0,01 g/l
MgS0O4 .7TH20 1,10 g/1 1,10 g/l
KCl 0,50 g/l 0,50 g/l
NaNO3 2,00 g/l 2,00 g/l
Pectina citrica (p. a.) 10,00 g/l 10,00 g/l
Sacarose (p. a.) - 30,00 g/t

Frascos Erlenmeyer de 250 ml receberam 50 ml do meio liquido, sendo em

seguida fechados com tampdo de algoddo e gaze e esterilizados em autoclave a 121°C
por 15 minutos. Foram preparados 4 frascos contendo o Meio A e outros 4 frascos
contendo o Meio B.
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3.6.2. Meios de cultura para a fermentac¢io em meio semi-sélido:

Os meios de cultivo para a fermentagdo em meio semi-solido sdo apresentados na
Tabela 3.2. Eles foram definidos a partir do meio de fermentagdo utilizado por
MENEZES et al. (1989).

O bagaco de laranja foi acondicionado em embalagem de polipropileno de
dimensdes 20,0 cm x 30,2 cm e em seguida adicionaram-se os sais € a sacarose em
solugdo aquosa. A umidade final do substrato foi fixada em 75%. A embalagem
contendo o meio de cultivo foi selada, homogeinizada manualmente e esterilizada em

autoclave a 121°C por 15 minutos.
3.7. Ensaios de fermentacio:
3.7.1. Fermentacio em meio liquido:

A fermentag@o foi iniciada pela adigdo de 1 ml da suspens3o de esporos (1,906 x
10° espéros/ml) em cada frasco, resultando em uma concentragdo de 3,812 x 10°
esporos/ml de meio de fermentagdo. Ela foi conduzida a 29°C sob agitagio de 150 rpm
em mesa rotativa da marca Rotary Shaker - Fermentation Design Inc., modelo 053 1.

Uma amostra do caldo de fermenta¢do de cada meio de cultura foi retirada em
intervalos de tempo de 48 horas, sendo que uma aliquota foi empregada para
determinag¢do do pH e o restante da amostra foi centrifugada a 5000 rpm (3.357 g). O
sobrenadante obtido na centrifugagdo foi analisado quanto ao teor de agucares redutores
totais (ART), sendo também empregado como extrato enzimatico bruto na determinagio
da atividade de pectinase.

3.7.2. Fermenta¢iao em meio semi-solido:
3.7.2.1. Estudo da extracio da enzima:

Neste experimento foi empregado o meio MI, descrito na Tabela 3.2 (item
3.6.2). Cada embalagem contendo o meio semi-solido foi inoculada com 1,031.10°

espoéros/ g de bagago seco e a fermentagao foi conduzida sob temperatura de 28°C.

O material fermentado foi retirado das embalagens ap6s 6 dias de fermentagio e

distribuido sobre uma tela de nylon, sendo novamente colocado na estufa a 28°C. A
fermentagdo prosseguiu até que o meio de cultivo tivesse sua umidade suficientemente
reduzida (15% - base umida), o que foi obtido ap6s 44 horas e 30 minutos. Com este
nivel de umidade considerou-se que a fermentagdo estava interrompida.

O material fermentado seco foi homogeinizado manualmente e amostras de 4,0 g
foram retiradas para se fazer a extragdo da enzima.
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As variaveis solvente (agua destilada e solugdo 0,1% de Tween 80), dilui¢do do
material fermentado, condig¢do de agitagdo e tempo de extragdo foram estudadas em dois
niveis.

Foram realizados quatro planejamentos fatoriais, sendo a unica diferenga entre
eles os niveis utilizados para o tempo de extragdo. Variou-se o tempo entre 1 hora e 5
horas, avaliando-se os efeitos para cada intervalo de uma hora. As condi¢des de extragao
para cada planejamento fatorial completo sdo apresentadas nas Tabelas 3.3, 3.4, 3.5 e
3.6. Ao final do periodo de extragdo, os materiais suspensos foram separados da fase
liquida por filtragao através de papel de filtro Whatman numero 1.

TABELA 3.3: Variaveis do planejamento fatorial (I) e seus niveis quando os tempos
empregados foram 1h e 2h para a extragdo da pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584:

Fator Variavel Nivel - Nivel +
(1) Solvente Sol. Tween 80 Agua dest.
(2) Agitagdo (rpm) 0 200
3) Diluigdo (m:v) 1:20 1:10
4) Tempo (horas) 1 2

TABELA 3.4: Variaveis do planejamento fatorial (II) e seus niveis quando os tempos
empregados foram 2h e 3h para a extragdo da pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584:

Fator Variavel Nivel - Nivel +
(1 Solvente Sol. Tween 80 Agua dest.
2) Agitagado (rpm) 0 200
3) Diluigdo (m:v) 1:20 1:10
@) Tempo (horas) 2 3

TABELA 3.5: Variaveis do planejamento fatorial (III) e seus niveis quando os tempos
empregados foram 3h e 4h para a extragdo da pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584:

Fator Variavel Nivel - Nivel +
@) Solvente Sol. Tween 80 Agua dest.
(2) Agitagdo (rpm) 0 200
3) Diluigdo (m:v) 1:20 1:10
4) Tempo (horas) 3 4
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TABELA 3.6: Variaveis do planejamento fatorial (IV) e seus niveis quando os tempos
empregados foram 4h e Sh para a extrag3o da pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584:

Fator Variavel Nivel - Nivel +
) Solvente Sol. Tween 80 Agua dest.
2) Agitagdo (rpm) 0 200
3) Diluigdo (m:v) 1:20 1:10
4) Tempo (horas) 4 5

3.7.2.2. Efeito da lavagem do bagaco de laranja:

Dois meios de cultura foram utilizados para o estudo do efeito da lavagem do
bagago de laranja. Suas composigdes eram as especificadas para os meios M2 e M5 na
Tabela 3.2 (item 3.6.2), sendo o pH das solugdes umidificantes ajustado para pH 5,0. Os
meios de fermentacdo foram inoculados com 2,058 x 107 esporos / g de bagago seco
cada um e a fermentagio foi conduzida sob temperatura de 34°C em estufa com
circulagdo de ar, por 7 dias.

A extragdo da enzima pectinase foi realizada pela suspensdo de 20 gramas do
material fermentado (imido) em solugdo 0,1% de Tween 80, na razdo 1:5
(massa:volume), sendo conduzida sem agitagdo e sob temperatura ambiente durante 3
horas. Ao final deste periodo, os materiais suspensos eram separados da fase aquosa por
filtragdo através de papel de filtro Whatman numero 1.

3.7.2.3. Efeito do tempo de fermentai:ﬁo:

Empregou-se o Meio M2 (Tabela 3.2 - item 3.6.2), que foi inoculado com 4,078
x 10° esporos / g bagago seco, e a fermentagdo conduzida a temperatura de 28°C. As
amostras foram retiradas diariamente até o sétimo dia de fermentagdo e a extrag¢do da
enzima realizada como descrito no item 3.7.2.2, fazendo-se a suspensio na razio de 1:10
(massa:volume). O material fermentado imido (MFU) apresentou umidade de 75% (base
umida).

3.7.2.4. Triagem das variaveis:

Neste experimento empregou-se bagago de laranja lavado (20,0 g / embalagem),
sendo as condicdes de fermentagdio com respeito as varidveis temperatura de
fermentacdo, adigdo dos sais NH;NO; KH,PO, e MgSO,.7H,0, adi¢do de sacarose e
pH da solugio umidificante para cada ensaio definidas a partir de um planejamento
fatorial fracionado 2*' de resolugdo IV. Os niveis empregados de cada varidvel (ou
fator) s3o apresentados na Tabela 3.7. Os sais e a sacarose, quando presentes no meio de
fermentag3o, apresentavam as concentragdes especificadas para o meio M4 (Tabela 3.2 -
item 3.6.2). As condigdes de fermentagdo para cada ensaio s3o apresentadas na Tabela
3.8
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TABELA 3.7: Fatores e seus niveis utilizados para a triagem das variaveis que afetam a
producdo de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584.

FATORES NIVEL - NIVEL +
(1) Temperatura 28 °C 34 °C
(2) Sais auséncia presenga
(3) Sacarose auséncia presenga
(4) pH da sol. umidificante 3,0 5,0

A fermentacdo foi iniciada pela inoculagdo de 7,711 x 10° esporos / g bagaco
seco em cada embalagem contendo o meio de fermentagdo semi-solido, e desenvolvida
por 7 dias para todos os ensaios realizados. A extragdo da enzima foi realizada conforme
oitem 3.7.2.2.

TABELA 3.8: Condig¢des da fermentagio semi-solida para cada ensaio visando a triagem
das variaveis que afetam a produg3o de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584.

Ensaio Niveis dos Fatores
1 2 3 4
1 + 4 +
2 - + + -
3 + - + -
4 - - + +
5 + + - -
6 - + - +
7 + - - +
8 - - - -

3.7.2.5. Efeito da concentra¢io de sais nutrientes:

Foram preparados quatro meios de fermentagdo, diferenciados pelas
concentragdes dos sais NH,NO; KH,PO, e MgSO, .7H,0, descritos pelos meios M6,
M2, M7 e M8 na Tabela 3.2 (item 3.6.2). A solugdo umidificante teve seu pH ajustado
para pH 5,0. Os meios de fermentag3o foram inoculados com 2,085 x 107 esporos/ g de
bagago seco e a fermentagdo conduzida 4 temperatura de 34°C por 7 dias. A extragdo foi
realizada conforme descrito no item 3.7.2.2.
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3.7.2.6. Efeito da presenca e tipo dos aciicares:

Foram empregados os meios M2, M3 e M4 descritos no item 3.6.2.1 (Tabela
3.2), sendo que cada embalagem contendo o meio semi-sélido foi inoculada com
3,129x10° esporos / g bagago seco. Os meios M3 e M4 foram definidos de forma que a
concentragio de aglicares em ambos ficasse na faixa de 2,8% a 3,0% (massa:massa). A
fermentagdo foi conduzida a 28°C em estufa com circulagdo de ar. As amostras foram
retiradas apds periodos de 6, 7, 8, 9, 10 e 15 dias de fermentagdo e a extragdo da enzima
realizada conforme descrito no item 3.7.2.2, fazendo-se a suspensdo na razio de 1:10
(massa:volume)

3.7.2.7. Efeito do pH sobre a atividade de pectinase:

Foram realizadas fermentagdes sob diferentes condigdes de pH da solugdo
umidificante, concentracio de sacarose, concentrag@o de sais nutrientes e de temperatura
definidas no experimento triagem de variaveis, onde as duas condi¢bes de temperatura
eram 28°C e 32°C (Ensaio C). Este material foi inoculado com 2,508 x 10° esporos / g de
bagago seco, fermentado durante 5 dias e estocado sob refrigeragdo durante 9 dias,
sendo resultante da primeira tentativa de se fazer o experimento da triagem de variaveis.
Anteriormente as analises, os materiais eram retirados das embalagens e homogeinizados
manualmente. A extragio foi realizada conforme descrito no item 3.7.2.2, fazendo-se a
suspensdo na razao de 1:10 (massa:volume).

O meio de fermentagio empregado no Ensaio D foi idéntico ao Meio M2 (Tabela
3.2 - item 3.6.2) O material foi inoculado com 2,085 x 107 esporos / g de bagago seco e
a fermentagdo foi conduzida a temperatura de 34°C por 7 dias. As analises foram
realizadas ao final deste periodo. A extragao foi realizada como descrito no item 3.7.2.2.

3.7.2.8. Efeito da temperatura sobre a atividade de pectinase:-

O material utilizado neste experimento, bem como todos os procedimentos,
foram exatamente os mesmos do item anterior (3.7.2.5), somente se diferenciando pelo
fato daquele empregado para o Ensaio C ter permanecido 14 dias estocado sob
refrigeragdo.

3.7.2.9. Determinacio do pH 6timo e da temperatura étima para a atividade de
pectinase:

A determinacgdo das condi¢des otimas de temperatura e pH para a atividade de
pectinase foi realizada apenas na regido de pH 4cido. Empregou-se o meio M2 (Tabela
3.2 - item 3.6.2.1), o qual foi inoculado com 2,058 x 107 esporos / g de bagago seco. A

fermentagdo foi conduzida 4 temperatura de 34°C por 7 dias e a extragdo foi realizada
como descrito no item 3.7.2.2.
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3.8. Determinacao do pH
3.8.1. pH do meio liquido:

Uma aliquota do meio de fermentagdo teve seu pH determinado diretamente em
potenciémetro da marca Analyser, modelo pH 300.

3.8.2. pH do meio semi-sélido:

Uma aliquota da suspensio do extrato enzimatico bruto nao filtrado teve seu pH
determinado diretamente em potenciOmetro da marca Analyser, modelo pH 300,
conforme item 3.3.3.

3.9. Atividade de pectinase:

A atividade de pectinase foi determinada pela quantificagdo dos grupos redutores
produzidos na reagdo entre o extrato enzimatico bruto, solugio tampao e solugdo 1,0%
de pectina citrica p.a.. A reagdo foi iniciada pela adi¢do do substrato, sendo conduzida
em banho-maria & temperatura constante. Apés o periodo de incubagdo, a reagdo foi
interrompida através da inativa¢do da enzima por aquecimento das amostras em banho-
maria em ebuli¢do por 10 minutos.

O branco e o controle foram preparados de forma semelhante a descrigdo acima,
substituindo-se 0 extrato enzimatico bruto respectivamente por agua destilada e pelo
extrato enzimatico bruto previamente inativado em banho-maria em ebuligdo por 10
minutos.

A quantificacdo dos grupos redutores, expressos como acido galacturdnico, foi
realizada pelo método de Somogyi-Nelson como descrito no item 3.11.

A atividade de pectinase foi calculada pela diferenga de concentrag@o dos grupos
redutores presentes nas amostras e nos respectivos controles. Uma unidade internacional
de atividade (UI) foi definida como umol de acido galacturonico produzido por minuto.
Para a fermentagdo em meio liquido, a atividade de pectinase foi expressa em UI por 1
ml da solug@o de reagdo ( UI / ml ). Para a fermentacdo em meio semi-sélido a atividade
enzimatica foi expressa em Ul por grama de material fermentado umido (UI / g MFU),
exceto no experimento “estudo da extragdo da enzima”, onde ela foi expressa como Ul
por grama de material fermentado seco (UI/ g MFS).

3.9.1. Atividade de pectinase na fermentac¢io em meio liquido:
A mistura de reagdo para determinag3o da atividade de pectinase foi composta
por 1,0 ml do extrato enzimatico bruto, 2,0 ml de tamp3o citrato-fosfato 0,1 M pH 6,0 e

1,0 ml de solugdo 1,0% de pectina citrica. A reagdo enzimatica foi realizada sob
temperatura de 40°C durante 30 minutos.
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3.9.2. Atividade de pectinase nas fermentacdes em meio semi-solido:

No estudo da extragio da enzima, a mistura de reagdo para determinacdo da
atividade de pectinase foi composta por 1,0 ml do extrato enzimatico bruto, 2,0 ml de
tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5 e 1,0 ml de solugdo 1,0% de pectina citrica. A
reacio enzimatica foi realizada sob temperatura de 40°C durante 60 minutos.

Nos estudos do efeito do tempo de fermentagao e do efeito da presencga e tipo
dos aglicares, os volumes dos componentes e a temperatura de incubagdo foram
idénticos aqueles especificados para o estudo da extragio da enzima, sendo empregado
tampio citrato-fosfato 0,1M pH 6,0. A reagio enzimatica foi conduzida por 30 minutos.

Nos estudos do efeito da lavagem do bagaco, do efeito da concentragdo de sais
nutrientes e na triagem de variaveis, a mistura de reagdo para determinagdo da atividade
de pectinase foi composta por 1,0 ml do extrato enzimatico bruto, 1,0 ml de tampao
citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0 e 1,0 ml de solugdo 1,0% de pectina citrica. A reagdo
enzimatica foi realizada sob temperatura de 45°C durante 30 minutos.

Nos estudos dos efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade de pectinase, a
mistura de reagdo foi composta por 1,0 ml do extrato enzimatico bruto, 1,0 ml de
solugio 1,0% de pectina e 1,0 ml do tampo. Os tampdes empregados nos Ensaios C e
D (Efeito do pH) foram citrato-fosfato 0,1 M para os valores de pH 3,0 a pH 7,0, e
borato 0,1 M para valores de pH entre 8,0 e 9,0. No caso do estudo do efeito da
temperatura, empregou-se tampao citrato-fosfato 0,1M pH 5,0 para o Ensaio C e pH 5,5
para o Ensaio D. A temperatura de incubagdo foi de 45°C para os Ensaios C e D do
estudo do efeito do pH sobre a atividade enzimatica. O tempo de incubagdo foi de 45
minutos para o Ensaio C do estudo do efeito do pH, e 30 minutos para os demais.

Na determinagio do pH otimo e da temperatura Otima para atividade de
pectinase, a mistura de reagio foi composta por 1,0 ml do extrato enzimatico bruto, 1,0
ml de solucdo 1,0% de pectina e 1,0 ml do tampio citrato-fosfato 0,1M. O tempo de
incubagio foi 30 minutos.

3.10. Acuicares redutores totais (ART):

Para a analise de ART do meio liquido, tomou-se uma aliquota de 5,0 ml do
sobrenadante e adicionou-se 0,5 ml de solugdo aquosa de acido cloridrico 17%. A
solugdo resultante foi aquecida em banho-maria a 70°C por 15 minutos. Ao término
deste periodo, a solugdo foi deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente,
sendo em seguida neutralizada com solugdo de hidroxido de sédio 10%. Os agucares
redutores foram quantificados na solugdo neutralizada através do método de Somogyi-
Nelson, como descrito no item 3.11.

No caso do bagago nio fermentado e do material proveniente de fermentagio em

meio semi-solido, uma amostra de 5,0 g de foi suspensa em 80 ml de 4gua destilada, em
frasco Erlenmeyer de 250 ml. Esta suspensdo foi submetida a agitagdo de 250 rpm por
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15 minutos em agitador e em seguida filtrada em papel de filtro Whatman numero 1.
Com o filtrado obtido determinou-se o teor de ART como descrito anteriormente.

3.11. A¢iicares redutores (método de Somogyi-Nelson):

Este método empregou duas solugdes distintas. A primeira, denominada de
Reagente de Somogyi-Nelson I foi preparada pela dissolugdo de 4,0 g de sulfato de
cobre (CuSOy), 24,0 g de Na,CO, anidro, 16,0 g de NaHCO;, 12,0 g de tartarato de
sodio e potassio e 18,0 g de Na,SOy, nesta ordem, em 600 ml de agua destilada. O
volume foi completado para 1,0 litro em baldo volumétrico e a solugao obtida deixada
em repouso por uma noite em ambiente escuro. Apos este periodo, filtrou-se a solugdo
através de papel de filtro Whatman nimero 1 e estocou-se o reagente em frasco escuro,
protegido da luz. A segunda solugdo, denominada de Reagente de Somogyi-Nelson II,
foi preparada a partir de duas outras solugbes. A primeira foi obtida pela dissolugdo de
50,0 g de molibdato de aménio anidro em 900 ml de 4gua destilada, seguida da adigdo de
42,0 ml de acido sulfirico concentrado. A outra solugao foi preparada pela dissolugdo de
6,0 g de Na,HAsO, anidro em 50 ml de agua destilada. O Reagente de Somogyi-Nelson
11 foi preparado através da mistura destas duas solugdes. Apos 24 horas de incubagao em

estufa a 37°C, estocou-se o reagente em frasco escuro, protegido da luz.

O procedimento para a determinagio de agucares redutores foi iniciado pela
adico de 2,0 ml de Reagente de Somogyi-Nelson I a um tubo contendo 1,0 ml da
amostra. Apos agitagdo manual, a mistura obtida era incubada em banho em ebuligdo por
6 minutos e os tubos, ao final deste periodo, foram resfriados em banho de gelo.
Adicionaram-se 2,0 ml de Reagente de Somogyi-Nelson II, 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 inverséo. A absorbancia a 540
nm foi lida em espectofotdmetro da marca Analyser, modelo 800, relativamente ao tubo
branco. O valor obtido foi utilizado no calculo da concentragdo de aglcares redutores
presentes na amostra, a partir de uma curva padrdo relacionando a concentragao de
acido galacturdnico ou glicose com a absorbancia (SOMOGY], 1952).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio do substrato da fermentacio em meio semi-sélido:

4.1.1. Granulometria:

4.1.1.1. Bagaco nao lavado:

Os dados do perfil granulométrico do bagago ndo lavado, realizado conforme
especificado no item 3.3.1, sdo apresentados na Tabela 4.1. Os resultados mostram que
cerca de 86,0% do material apresenta granulometria igual ou inferior a 0,71 mm (peneira

ABNT 25).

TABELA 4.1: Granulometria do bagago de laranja n@o lavado.

Peneira | Abertura Massa de Bagaco Retido (%) Erro

(ABNT) (mm) (1) (2) (3) Meédia (%)

12 1,68 0,07 0,09 0,10 0,09 0,02

16 1,19 13,44 14,18 14,16 13,93 0,42

25 0,71 42 85 45,25 4427 44,12 1,21

70 0,21 31,93 30,18 31,00 31,03 0,84

fundo - 11,71 10,30 10,47 10,83 0,77
total - 100,00 100,00 100,00 100,00 -

4.1.1.2. Bagaco lavado:

O resultado obtido para o perfil granulométrico para o bagago lavado (item
3.3.1) é apresentado na Tabela 4.2.

Os dados mostram que cerca de 57,5% do material apresenta granulometria igual

ou inferior a 0,71 mm. Comparando-se com os resultados do bagago ndo lavado,
percebe-se uma diminuigdo significativa da quantidade de finos. Este fato é decorrente
basicamente de dois fatores. O primeiro ¢ a formagdo de grumos durante a secagem do
material lavado e o segundo ¢é a perda de finos durante a lavagem.
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TABELA 4.2: Granulometria do bagago de laranja lavado.

Peneira Abertura Massa de Bagago Retido
(ABNT) (mm) (8) (%)
12 1,68 103,48 9,56
16 1,19 356,39 32,93
25 0,71 392,96 36,30
70 0,21 205,42 18,98
fundo - 24,12 2,23
total - 1082,37 100,00

4.1.2. Umidade:

Os bagacos ndo lavado e lavado apresentaram umidades de 13,0% e 8,1%,
respectivamente (item 3.3.2).

4.1.3. pH:

Foram realizadas trés determinagdes de pH com os bagagos lavado e nio lavado .
O pH médio obtido para o bagago lavado foi 5,04. O bagago ndo lavado apresentou pH
4,52, ligeiramente inferior em relagdo ao bagago lavado. Este fato pode ser justificado
pelo fato da agua de lavagem ter retirado uma parcela das substincias 4cidas presentes
inicialmente no bagago nio lavado.

4.1.4. Acucares redutores totais (ART):

O bagago de laranja nao lavado apresentou um teor de aglcares redutores totais
(ART) de 25,5%, enquanto o teor de ART no material lavado foi de 0,42 %.

4.2. Fermentac¢io em meio liquido:

A Figura 4.1 (Tabela E1 - Anexo E) mostra os resultados de producgdo de
pectinase, teor de ART e pH do meio liquido. As atividades de pectinase das amostras
do Meio B (com sacarose) foram sempre superiores aquelas do Meio A (sem sacarose -
item 3.6.1). Ap6s 48 horas de fermentagdo, a atividade de pectinase no Meio B foi cerca
de 100 vezes maior que a atividade no Meio A. Essa diferenca foi da ordem de 10 vezes
as 96 horas de fermentagdo, caindo para aproximadamente 2 vezes apds 144 horas de
fermentagdo. Estes resultados indicam que O microrganismo produz atividade de
pectinase extracelularmente, sendo esta atividade influenciada positivamente pela
presenca de sacarose no meio de fermentagio. A capacidade deste carboidrato em
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induzir a produgdo de atividades pectinoliticas foi reportada por outros pesquisadores
(FRIEDRICH et al, 1992), quando o fungo Aspergillus niger foi empregado. A
produgdo de atividade pectinolitica no Meio A indica que esta é induzida pela presenca
do substrato, uma vez que a pectina é o tUnico carboidrato presente no meio de
fermentagdo. Nos estudos de ALANA et al. (1989), ha indicagdo de que a fragdo pectina
liase (PMGL) da linhagem de Penicillium italicum pesquisada foi induzida pela presenga
de pectina no meio de cultura, sendo que na sua auséncia a atividade de PMGL
detectada foi desprezivel. Portanto, a indug3o pela pectina pode também ter ocorrido no
Meio B. Neste caso, a presenga de sacarose, um carboidrato mais simples de ser
metabolizado pelo fungo, favoreceu a produgio da enzima em quantidades mais
elevadas.

A produgdo de pectinase no Meio B atinge um ponto de maximo antes de se
completarem 144 horas de fermentag@o, enquanto a produgdo no Meio A, embora
bastante inferior, é sempre crescente no periodo de tempo estudado.

O pH de ambos os meios se alterou no decorrer da fermentagdo, aumentando em
cerca de uma unidade apds 144 horas quando se utiliza 0 Meio B. Para o Meio A este
aumento foi de cerca de 2,60 unidades apds o mesmo periodo. No primeiro caso nao
parece existir qualquer relagdo entre a produgio de pectinase com o pH do meio. Por
outro lado, no Meio A percebe-se que a atividade pectinolitica € incrementada 4 medida
que o pH aumenta.

Em relagdo ao teor de ART no Meio B, verifica-se que este passa por um ponto
de maximo durante as primeiras 96 horas, diminuindo significativamente ao final de 144
horas de fermentagdo, enquanto que no Meio A esta variagio é muito menor, com
concentragdes de ART sempre pequenas e crescentes a medida que a fermentagio vai
acontecendo.

Em ambos os casos parece haver uma relagio da atividade de pectinase com o
teor de ART no meio liquido. Esta relagdo sugere que quando se atinge um determinado
teor de ART no decorrer da fermentagdo, a produgdo de pectinase é de alguma forma
inibida. Os agucares soliveis disponiveis no caldo de cultura continuariam sendo
metabolizados pelo fungo, o que condiz com a diminui¢do da concentragdo de ART na
fase final da fermentagdo do Meio B. No Meio A, o nivel de ART ¢ baixo em todo o
periodo analisado, verificando-se que o fungo produz continuamente atividade
pectinolitica. Esta ¢ capaz de hidrolisar a tnica fonte de carbono disponivel para o
desenvolvimento do fungo - a pectina.

A maxima atividade de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584 obtida com o
meio liquido (9,31x10 U/ml) foi cerca de 70% da méaxima atividade de pectinase de
Aspergillus fumigatus obtida por BARACAT et al. (1991), ressalvando-se que as
metodologias de quantificagdo dos agucares redutores e preparagdo e condugio da
reag@o enzimatica foram diferentes.
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FIGURA 4.1: Efeito do tempo de fermentagdo sobre ART (Meio A: *; Meio B: O)e
pH (Meio A: B; Meio B:0) do meio liquido e sobre a produgdo de pectinase por
Penicillium italicum 1Z 1584 (Meio A: ®; Meio B: O).

4.3. Fermentacao em meio semi-sélido:
4.3.1. Estudo da extracio da enzima:

Este estudo buscou avaliar quais as variaveis mais significativas ao processo de
extragdo das enzimas pectinoliticas, além da obten¢do de subsidios para fixagdo do
procedimento mais adequado a ser utilizado para a extragdo em outros experimentos.

Como citado no item 3.7.2.1, foram realizados quatro planejamentos fatoriais
diferentes entre si nos niveis utilizados para o tempo de extra¢do. Fez-se isto baseando-
se na hip6tese de que o tempo de extragdo, quando incrementado de 1 hora, provocaria
variagdes suaves nas respostas.

Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 4.3, 4.5, 4.7, 4.9 e 4.11
como atividade de pectinase total (UI / grama de material fermentado seco (MF S)), e
como porcentual da maxima atividade de pectinase observada (%). Os efeitos calculados

37



através da metodologia estatistica empregada sdo apresentados nas Tabelas 4.4, 4.6, 4.8

e 4.10.

TABELA 4.3: Planejamento fatorial (I) para estudo da extragdo de pectinase de
Penicillium italicum 1Z 1584, cultivado em bagago de laranja .

Ensaio (1) (2) 3) €)) Atividade Enzimatica Resposta
(Ul/g MFS) (%)
1 - - - - 3,822 71,8
2 + - - - 5,321 100,0
3 - + - - 2,212 41,6
4 + - - 1,741 32,7
5 - - + - 4,696 88,3
6 + - + - 3,997 75,1
7 - + + - 3,775 70,9
8 + + + - 2,844 53,4
9 - - - + 3,452 64,9
10 + ; - + 3,542 66,6
11 ; + ; + 2,849 53,5
12 + - + 1,800 33,8
13 . - + + 4819 90,6
14 + ; + + 4,241 79,7
15 - + + + 4397 82,6
16 + + + + 3,358 63,1
(Fatores: (1) = solvente; (2) = agitagdo; (3) = diluigio; (4) = tempo)
TABELA 4 4: Efeitos calculados para o planejamento fatorial (I).

Meédia = 66,79 12=-892 123=5,70

13=-7,80 124=1,42

1=-748 14=-462 134=4,70

2= .25 68* 23=9.75 234= -4 85

3=17,35% 24=8,48
4=0,12 34=6,95 1234=-2 50

No planejamento fatorial realizado com o tempo de extragdo variando entre

lhora e 2 horas (Tabela 4.3) observa-se que o efeito mais significativo foi a agitagdo,
conforme os resultados apresentados na Tabela 4.4. A variagdo proporcionada quando se
fez a agitagdo a 200 rpm em relagdo a extragio em repouso foi de -25,68%, indicando
haver menor grau de extragdo quando se faz a agitagdo durante a extragdo. O efeito de
primeira ordem mais significativo depois da agita¢@o é o relativo a dilui¢do. Neste caso, a
variagdo da dilui¢do de 1:20 (m:v) para 1:10 (m:v) acarretou em incremento da extragido
de 17,35%.0s demais efeitos de primeira ordem parecem pouco significativos,
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especialmente o tempo de extragdo, com um efeito de apenas 0,12% quando se aumenta
o tempo da extragdo de 1 para 2 horas. Os efeitos de segunda e terceira ordem nao
apresentaram significaincia comparavel ao efeitos primarios 2 e 3, todos apresentando
valores entre -10% e +10%.

Para o planejamento fatorial realizado com o tempo de extragdo variando de 2
horas para 3 horas (Tabela 4.5), observa-se que os efeitos mais significativos s@o os de
primeira ordem relativos a diluicdo e a agitagdo, respectivamente. Como se pode
verificar nos resultados apresentados na Tabela 4.6, no primeiro caso houve um aumento
de 25,48% da resposta, indicando que o emprego da diluigdo 1:10 (m:v) foi mais
eficiente que o emprego da diluigdo 1:20 (m:v). No segundo caso, a agitagdo acarretou
em menor extragdo da enzima, com diminui¢do de 14,35% em relagdo a resposta obtida
na extragdo em repouso. Dos quatro efeitos de primeira ordem, o relativo ao tempo de
extragdo foi o menos significativo, seguido do efeito relativo ao solvente empregado.

TABELA 4.5: Planejamento fatorial (II) para estudo da extragdo de pectinase de
Penicillium italicum 1Z 1584, cultivado em bagago de laranja.

Ensaio (1) (2) 3) (4) Atividade Enzimatica Resposta
(Ul/g MFS) (%)
1 - - - - 3,452 51,0
2 + - - - 3,542 52,3
3 - + - - 2,849 42,1
4 + + - - 1,800 26,6
5 - - + - 4819 71,2
6 + - + - 4241 62,7
7 - + + - 4,397 65,0
8 + + -+ - 3,358 49.6
9 - - - + 3,826 56,5
10 + - - + 3,611 53,4
11 - + - + 1,606 23,7
12 + + - + 2,911 43,0
13 - - + + 6,768 100,0
14 + - + + 4,118 60,8
15 - + + + 4,834 71,4
16 + + + + 4,854 71,7

(Fatores: (1) = solvente; (2) = agitagdo; (3) = diluigdo; (4) = tempo)

E interessante notar que entre todos os efeitos, o de interagdo entre as variaveis
solvente, agitagio e tempo (124) foi o terceiro mais significativo. Desta forma, este
efeito proporcionou um incremento de 10,70% na extra¢3o das enzimas.
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TABELA 4.6: Efeitos calculados para o planejamento fatorial (II):

Meédia = 56,31 12=478 123=338
13=-8,10 124=10,70*
1= -7,60 14=1,92 134=-5,68
2=-1435%* 23=5,10 234=1,28
3= 25,48* 24=-0,88
4= 7,50 34= 6,35 1234= 0,90

Os resultados apresentados nas Tabelas 4.7 e 4.8 para a planejamento fatorial
(III), onde o tempo de extragdo variou de 3 horas para 4 horas, mostram que o efeito de
primeira ordem relativo a diluigdo foi o mais significativo. A mudanga da diluigdo 1:20
(m:v) para 1:10 (m:v) proporcionou um aumento de 26,34% na extragdo das enzimas.
Os demais efeitos de primeira ordem n3o foram tdo significativos como o anterior, com
valores entre -8% e +8%. O valor do efeito 2 (agitagdo) foi de apenas -4,69,
demonstrando que o efeito primario da agitagdo apresentou pouca influéncia sobre a
extragdo da enzima, no intervalo de tempo estudado.

TABELA 4.7: Planejamento fatorial (III) para estudo da extrag@o de pectinase de
Penicillium italicum 1Z 1584, cultivado em bagago de laranja.

Ensaio (1) (2) 3) (4) Atividade Enzimatica Resposta
(Ul/g MFS) (%)
1 - - - - 3,826 56,5
2 + - - - 3,611 53,4
3 - + - - 1,606 23,7
4 + + - - 2911 43,0
5 - - + - 6,768 100,0
6 + - + - 4,118 60,8
7 - + + - 4,834 71,4
8 + + - 4,854 71,7
9 - - - + 4,043 59,7
10 + - - + 3,981 58,8
11 - + - + 5,086 75,1
12 + + - + 2,364 34,9
13 - - + + 4,161 61,5
14 + - + + 5,315 78,5
15 - + + + 6,157 91,0
16 + + + + 5,473 80,9

(Fatores: (1) = solvente; (2) = agitagdo; (3) = dilui¢do; (4) = tempo)

Entre os efeitos de segunda ordem, o efeito 24 (efeito de interagdo entre as
varidveis agitagdo e tempo) foi o mais significativo proporcionando um efeito
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positivo de 10,54%.0s efeitos de terceira ordem 124 (interagio entre solvente, agitacdo
e tempo) e 134 (interagdo entre solvente, diluicdo e tempo) também apresentaram
valores significativos. O primeiro foi -16,04% enquanto o segundo foi 12,89%. Tais

efeitos s6 foram menos importantes que o efeito de primeira ordem relativo a diluigio.

TABELA 4.8: Efeitos calculados para o planejamento fatorial (III):

Média = 63,81 12=-0,56 123=3,66
13=-0,89 124= -16,04*
1= -7.11 14=-1,44 134= 12,89*
2=-4,69 23=824 234=1.86
3= 26,34* 24=10,54*
4= 7.49 34=-5,49 1234=-0,61

O ultimo planejamento fatorial, onde se variou o tempo de extra¢do de 4 horas
para 5 horas (Tabela 4.9), apresentou como efeito mais significativo o referente a
dilui¢do, conforme os resultados apresentados na Tabela 4.10. Neste caso houve um
aumento de 20,80% na extragdo quando se passou do nivel menor para o nivel maior. Os
demais efeitos de primeira ordem foram menos significativos, inclusive em relagdo ao
efeito de quarta ordem 1234 de interarag@o entre os quatro fatores (-12,12%).

TABELA 4.9: Planejamento fatorial (IV) para estudo da extragdo de pectinase de
Penicillium italicum 1Z 1584, cultivado em bagaco de laranja.

Ensaio (1) (2) 3) 4) Atividade Enzimatica Resposta
(Ul/g MFS) (%)
1 - - - - 4,043 58,8
2 + - - 3,981 57,9
3 - + - - 5,086 74,0
4 + + - - 2,364 344
5 - - + - 4,161 60,5
6 + - + - 5,315 77,3
7 - + + - 6,157 89,6
8 + + + - 5,473 79,6
9 - - - + 3,348 48,7
10 + - - + 3,445 50,1
11 - + - + 1,893 27,5
12 + + - + 4,364 63,5
13 - - + + 4,362 63,5
14 + - + + 6,874 100,0
15 - + + + 4,287 62,4
16 + + + + 3,327 48.4

(Fatores: (1) = solvente; (2) = agitagio; (3) = dilui¢do; (4) = tempo)
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O efeito priméario 2 (agitagdo) foi praticamente igual ao obtido no planejamento
fatorial (III), demonstrando novamente a pequena influéncia da agitagcdo sobre a extragio
da enzima. Também foram importantes os efeitos de segunda ordem 12, 14 e 24, além do
efeito de terceira ordem 234, conforme os valores apresentados na Tabela 4.10.

TABELA 4.10: Efeitos calculados para o planejamento fatorial (IV):

Média = 62,26 12=-10,18* 123=-9,15
13=4,05 124=6,20
1=3,28 14=11,70* 134=-7,78
2=-468 23=-0,65 234=-10,58*
3=20,80* 24=-10,45*
4= -8,50 34=0,32 1234=-12,12*

Os planejamentos fatoriais realizados mostraram que a variavel dilui¢io foi a que
apresentou efeitos de primeira ordem mais pronunciados em todos os intervalos de
tempo estudados. A variavel agitagdo pode também ser considerada como sendo
importante para o processo, uma vez que seus efeitos de primeira ordem sio importantes
nos dois primeiros intervalos de tempo estudados. Entretanto a agitagdo pouco influencia
a extragao da enzima quando esta ¢ realizada durante periocdos superiores a 3 horas.
Como os efeitos de primeira ordem relativos ao tempo de extra¢io foram sempre pouco
significativos, a hipotese formulada inicialmente de que o incremento de uma hora no
tempo de fermentago iria provocar variagdes suaves nas respostas pode ser considerada
valida. A extracdo foi, de modo geral, pouco influenciada pelos solventes empregados.
Observando-se seus efeitos primarios (1), pode-se dizer que quando este processo é
conduzido por um periodo de até 4 horas, a utilizagio de solugdo 0,1% de Tween 80 é
ligeiramente mais efetiva. Com base nos valores dos efeitos de segunda a quarta ordem
citados acima, pode-se dizer que o nimero de efeitos significativos de ordem maior que
um aumenta a medida que o tempo de extragio é aumentado.

Os ensaios realizados conforme os planejamentos fatoriais acima proporcionaram
a possibilidade de comparagio entre os cinco tempos de extragio utilizados, para as oito
diferentes condigdes de solvente, agitagdo e diluigio empregadas. Os dados sio
apresentados na Tabela 4.11.

Pela observagdo dos dados verifica-se que a melhor condi¢do de extragdo foi
aquela onde o material fermentado e seco foi suspenso em agua destilada na proporgao

de 1:10 (m:v), e deixado em repouso durante 5 horas sob temperatura de 30°C (Ensaio 6
/ [5h] - Tabela 4.11). A atividade de pectinase obtida com este procedimento foi de
6,874 Ul/g de material fermentado seco (MFS).

A segunda melhor condigZo de extragdo foi determinada como sendo aquela onde

o material foi suspenso em solug3o aquosa de 0,1% de Tween 80, na propor¢do de 1:10
(m:v), e deixado em repouso durante 3 horas, sob temperatura de 30°C (Ensaio 5 / [3h] -
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Tabela 4.11). Neste caso obteve-se o valor de 6,768 Ul/g de material fermentado seco,
que representa 98,5 % da atividade verificada na condi¢do 4tima anteriormente citada.
Como a diferenga entre os valores de atividade de pectinase nas duas condi¢des acima é
de apenas 1,5% em relagio 4 maior atividade obtida, pode-se considerar a segunda
condi¢do de extragdo como sendo a mais interessante. Isto porque o tempo de extragido é
diminuido de 5 horas para 3 horas, acarretando uma perda pouco significativa de
atividade de pectinase.

TABELA 4.11: Varia¢3o da atividade enzimatica em fungdo da condigdo empregada
para a extra¢do de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584, cultivado em bagago de

laranja.
Ensaio Fatores Atividade de Pectinase (Ul/g MFS)

M| @ |G| [1h] [2h] [3h] | [4h] | [5h]
1 - - - 3,822 3,452 3,826 | 4,043 3,348
2 + - - 5,321 3,542 3,611 | 3,981 3,445
3 - + - 2212 2,849 1,606 | 5,086 1,893
4 + + - 1,741 1,800 2911 | 2364 | 4364
5 - - + 4, 696 4,819 6,768 4,161 4,362
6 + - + 3,997 4241 4,118 5,315 6,874
7 - + + 3,775 4,397 | 4,834 | 6,157 | 4,287
8 + + + 2,844 3,358 4,854 | 5,473 | 3,327

(Fatores: (1) = solvente; (2) = agitagio; (3) = dilui¢do; (4) = tempo)

A agitagdo durante o processo de extragdo nio provocou aumento na atividade
de pectinase em 75% dos ensaios similares, diferenciados apenas pelos niveis de agitacio
empregados. A influéncia negativa da agita¢o contrariou a idéia inicial de que esta iria
promover um contato mais eficiente entre a matriz solida do material fermentado (onde
as substancias extracelulares produzidas pelo fungo se aderem) com o seio do solvente,
provocando uma maior extragio da enzima. A ineficiéncia da agita¢do pode ser até certo
ponto explicada verificando-se a granulometria do bagaco empregado. Por haver uma
quantidade significativa de finos no bagago nio lavado (Tabela 4.2), pode ter ocorrido
maior adsorgdo das fragdes pectinoliticas nestas particulas, uma vez que a area
superficial destas ¢ aumentada quando os grumos de material fermentado e seco sio
destruidos devido a agitagdio. GHILDYAL et al. (1991) verificaram um fato bastante
similar quando da extragio de amiloglicosidase obtida pela fermentagdo de farelo de
trigo por Aspergillus niger em cultivo em meio semi-sélido. Neste caso, a agita¢3o
proporcionou um aumento da extracio da enzima somente até a terceira hora de
extragdo, ocorrendo uma diminuigdo significativa da quantidade de enzima extraida no
periodo entre 3 horas e 5 horas de extragdo. Ao final de 5 horas de extragdo, a
quantidade de enzima extraida com o sistema deixado em repouso foi significativamente
maior que aquela obtida sob agitacio.
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4.3.2. Efeito da lavagem do bagaco de laranja:

A atividade de pectinase obtida quando se empregou bagac¢o de laranja lavado
(meio M2) como substrato foi de 2,00 x 10™ UlV/g MFU. Quando se utilizou bagago de
laranja ndo lavado (meio M5), a atividade de pectinase observada foi de 1,15 x 10" Ul/g
MFU. Ao se utilizar o baga¢o ndo lavado houve, portanto, uma diminuig3o de 42,0% na
atividade pectinolitica.

Durante o processamento para a produgio de ragdo, o bagago de laranja sofre
um tratamento quimico com hidréxido de sédio para sua neutralizago, seguido de um
intenso tratamento térmico para a secagem. Este tratamento promove reagdes cujos
produtos podem contribuir direta ou indiretamente para a diminuigdo da atividade
pectinolitica obtida. MALDONADO et al. (1986), em seu estudo sobre produgdo de
pectinase de Aspergillus sp utilizando casca de limdo submetida a diferentes tratamentos,
verificou que o substrato processado industrialmente foi o que proporcionou menores
niveis de atividades de poligalacturonase (PG) e pectinaesterase (PMGE). Estes
pesquisadores sugerem que os efeitos negativos da temperatura podem ser a
desnaturagio de substancias envolvidas na biossintese das enzimas e/ou a formagdo de
inibidores.

Juntamente com o efeito da alta temperatura de processamento, a elevada
concentragdo de aglcares redutores totais no bagago ndo lavado (25,5% em massa)
poderia ser um fator inibitério para a produgio de atividade de pectinase. Em ambas as
hipbteses acima, a lavagem do bagaco poderia minimizar os efeitos das substincias
capazes de inibir a atividade pectinolitica, pois as concentragdes destas substincias
seriam drasticamente diminuidas, como se pode verificar pelas diferencas de
concentragdo de agucares redutores totais nos bagacos lavado e nio lavado (item 4.1.4).

Ha ainda a possibilidade de uma maior quantidade de enzima ter se adsorvido s
particulas do bagago ndo lavado, uma vez que este apresenta uma maior propor¢do de
finos em relagdo ao bagago lavado, como apresentado no item 4.1 1.

Os erros das medidas de atividade enzimatica também foram importantes na
defini¢do do bagago lavado como sendo o mais adequado. Para o bagago nio lavado, o
erro experimental obtido com trés repetigdes foi de 288,3% da atividade obtida,
enquanto o erro experimental no caso do bagago lavado (determinado com quatro
repeti¢Ges) foi cerca de 9 vezes menor, atingindo 31,7% em relagdo a atividade de
pectinase obtida. Com a elevada concentragio de agiicares no bagago n3o lavado e
devido a metodologia para determinacio de atividade de pectinase se basear na
quantificagdo de agucares redutores produzidos, a tendéncia é de que 0s erros sejam
maiores quando do emprego deste bagaco.

4.3.3. Efeito do tempo de fermentacio:

O objetivo deste experimento era a obtengio do periodo de fermentagio que
propiciasse as maiores atividade e produtividade de pectinase.
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Os resultados apresentados na Figura 4.2 mostram ndo haver producdo de
atividade pectinolitica até as primeiras vinte e quatro horas de fermentagio. A partir de
48 horas, a atividade de pectinase aumenta até atingir o valor de 2,76 x 10" Ul/g MFU,
com 120 horas de fermentagdo. Esta foi a maior atividade pectinolitica observada no
periodo estudado. A atividade enzimatica posteriormente diminuiu para cerca de 74% do
valor maximo em 144 horas de fermentagio, voltando a aumentar em 168 horas de
fermentag@o, quando atingiu 2,71 x 10™ Ul/g MFU (98,3% da atividade maxima).
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FIGURA 4.2: Efeito do tempo de fermentag&o sobre a atividade (O) e a produtividade
(®) de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584, cultivado em bagago de laranja.

Em termos de produtividade, o comportamento foi semelhante ao anterior,
diferindo apenas para o periodo de 72 horas a 96 horas de fermentagio, quando a
produtividade apresentou uma pequena diminui¢do. O tempo de 120 horas apresentou a
maxima produtividade de pectinase, com 5,52 x 10 (Ul/g MFU)/dia de fermentagio.
Em 168 horas, a produtividade foi de 3,87 x 10 (Ul/g MFU)/dia de fermentagdo, ou

seja, 70,2% da maxima produtividade observada.

O pH do meio de cultivo (Tabela E2 - Anexo E) apresentou variagdo apenas
entre 24 horas e 48 horas de fermentagio, mantendo-se no intervalo entre 4.5 e 4,6 nas
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primeiras 24 horas e estabilizando-se ao redor de pH 4,0 a partir de 48 horas de
fermentacio.

4.3.4. Triagem das variaveis:

Este estudo foi realizado segundo o planejamento fatorial fracionado 2*' de
resolugdo IV, definido em fungdo do objetivo principal deste experimento, que era
selecionar as varidveis mais importantes ao processo fermentativo. No planejamento
fatorial fracionado 2*' de resolugio IV, os efeitos de primeira ordem sio confundidos
com as interagdes de terceira ordem, enquanto os efeitos de interagdo de segunda ordem
sio confundidos entre si. Em geral, os efeitos de ordem superior sdo os menos
importantes, razdo pela qual pode-se considerar que os contrastes de primeira ordem
obtidos neste experimento representam razoavelmente bem os efeitos primarios,
supondo-se que os efeitos terciarios sejam realmente pouco significativos.

TABELA 4.12: Planejamento fatorial fracionado 2*' (IV).

Ensaio [ I 1 2 3 4 12 13 14 23 24 34| Atividade Respostas
(UVg MFU)* (Yo)**
1 + 4+ + o+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ 2,68.10™ 100,0
2 + -+ o+ - - -+ - 1,08.10™ 40,3
3 + o+ -+ -+ - -+ . 2,02.107 7,5
4 + - -+ 4+ o+ - - - - +1 1724107 26,9
5 + + + - -+ - - - - +] 836.107 31,1
6 + - 4+ -+ -+ - -+ - 1,07.10™ 39,6
7 S S T 7,64.107 28,4
8 + - - - -+ 4+ o+ o+ 4+ 3,03.10 11,2
Calculo dos contrastes:
Média = 35,6

11 = 12,2 112': 134 = 13,4

12= 34,2 113= 124 = 7,9

]3= 16,1 114=123= 18,7

1, =262

(Fatores: (1) = temperatura; (2) = sais; (3) = sacarose; (4) = pH da solugdo
umidificante)

(*): Umidade ao redor de 75% (base umida)

( **): Porcentagem em relagdo a atividade maxima.

A Tabela 4.12 apresenta os resultados obtidos, em termos de percentual de
atividade maxima observada, juntamente com a matriz de sinais utilizada para o calculo
dos contrastes. Pelos valores calculados, observa-se que o mais significativo é o
contraste primario referente ao fator 2 (I = 34,2). Portanto a varidvel “sais” € a que mais
influencia o nivel de atividade pectinolitica obtida no processo fermentativo. O valor de I,
indica que a presenga dos sais no meio de cultivo proporcionou um aumento de 34,2%
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na atividade de pectinase, considerando-se desprezivel o efeito terciario referente a
interagdo dos fatores 1,3 e 4.

O contraste referente ao fator 4 (l; = 26,2) foi o segundo mais significativo,
indicando que o emprego da solugio umidificante com pH 5,0 proporcionou um
acréscimo de 26,2% na atividade enzimatica, em relagdo ao emprego da solugdo
umidificante com pH 3,0.

Quanto a temperatura, o valor do contraste ; mostra que sua influéncia
individual na produgdo de pectinase foi a menor entre as variaveis estudadas. Isto pode
ser devido a sele¢do dos niveis empregada. Talvez a diferenca entre estes tenha sido
suficientemente ampla para englobar um ponto de méaximo de produgio de pectinase,

ocorrido a uma temperatura intermediaria entre 28°C e 34°C.

A presenca de sacarose, na concentragio utilizada, proporcionou um incremento
da produgio de pectinase em 16,1%, conforme indica o valor do contraste I; calculado.

Os contrastes de ordem dois l;;€ I3 representam a soma dos efeitos de segunda
ordem 14 e 23. Desta forma, ndo se pode concluir qual destes dois efeitos de segunda
ordem € o mais importante, uma vez que o valor obtido (18,7) representa a soma desses
efeitos. Entretanto, partindo-se do pressuposto de que os contrastes de segunda ordem
provavelmente serdo tdo mais significativos quanto mais significativos os contrastes de
primeira ordem envolvidos, pode-se inferir que o efeito secundario 23 deve ser o mais
importante.

4.3.5. Efeito da concentrac¢io de sais nutrientes:

Cada meio de fermentag3o foi analisado quanto a atividade pectinolitica e quanto
ao pH, e os resultados s3o apresentados na Figura 4.3.

O desenvolvimento do fungo foi quase imperceptivel no meio M8. Isto indicou
que a concentragdo de sais foi suficientemente elevada para praticamente inibir o
crescimento microbiano. Como se esperava, para este meio de cultivo nio se detectou
atividade de pectinase ao término da fermentacio.

A atividade de pectinase foi maior quando o meio M2 foi empregado, com
2,00x10" UI/ g MFU. Entretanto nio se pode afirmar que a condigdo de concentragio
de sais deste meio seja a melhor, pois a atividade pectinolitica obtida com o meio M7
(1,92x10™ UI / g MFU) foi muito proxima daquela obtida com o meio M2.
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FIGURA 4 .3: Efeito da concentragio de sais nutrientes sobre a produgio de pectinase de
Penicillium italicum 1Z 158 cultivado em bagago de laranja.

4.3.6. Efeito da presenca e tipo dos acticares:

Os resultados obtidos para a atividade de pectinase sdo apresentados na Figura
4.4. A maxima atividade foi obtida com o meio M4, apés 9 dias de fermentagio,
obtendo-se o valor de 2,33 x 10" Ul/g de material fermentado umido (MFU). O erro
desta medida foi 2,9 x 107 Ul/g MFU. O meio M2 apresentou atividade méaxima de
pectinase de 2,00 x 10! Ul/g MFU no sexto dia de fermenta¢do, com um erro de 2,4 x
10” Ul/g MFU. Considerando-se os erros, pode-se dizer que a diferenga entre os dois
valores de atividade de pectinase nio € significativa. Calculando-se a produtividade
obtem-se 2,59 x 107 (Ul/g MFU)/dia de fermentagdo para o meio M4, com nove dias de
fermentag@o. Este valor ¢ inferior & produtividade obtida com o meio M2, com 6 dias de
fermentag3o, que foi de 3,33 x 10 (Ul/g MFU)/dia de fermentagdo. Os erros neste caso
sio de 3,2 x 107 (Ul/g MFU)/dia de fermentagdo para o meio M4 e de 4,0 x 10° (Ul/g
MFU)/dia de fermentagio para o meio M2.

Os resultados apresentados sugerem que os meios M2 e M3 comportam-se de
maneira semelhante em relagdo as varia¢des na atividade de pectinase em fun¢io do
tempo de fermentacdo, apesar da presenga dos aglicares provenientes da matéria-prima
nio lavada no meio M3. Observaram-se erros muito grandes nas determinagdes de
atividade de pectinase nas amostras com 7,8, 10 e 15 dias de fermentagio.
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Em relagdo ao pH dos meios de fermentagdo, sua variagdo com o tempo de
fermentag@o € muito semelhante nos trés casos, conforme mostra a Figura 4.5. Entre o
sexto e sétimo dia de fermentagio, o pH dos meios M2, M3 e M4 varia de 3,70 para
4,18, 3,66 para 4,14 e 3,62 para 4,02, respectivamente. No periodo de 8 a 10 dias de
fermentagdo os valores de pH para os trés meios de cultura se mantém sempre muito
proximos de 4,00, apresentando um ligeiro decréscimo no décimo quinto dia de
fermentagdo. As determinagdes do pH foram realizadas em duplicatas somente para as
amostras dos dias 10 e 15 (item 3.8.2). Os erros para as medidas realizadas nos periodos
anteriores foram estimados como sendo a média dos desvios verificados nas amostras
dos dias 10 e 15.

4.3.7. Efeito do pH sobre a atividade de pectinase:

A determinagio da atividade de pectinase em fungio do pH da solugio de reagio
enzimatica foi realizada em dois ensaios diferenciados, cujos resultados sdo apresentados
na Figura 4.6 (Ensaios C e D).

No Ensaio C, a maior atividade (1,50 x 10" Ul/g MFU) foi obtida quando se
utilizou tamp@o borato 0,1M pH 8,7 , enquanto que no Ensaio D o maximo de atividade
obtido (2,31 x 10” UI/g MFU) foi com o mesmo tamp#o, porém a pH 8,0.
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FIGURA 4.6: Efeito do pH da solugdo de reagdo enzimica sobre a atividade de pectinase
de Penicillium italicum 1Z 1584 (Ensaio C: O ; Ensaio D: O).
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Através da Figura 4.6 verifica-se que a atividade de pectinase apresentou dois
pontos de maximo. O primeiro ocorreu em pH acido, entre os valores de pH 4,0 e pH
6,0. O segundo aconteceu sob pH alcalino, acima de pH 7,0. A presenga de dois pontos
de maximo sugere a existéncia de 20 menos duas fragSes pectinoliticas distintas no
sistema enzimatico do fungo Penicillium italicum 121584.

4.3.8. Efeito da temperatura sobre a atividade de pectinase:

Pela observagdo da Figura 4.7, os valores percentuais de atividade obtidos no
Ensaio D apresentam dois pontos de maximo. O primeiro sendo no intervalo entre 30°C
e 40°C, e o segundo no intervalo entre 40°C e 50°C.

Para o Ensaio C, o segundo ponto de méximo ocorreu no intervalo entre 40°C e
50°C, de forma idéntica ao Ensaio D. Entretanto, o primeiro ponto de maximo ocorreu
abaixo de 35°C. Este comportamento diferenciado pode ter acontecido devido aos
efeitos (isolados ou conjuntos) dos diferentes periodos de fermentagdo (5 dias e 7 dias),
e da estocagem sob refrigera¢do do material fermentado empregado no Ensaio C.

100.00

80.00 —i

Atividade de Pectinase (%)
|

| i | ' i
30.0 40.0 50.0
Temperatura ( C)

FIGURA 4.7: Efeito da temperatura de incuba¢do da reago enzimatica sobre a atividade
de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584 (Ensaio C: O ; Ensaio D: O).
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A presenca de dois pontos de maximo, assim como no caso do experimento do
efeito do pH, sugere que o sistema pectinolitico do fungo é composto por pelo menos
duas fragdes pectinoliticas distintas.

4.3.9. Determinacio do pH o6timo e da temperatura 6tima para a atividade de
pectinase:

A determinag3o dos valores de pH e temperatura 6timos, na faixa de pH acido,
foi realizada através de um planejamento estatistico de superficie de resposta,
denominado como planejamento estrela. Tal planejamento foi elaborado baseado nos
dados obtidos nos experimentos apresentados nos itens 4.3.7 e 4.3.8, através dos quais
foram fixadas as faixas de pH e temperatura estudadas neste experimento. O
planejamento estrela e os resultados observados sdao apresentados na Tabela 4.13 e na
Figura 4.8.

TABELA 4.13: Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade de pectinase de
Penicillium italicum 1Z 1584, produzida por fermentagdo em meio semi-sélido de
bagago de laranja.

pH T Xy X2 Atividade de Pectinase Erro
‘0) Ul/g MFU % (*) | UlgMFU %

55 45 0 0 4,16 x 10™ 100,0 ND ND
6,0 42 ] -1 1,92x 10" 46,1 3,06 x 107 7,4
5,0 42 -1 -1 2,34 x 10" 56,2 2,85 x 107 6,9
6,0 48 1 1 1,76 x 10™ 423 1,64 x 107 3,9
5,0 48 -1 1 2,85x 10 68,7 1,22 x 107 3,0
6,2 45 212 0 2,04x 107 493 1,18 x 107! 28,5
4.8 45 212 0 2,54 x 107! 61,1 4,89 x 107 11,8
5,5 49 0 22 | 2.80x 10" 67,6 2,04 % 1073 0,5
55 41 0 2" | 131x10" 31,6 1,04 x 10! 25,0

(*):Porcentagem em relagdo a atividade méaxima
(ND: néo determinado)

A modelagem para o ajuste de um polindmio de grau 2 foi realizada através do
programa MODREG (BRUNS et al., 1995), obtendo-se a Equagao (1) que relaciona a
atividade enzimatica percentual com as variaveis admensionais de pH (x;) e de
temperatura (X;).

Y = 100,00 - 6,64. (x;) + 7,47. (x2) - 22,16. (x1)* - 24,93. (x2)* - 4,08. (x1). (X2) ¢))
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Onde: Y = atividade de pectinase (%)
(x1) =(pH - 5,50) /0,50
(x2)=(T-45)/3 ; (Tem’C)

Os valores do Teste F calculados foram comparados com os valores tabelados
para a Distribuigio F (5%), com os respectivos valores de grau de liberdade (BRUNS et
al, 1995). Verificou-se que F (regressdo / residuos) = 3,79 € maior que Fs;; =3,20 ,
indicando que a regressdo é significativa ao nivel de 95% de confianga. O outro valor do
Teste F, F (falta de ajuste / erro puro) = 0,862 , é menor que F33 = 4,07 , ndo existindo
portanto evidéncia de falta de ajuste ao nivel de 95% de confianga.

Pode-se afirmar, com base nos resultados da analise de variancia (Tabela 4.14),
que o polindmio ajustado consegue descrever de forma bastante razoavel a variagdo da
atividade de pectinase em fun¢do da temperatura e do pH, dentro das faixas de pH e
temperatura nas quais este experimento foi realizado. Os erros associados aos
coeficientes da Equagdo (1) sdo apresentados na Tabela 4.15.

TABELA 4.14: Analise de vanancia.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F Distribui¢do
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica F (5%)
Regressdo 3880,79 5 776,16

3,789 Fs,n = 3,20

Residuos 2253,29 11 204,84

Falta de 550,51 3 183,50

Ajuste 0,862 F3,3 = 4,07
Erro Puro 1702,78 8 212,85

Total 6134,08 16

Porcentual de Varidncia Explicada = 63,27 %

Porcentual Maximo de Variancia Explicavel = 72,24%
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TABELA 4.15: Erros associados aos coeficientes da Equagdo (1).

Coeficiente da Equacgido Erro Associado
100,00 (204,84)% = 14,31
- 6,64 (12,80)"% = 3,58
7,47 (12,80)"% = 3,58
-22,16 (60,81)"% = 7,80
- 24,93 (60,81)"% = 7,80
-4,08 (25,61)"% = 5,06

A analise estatistica demonstrou que os erros dos coeficientes dos termos lineares
(X1 € X2) e do termo sinérgico (x1.X;) ndo s3o significativos ao nivel de 95% de confianga.
Logo, estes termos devem ser retirados da Equagdo (1), obtendo-se a Equagdo (2)
abaixo.

Y = 100,00 - 22,16. (x1) - 24,93. (x2)? @)

A partir da Equagdo (2) calculou-se o ponto de maximo de atividade enzimatica,
fazendo-se as derivadas parciais com respeito as variaveis x; € X iguais a zero.

(5Y/6X1)=-44,32.X1=0 = x1 =0
(5Y/5X2)=-49,86.X2=0 = X2=O

O ponto central do planejamento estrela coincidiu com o ponto de méaximo de
atividade de pectinase. Substituindo-se os valores das variaveis adimensionais x; € X, nas
relagBes abaixo, obtem-se os valores de temperatura e pH que proporcionam a méaxima
atividade pectinolitica.

x;=(pH-5,5)/0,5=0 = pH=55

x;=(T-45)/3=0 = T=45C

Os resultados obtidos no item 4.3.7, em conjunto com os resultados do
planejamento estatistico apresentado anteriormente, demonstraram que o pH 5,5 € o que
proporciona maior atividade pectinolitica na regido de pH acido. Quanto a temperatura,
a observagio conjunta dos resultados deste experimento com aqueles obtidos no item
4.3.8 permitiu verificar que a temperatura de 45°C ¢ a temperatura 6tima para a atividade
pectinolitica, dentro dos limites estudados.
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Tanperatura adimensional (X5)

on
pH adimensional (X,)

FIGURA 4.8: Curvas de nivel (Equagao 2) e pontos experimentais apresentando a
atividade de pectinase de Penicillium italicum 121584 cultivado em bagago de laranja,
em fungio da temperatura adimensional (x;) e do pH adimensional (x;).

E interessante notar que neste caso o ponto 6timo de atividade enzimatica em
relagdo ao pH e a temperatura foi praticamente o mesmo verificado quando se estudou o
efeito de cada uma das varidveis isoladamente, como se pode perceber através das
Figuras 4.6, 4.7 e 4.8. Isto pode ser justificado pelo fato do efeito de interagdo das
variaveis pH e temperatura n3o ter sido importante para a atividade de pectinase, na
regido onde este experimento foi realizado. Além disso, o nivel de temperatura fixado no
experimento do item 4.3.7 foi o0 mesmo determinado como valor de temperatura 6tima; e
o nivel de pH fixado para o item 4.3.8, foi muito préximo do valor determinado como
sendo o pH 6timo para a atividade enzimatica.

A maior atividade de pectinase observada neste estudo (4,16 x 10" Ul/g MFU -
Tabela 4.13) foi a maior atividade também em relagdo a todos os demais ensaios de
fermentag@o semi-solida. Neste caso, todas as variaveis da fermentagio, da extragdo e da
determinagdo da atividade enzimatica estudadas foram empregadas nos niveis que
demonstraram ser os mais adequados para a produg3o de pectinase (item 3.7.2.9). As
Unicas excegbdes foram a propor¢do de solvente utilizado na extragio (1:5 -
massa:volume) e o tempo de fermentagdo (7 dias ao invés de 5 dias).
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5. CONCLUSAO

O fungo Penicillium italicum 1Z 1584 é capaz de produzir a enzima pectinase
extracelularmente, sendo esta atividade incrementada quando a sacarose esta presente no
meio de cultivo, tanto na fermentagio submersa quanto na fermentagio em meio semi-
solido.

A condi¢do mais adequada de extragdio de pectinase produzida através de
fermentacdo em meio semi-solido foi aquela onde o material fermentado foi suspenso em
solugdo aquosa de 0,1% de Tween 80, na proporgdo 1:10 (m:v), e deixado em repouso
por 3 horas, sob temperatura de 30°C.

Os sais nutrientes demonstraram ser a variavel que mais fortemente influencia a
produgdo de pectinase durante a fermentagdo em meio semi-sélido. As concentragdes
que proporcionaram os maiores niveis de produgio de pectinase foram: NH;NOs 1,20 g
/ 20 g de bagago de laranja; KH,PO, 0,08 g / 20 g de bagago de laranja; MgSO4.7H,0
0,12 g /20 g de bagago de laranja.

O pH da solugdo umidificante proporcionou methores resultados quando ajustado
para pH 5,0 , demonstrando também ser um fator significativo para a otimiza¢do do meio
de fermentag@o.

A produgdo de pectinase por fermentagdo em meio semi-solido apresentou
maiores atividade e produtividade quando o periodo de fermentagio foi de 120 horas (5
dias).

A variagio da temperatura de fermentagdo de 28°C para 34°C apresentou menor
influéncia sobre os niveis de pectinase produzidos comparando-se com as demais
variaveis estudadas, sendo que os melhores resultados foram obtidos a temperatura de
34°C

O bagago de laranja lavado demonstrou ser mais efetivo como substrato para a
produgdo de pectinase frente ao bagago de laranja ndo lavado.

Na regido de pH 4cido, a atividade de pectinase de Penicillium italicum 1Z 1584
apresentou pH 6timo 5,5 e temperatura 6tima de 45°C.

O sistema pectinolitico do fungo Penicillium italicum 1Z 1584 provavelmente ¢
constituido por pelo menos duas fragdes pectinoliticas distintas.
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6. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

- Estudo com bagagos de laranja (e de outros citricos) ndo processados, ou
apenas parcialmente neutralizados.

- Estudo da separagido, purificagdo e caracterizagdo de cada fragdo pectinolitica
produzida pelo fungo; a purificagdo da pectinase, mesmo sem a separagdo das fracdes,
seria de grande importdncia para melhoria da determinagdo analitica da atividade de
pectinase total, pois diminuiria ou eliminaria possiveis interferentes.

- Estudo sobre a estabilidade da enzima

- Otimizagio do meio de cultura semi-solido no sistema empregado, através da
determinag¢do do pH 6timo da solugdo umidificante e das concentragdes Stimas de
sacarose e de sais nutrientes (neste caso, entre as concentra¢des definidas nos meios M2
e M7). E estudo para ampliagdo de escala (bandejas, colunas, tambor rotativo), incluindo
_ a variavel aeragio.

- Verificagdo da auséncia ou presenga de micotoxinas no extrato enzimatico, uma
vez que o fungo Penicillium italicum é reportado na literatura (FRISVAD e SAMSON,
1991) como sendo um possivel produtor da micotoxina desoxibrevianamida E, 5,6-
dihidro-4-metoxi-2H-pirano-2-1.
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Anexo A:

ANEXOS

Equagdes obtidas a partir da equagio (2) utilizadas para a obtengdo das curvas de

nivel da Figura 4.8 - Temperatura e pH 6timos:

Y = 100:

Y =90:

Y = 80:

Y =70:

Y = 60:

Y =50:

Y =40:

-22,16. (x;)? = 24,93. (x2)°

10 = 22,16. (x1)* + 24,93. (x2)*
20 = 22,16. (x;)> + 24,93. (x,)°
30 = 22,16. (x1)° + 24,93. (x,)°
40 = 22.16. (x1)* + 24,93. (x2)?
50 = 22,16. (x1)° + 24,93. (x)’

60 = 22.16. (x1)* + 24,93. (x,)*

= x=x=0

= (x2) =[(10-22,16. (x1)*) /24,93 1**

= (x2) =[ (20 -22,16. (x;)* )/ 24,93 ]**

= (x2) =[(30-22,16. (x;)*) /24,93 1"*

= (x2) =[ (40 -22,16. (x1)* ) / 24,93 1'*

= (x2) =[(50-22,16. (x;)*) /24,93 ]'?

= (x2) =[(60-22,16. (x1)* ) /24,93 1'"°

Pontos experimentais utilizados na Figura 4.8, com valores de Y experimental e
Y calculado pela equagdo (2):

X1 X2 Y experim. Y eq.(2) Y eq.(2) -Y experim.
0 0 100,0 100,0 0
1 -1 46,1 52,9 6,8
-1 -1 56,2 52,9 3,3
1 1 42,3 52,9 10,6
-1 1 68,7 52,9 -15,8
212 0 493 55,7 6,4
212 0 61,1 55,7 -5,4
0 212 67,6 50,1 -17,5
0 212 31,6 50,1 18,5
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Anexo B:

Produgio de enzimas por fermentagdo em meio semi-solido (Fonte:

GUTIERREZ ROJAS e FAVELA TORRES, 1992 - p. 8).

AGUA ———<UMIDIFICAcAo
VAPOR ——<§STERILIZAC1§0
AR UMIDO ——< INCUBACAO

SOLUCAO
REGULADORA
DE pH

SUBSTRATO

RESIDUO

N

NS

INOCULO PURO

RESIDUO (SECO)
- DA FERMENTACAO
EXTRACAO
DE ENZIMAS
< FILTRACAO >
EXTRATO .
ENZIMATICO CRU ENZIMA (SECA)
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Anexo C:

Produgdo de pectinases fingicas (Fonte: FOGARTY e WARD, 1974 - p. 104).

CULTURA SEMI-SOLIDA CULTURA SUBMERSA

Indculo.
Incubagéo a 25°C - 40°C, 1 -6 dias

Colheita
Adicéo de
auxiliar para
v filtragcdo
I v
SECAGEME EXTRACAO COM AGUA FILTRACAO OU
MOAGEM CENTRIFUGACAO
PREPARADO EXTRATO ENZIMATICO
ENZIMATICO CRU AQUOSO
! ' 3
CONCENTRAGAO PRECIPITACAO COM ADICAO DE
A VACUO SAIS OU SOLVENTE PRESERVANTES E
ESTABILIZANTES
SECAGEM
— SOLIDO 1
> MOAGEM
ENZIMA CONCENTRADO ENZIMA

LiQuIDA ENZIMATICO LIQUIDA
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Anexo

D:

Fluxograma do processamento de suco de laranja concentrado, modificado para a
produgdo de enzimas pectinoliticas e rag3o animal (Fonte: MENEZES, 1989 -p. 168).
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Anexo E:

Dados experimentais tabelados, empregados na construgio dos graficos

apresentados.

TABELA E1: Efeito do tempo de fermentagio sobre a produgdo de pectinase,
ART e pH (Figura 4.1).

Meio B Meio A
Tempo Atividade ART Atividade ART
(horas) Enzimatica (mg/ml) pH Enzimatica (mg/ml) pH
(Ul/mi) (UL/ml)
0 ND 25,06 3,30 ND 0,33 3,31
48 8,76 x 107 39,22 3,33 6,20 x 10™ 0,38 3,29
96 9,31 x 107 17,12 4,31 8,59 x 107 0,54 3,55
144 2,89 x 107 3,76 431 1,36 x 107 0,58 5,90
(ND : n3o determinada )
(Resultados de analises em duplicatas).
TABELA E2: Efeito do tempo de fermentagdo sobre a atividade enzimatica,
a produtividade e o pH do meio de cultura (Figura 4.2).
Tempo de Atividade de Pectinase Produtividade pH
Fermentacdo
(horas) (UT/mi) (U/ml)/dia
0 0 0 4,60 (0,05)
24 0 0 4,54 (0,04)
48 1,49x 107 (53x10%) | 7,46x10° (2,6x10%) | 4,05 (0,07)
72 1,27x 107 (9,9x 10%) 423x102(3,3x10%) | 4,02 (0,06)
96 1,47x 101 (2,2x 107?) 3,68x102(5,4x10%) | 3,98 (0,02)
120 2,76 x 107 (5,3x 10%) 552x10%(1,1x10%) | 3,93 (0,05)
144 2,05x 10" (1,3x107) 3,47x102(2,2x10%) | 3,98 (0,02)
168 2,71x107(7.8x10%) 3,87x102(1,1x10%) | 4,01 (0,02)

(Os valores entre parenteses indicam os erros).
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TABELA E3: Efeito da concentrag@o de sais nutrientes sobre a atividade

de pectinase (Figura 4.3).

Meios de Fermentagio Atividade de Pectinase Erro
Ul/g MFU % Ul/g MFU %
M6 1,18 x 10™ 59,42 1,64 x 107 13,80
M2 2,00 x 107 100,00 6,32 x 107 31,72
M7 1,92 x 107 96,52 1,43 x 107 7,44
M8 0 0 0 0

TABELA E4: Efeito da presenga e tipo dos agucares adicionados ao meio de cultura
semi-solido sobre a produgdo de pectinase por Penicillium italicum 121584 (Figura 4.4).

Tempo Atividade de Pectinase (Ul/g MFU)
(dias) Meio M2 erro Meio M3 erro Meio M4 erro
6 2,00.107 | 24.10% ; 1,53.107 | 52.10° | 9,88.107 | 3,4.107
7 6,52.10% | 2,9.107 | 2,60.10% | 1,6.10% | 7,64.10% | 2,9.10?
8 3,20.10% | 4,3.10° 0 43.10% | 9,52.102 | 7,6.107
9 7,44.10% | 1,0.107 | 1,03.10" | 24.107% | 233.10"7 | 2,9.102
10 3,72.10% | 4,3.10% | 3,72.10% | 43.10% | 7,08.10% | 2,8.102
15 1,72.10" | 7,9.10% | 1,57.10" | 1,5.10" | 596.10% | 6,8.102
TABELA ES: Variagdo do pH do meio semi-solido em fungdo do tempo de
fermentagdo (Figura 4.5).
Tempo pH
(dias) | MeioM2 | erro MeioM3 | erro MeioM4 | erro
6 3,70 0,05 3,66 0,05 3,62 0,05
7 4,18 0,05 4,14 0,05 4,02 0,05
8 4,01 0,05 4,09 0,05 4,04 0,05
9 4,02 0,05 4,00 0,05 3,98 0,05
10 4,10 0,04 4,01 0,02 3,95 0,01
15 3,90 0,07 3,58 0,09 3,68 0,08
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TABELA E6: Efeito do pH sobre a atividade de pectinase (Figura 4.6).

pH Atividade de Pectinase (U/gMFU) Atividade de Pectinase (%)*
Ensaio SA Ensaio 5B Ensaio 5A Ensaio 5B
3,0 7,83. 102 2,02. 107 52,0 8,8
4,0 1,00. 10™ 1,59. 107 66,5 68,8
5,0 1,30. 10™ 2,00. 10! 86,6 86,1
6,0 1,27. 10 1,90. 10! 84,5 82,5
7,0 424107 2,88. 107 28,2 12,5
8,0 ND 2,31. 10 ND 100,0
8,7 1,50. 10" ND 100,0 ND
9,0 ND 4,04. 107 ND 17,5

(ND: né3o determinado)

( * ): Porcentagem em relagio a atividade maxima

TABELA E7: Efeito da temperatura sobre a atividade de pectinase (Figura 4.7).

T Atividade de Pectinase (UI/gMFU) Atividade de Pectinase (%)*
(C) Ensaio SA Ensaio SB Ensaio SA Ensaio 5B
30 1,20.10" 1,72.10™ 87,4 41,5
35 1,12.10™ 2,94.10™ 81,7 70,8
40 1,26.10" 1,84.10" 91,4 44,4
45 1,38.107 4,16.10" 100,0 100,0
50 1,23.10" 1,10.10™ 89,5 26,4

( * ): Porcentagem em relagio a atividade maxima
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