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RESUMO

No presente trabalho, estudou-se a produgio e produtividade de pectinase por
Penicillium italicum 1Z 1584 e por A.spergﬂlus niger NRRL 3122 através de fermentagio
semi-solida de bagaco de laranja industrialmente processado, em embalagens de
polipropileno. Foram feitos ensaios com bagaco de laranja lavado e ndo lavado. A produgio
de pectinases com bagago lavado iniciou-se mais cedo, porém os valores de atividade
obtidos com o bagaco nfio lavado foram maiores para os dois microrganismos, sendo os
valores da atividade do P. italicum 1Z 1584 (15,1 Ul/gMFU) maiores que os do 4. niger
NRRL 3122 (9,56 UI/gMFU).

Em ensaios utilizando bagago de laranja lavado adicionado de agiicares sacarose,
glicose ou frutose, observou-se atividade maxima no meio com sacarose (15,02 UL/gMFU),
para o P. italicum 1Z 1584, enquanto que os meios com glicose e frutose apresentaram
valores proximos de atividade 6,88 UI/gMFU e 6,94 Ul/g MFU, mas menores comparados
com o meio com sacarose. O fungo 4. ziger NRRL 3122 produziu pouca atividade de
pectinase nos meios aos quais foram adicionados os agicares. A atividade maxima foi
obtida em meio com glicose (1,98 UV/gMFU), valor proximo do meio com frutose (1,55
Ul/gMFU) ¢ o meio com sacarose foi 0 que apresentou o menor valtor de atividade (1,1
UVgMFU). O fungo P. italicum 1Z 1584 mostrou-se mais adequado para a produgio de
pectinase nos meios de fermentacdo testados. A producio de pectinase por P. italicum 1Z
1584 foi 37% maior que a produgio por 4. niger NRRL 3122 em bagaco ndo lavado, 40%
em bagago lavado, 93% em meio com sacarose, 28,8% em meio com glicose e 77,7% em
meio com frutose.

Em fermentag@o utilizando misturas de bagaco lavado e nfio lavado em diferentes
proporgdes, os maiores valores de atividade de pectinase também foram obtidos com o
fungo P. italicum 1Z 1584. O valor méaximo de atividade de pectinase obtido (20,72
UlgMFU), foi com o meio com 75% de bagago lavado e 25% de bagago nio lavado, sendo
wté valor, o maior encontrado neste trabalho.,

Palavras-chave: pectinase; Penicillium italicum; Aspergillus niger; bagaco; laranja.



ABSTRACT

The objective of this experimental work was to study the pectinase production and
productivity by Penicillium italictm 1Z 1584 and Aspergillus niger NRRL 3122, through
solid-state fermentation in a medium containing processed orange bagasse as substrate, in
flexible polypropilen packs. The initial experiments studied the medium composed by
washed orange bagasse and no washed bagasse as source of carbon. The pectinases
production with washed bagasse began earlier, however the activity values obtained with
no washed bagasse were bigger for the two microorganisms 15.1 Ul/gMFU and 9,56
Ul/gMFU, respectively, P. italicum 1Z 1584 and A. niger NRRL 3122,

In the experiments using washed orange bagasse supplemented with sugars
(sucrose, glucose or frutose), a maximum activity was observed in the medium with sucrose
(15.02 Ul/g MFU) for the P. italicum 1Z 1584, while the media with glucose or frutose
presented close values of activity of 6.88 UI/gMFU and 6.94 UI/gMFU, respectively, but
they were smaller when compared with the medium with sucrose. The fungus A. niger
NRRL 3122 produced small pectinase activity in the media where sugars were added. The
maximum activity was obtained in the medium with glucose (1,98 UI/gMFU), with similar
value for the medium with frutose (1.55 Ul/gMFU). The medium with sucrose
(1.1UI/gMFU), presented the smallest activity value. The fungus P. italicum 1Z 1584
showed best pectinase production in the tested fermentation media. The pectinase
production by P. italicum 1Z 1584 was 37% superior to the A. niger NRRL 3122 on no
washed bagasse, 40% on washed bagasse, 93% on the medium with sucrose, 28.8% on the
medium with glucose and 77% on the medium with frutose.

In fermentation using mixtures of washed bagasse and no washed bagasse in
different proportions, the biggest values of pectinase activity were also obtained with the
fungus P. italicum 1Z 1584. The mazimum value of activity (20.72U1/gMFU) was obtained
on a medium with 75% washed bagasse and 25% no washed bagasse. This value was the

maximum found in this work.

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

A grande maioria das indistrias, produzem além do produto final, um grande
volume de residuos e subprodutos. O mercado brasileiro apresenta enorme
disponibilidade de residuos e subprodutos agroindustriais, destacando-se as
industrias citricas, processadoras de suco de laranja, onde cerca de 40% da matéria
prima processada (laranja) se transforma em bagago, as destilarias e refinarias que
geram melago, bagacilho e outros materiais lignocelulésicos residuzis da cana. Esses
subprodutos agroindustriais sempre foram utilizados para enriquecimento de solos
ou como ragdo animal, gerando lucros, beneficios as empresas e a sociedade. Por
outro lado, a utilizagio desses residuos evita que os mesmos sejam descartados e
gerem problemas de poluigdo ambiental. Hoje, esses materiais podem também ser
aproveitados para obtengfio de outros produtos de alto valor comercial. E o caso das
enzimas, que atualmente representam no mercado mundial um valor estimado de
US$ 1,5 bilhdio ao ano, sendo que no Brasil este valor gira ao redor de US$ 35

milhdes, de acordo com a Carteira de Comércio Exterior do Banco do Brasil.

As enzimas sdo catalizadores orginicos produzidos pelas células vivas, que
aceleram as reagdes quimicas em seus processos vitais. Uma vez sintetizada por
uma célula, uma enzima poderd atuar independentemente da célula, se condi¢les
apropriadas forem mantidas. Uma das caracteristicas de destaque das enzimas € sua
especificidade pelo substrato. As propriedades adicionais das enzimas sio a
atividade em baixa concentragio, a rapidez de agfio e a nio-toxicidade. O
conhecimento das caracteristicas dessas substincias aumenton sobremaneira, a
ponto de muitas enzimas terem seus mecanismos de agiio e suas estruturas
perfeitamente determinadas; em consequéncia, esses catalizadores tém sido
empregados na sintese orginica, em procedimentos analiticos e em Processos



industriais dos setores farmacéuticos, alimenticios, téxtil, de couro, papel-celulose ¢

de minérios.

Vérias enzimas como pectinases, celulases, hemicelulases, amilases e
arabinases tém sido produzidas industrialmente em diversos paises. Algumas
enzimas tém sido produzidas industrialmente pelo processo de fermentacdo, € uma
variedade consideravel de microrganismos podem produzi-las. Entre os
microrganismos utilizados para a produgdio de pectinase pode-se citar: Aspergillus
niger, Penicillium sp, Flavobacterium sp, Candida utilis, Aspergillus orizae,
Aspergillus foetidus, etc (WHITAKER, 1990).

As enzimas pectinoliticas sdo largamente empregadas nas industrias de
alimentos. Nas inddstrias que processam frutas sfio muito utilizadas na extragdo do
suco aumentando a quantidade de suco livre; atuam na quebra da emulsdo de dleo
essencial que se forma apés a extragdo do suco; aumentam a remogdo de pigmentos
¢ 4cidos organicos e inibem a geleificagdo do suco concentrado. Na produgdo de
vinhos s3o muito utilizadas, pois diminuem a viscosidade, o tempo de
processamento em varios estigios e o gasto de energia para aquecimento, prensagem
e centrifugagio; diminuem também a temperatura de processo evitando alteragoes
indesejadas na cor e no sabor devido a caramelizagio ¢, em geral, atnam na
estabilizagio e clarificagio de sucos de frutas e pa eliminagio de substincias
pécticas de vegetais (PLATT e POSTON, 1972; ROMBOUTS e PILNIK, 1978,
SCHWIMER, 1981; GERHARTZ, 1990).

Em indistria téxtil, a adicdo de pectinases pode ser usada no tratamento de
fibras brutas vegetais, onde cansam a degradagio da pectina resultando na separagio
das fibras de celulose da parede celular. A degomagem das fibras requer portanto,
pectinases livres de celulases (BARACAT-PEREIRA et al,1993). No preparo de
alimentos infantis, as enzimas pectinases podem ser usadas na macerago enziméatica



de vegetais durante a produgfo de néctar e polpa de fruta ou de vegetais (PEPPLER
¢ REED, 1987).

Devem ser destacadas também as desvantagens do uso das enzimas
pectinases. Na fabricagdo de vinhos brancos, sua utilizagio pode alterar a cor, uma
vez que o acido galacturbmico liberado pode favorecer o escurecimento nio
enzimitico (Reagdo de Maillaird), causando assim uma coloragdo escura indesejavel
em vinhos brancos (SCHWIMMER, 1981). Nos preparados enzimaticos comerciais
ocorre acimulo de metanol devido & aglio da fraglio pectinaesterase. A concentragio
de metanol pode ser alta comparada com o limite permitido para sucos de frutas e
vinhos, podendo atingir niveis substanciais quando a pectinase ¢ empregada no
tratamento dos bagagos de magd e de uva. Nos sucos de frutas citricas e de tomate
pode ocorrer clarificagéo espontinea devido a presenga de enzimas pectinoliticas na
fruta, o que ndo ocorre nos sucos de magé ¢ uva onde as pectinases estio presentes
em baixas concentragdes, sendo necessario adi¢iio de enzimas comerciais durante o
processo industrial (PEPPLER e REED, 1987).

Afnalmente, a técnica de fermentagio para a produgio de enzimas
pectinoliticas estd bem desenvolvida. Existem dois métodos principais de
fermentagio, sendo ambos eficientes: o de fermentago submersa e o de fermentagiio

em meio semi-solido.

A fermentagdo semi-solida (SSF) vem sendo empregada predominantemente
em paises orientais, usando substratos facilmente disponiveis e de baixo custo; é tida
como o mais antigo processo fermentativo usado pelo homem. Os autores PANDEY
(1991); CANNEL ¢ MOO-YOUNG (1980); GUTIERREZ-ROJAS e¢ TORRES
(1992); LONSANE et al. (1992), definem o processo SSF como o crescimento de
microrganismo em materiais s6lidos umidecidos na auséncia ou perto da auséncia de



agua livre. Esses autores citam algumas vantagens e desvantagens da fermentagdo

semi-solida quando comparadas a fermentagdo submersa.

Vantagens: redugéo dos problemas de contaminag8o; substratos simples e de
baixo custo; auséncia de espuma; a esterilizagio do meio ¢ muitas vezes
desnecessaria; eliminagdo da necessidade de solubilizagio do substrato; eliminacdo
da necessidade de controle rigoroso de muitos pardmetros durante a fermentagio;

possibilidade da exclusfio das etapas de concentragio e/ou extragdo da enzima.

Desvantagens: dificuldades na remogdo do calor gerado pelo processo de
respiragdo do microrganismo; dificuldade na medida e controle dos niveis de
umidade, pH, oxigénio, gas carbOnico e produtos formados; os microrganismos
utilizados sdo limitados aqueles que crescem em baixos niveis de umidade;

necessidade de grande quantidade de in6culo e pré-tratamento do substrato.

Uma vez que o interesse pela SSF tem crescido significativamente a nivel
mundial, acompanhada pela crescente importincia industrial das enzimas, 0 uso
deste tipo de fermentagfio, associado ao aproveitamento de substratos facilmente
disponiveis ¢ de baixo custo, como os residuos agroindustriais, esta técnica pode
tornar-se economicamente vantajosa. Para os paises subdesenvolvidos, ou em fase
de crescimento, onde a crise atval e a globalizagio da economia mumdial nio
permitem acompanhar a crescente evolugdo biotecnolégica, os processos de SSF
apresentam uma oportunidade impar a ser considerada.

Tendo em vista o interesse mundial pela SSF, a importancia industrial das
enzimas pectinoliticas (ndo produzidas no Brasil) e a possibilidade da utilizagio de
residuos e subprodutos agroindustriais abundantes, optou-se pela presente proposta
de trabalho, cujo objetivo foi estudar a produgiio e produtividade das enzimas



pectinases por P. italicum 1Z 1584 ¢ A. niger NRRL 3122 em embalagens de

polipropileno, utilizando como substrato bagago de laranja lavado e nfo lavado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1, Fermentacio

A fermentagdio ¢ utilizada ha muito tempo na biotecnologia e é entendida no
sentido lato, ndo apenas como foi inicialmente proposto por Pasteur, na obtengio de
alcool, como sin6nimo de borbulhamento, mas como um processo no qual mudangas
bioquimicas ocorrem num substrato organico, através da agdo de catalizadores

(enzimas), obtidas de microrganismos in vive on in vitro (ATKINSON, 1984).

Existem dois tipos de processos de fermentagdo para a produgfo de enzimas
microbianas que sdo classificados conforme a quantidade de agua do meio: a

fermentag@o submersa e a semi-sélida.
2.1.1. Fermentacio submersa (SmF)

SmF ¢ aquela onde o substrato fica dissolvido ou suspenso em pequenas
particulas no liquido, normalmente 4gna. Apresenta como principais vantagens o
facil acompanhamento e controle dos parimetros fermentativos como pH.
temperatura, oxigenagdio e esterilidade. Como principais desvantagens tem-se o
grande volume de residuos gerados ¢ a diﬁculdade_ de separagio do
produto/substrato.

Segundo FOGARTY ¢ WARD (1974), na SmF, a determinacio de um meio
de cultivo balanceado € critico para a producdo de elevadas quantidades de enzima.
Desta forma, o meio liquido ¢ preparado com grande niimero de componentes como
misturas de carboidratos, materiais nitrogenados e minerais, que pode ser adequado
para a produgdo de diversas enzimas. A maior parte das pectinases comerciais s3o
enzimas indutiveis e substratos com altos teores de pectina, como polpa de



beterraba, casca de citricos e polpa de magci, devem ser adicionados ao meio de

fermentagio para que a produgdo da enzima seja estimulada.
2.1.2. Fermentacio em meio semi-sélido (SSF)

A SSF pode ser definida como aquela onde o substrato ¢ um material Gmido,
nio SuSpenso em agua € sem escorrimento aquoso, que permite o desenvolvimento
de fermentagio empregando um ou mais microrganismos. (GUTIERREZ-ROJAS e
FAVELA TORRES, 1992). O processos SSF ¢ mostrado no esquema genérico de

produgdo de enzimas na Figura 1.1.

De acordo com HESSELTINE (1972); RAIMBAULT (1980); MOO-
YOUNG et al. (1983) ¢ ORIOL (1988), na SSF o microrganismo & inoculado em um
substrato aparentemente sélido (imido), ou seja, na auséncia de agua livre. Assim a
atividade microbiana se d4 em toda a massa fimida. Os niveis ideais de umidade dos
substratos, geralmente, vdo desde 12% até 80%. Os niveis acima de 80% podem até
ser melhores para o processo, mas isso dependera da capacidade de retengiio de agua
do material utilizado como substrato.

O SSF é o mais usados no Oriente, mas nos dltimos anos essa pratica tem
sido de grande interesse no mundo ocidental também, pois este apresenta algumas
vantagens sobre o processo de Sm¥: o sistema utiliza menos energia, os reatores sdo
de tamanhos menores, a extragio é mais facil pois o produto é mais concentrado;
necessita de pouco controle do processo; porém existem algumas limitagGes, como O
problema de transferéncia de calor e massa; 0 substrato necessita de um pré-
tratamento e o controle do processo ¢ dificil; exige muita m#o-de-obra e sdo poucos
os conhecimentos técmicos, fisiologicos e bioguimicos dos microrgamismos
desenvolvidos nesse meio (GUTIERREZ-ROJAS € FAVELA TORRES, 1992).
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FIGURA 1.1. Fluxograma de produgio de enzimas por SSF.
(GUTIERREZ-ROJAS e FAVELA TORRES, 1992).



HESSELTINE (1972) descreve as caracteristicas das SSF quando o sistema ¢é
submetido a agitagfio. Segundo este autor, € preciso ter circulagdo de ar entre as
particulas do substrato solido, para que © material fermentado ndo se agregue
durante a fermentagdo ¢ a umidade se mantenha em niveis baixos, ao redor de 28%.
Para que a aeragio ndo seja comprometida, o volume de substrato tem que ser
pequeno em relagio a capacidade volumétrica do reator. As vantagens por ele
citadas, da SSF sfio: o espago ocupado pelo equipamento ¢ pequeno e ndo
necessita de tanques para a produgdo de indculos, uma Vez que OS €Sporos sdo
usados diretamente; devido a baixa umidade do meio de cultivo , niio ocorre
contaminagio da 4rea de fermentaglo; as condigOes de crescimento de fungos
sdo parecidas com as de seu habitat natural. Normalmente, maiores taxas de
produgéo sdo obtidas em SSF em relagiio a SmF e a extragdo do produto desejado €
feita no préprio biomeator, pela adigdo direta do solvente. Os maiores problemas
relacionados 2 utilizagio de substratos sélidos sdo: a necessidade de se produzir o
inbculo em grandes quantidades, com esporos fimgicos de capacidade de
germinagio rapida e uniformidade acima de 95%; determinagdo da quantidade
6tima de inéculo para cada fermentagdo; os niveis de umidade do meio semi-
s6lido devem ser determinados para cada espécie fingica empregada; requerimento
de considerivel desenvolvimento na parte de engenharia, incluindo a relagdo entre
a quantidade 6tima de substrato ¢ a forma e dimensdo do fermentador.

Comparando a produgfio de o-amilase de 4. orizae SCM por SmF e SSF,
SHAH et al. (1991) chegaram a conclusio de que a SSF ¢ mais econdmica.

Por outro lado, HERNANDEZ et al. (1992) compararam a produgdo de
alcaléides por Claviceps fusiforfis pelo método de SmF e por SSF e observaram
aumento na produgfo de 3,9 vezes, quando usada a SSF.



ACUNA-ARGUELLES et al. (1995) estudaram a produgiio e propriedades de
trés atividades pectinoliticas de 4. niger cultivado em SmF e SSF, concluindo que
com a SSF os valores de produtividade foram maiores. Consideraram ainda, que a
atividade de pectina liase foi inibida quando o processo  fermentativo foi o

submerso.
2.2. Reatores para a SSF

Na escolha do fermentador para a realizagio de uma fermentagio deve-se
considerar os objetivos da mesma. Entre eles estdo a analise econdmica dos custos
iniciais e operacionais do processo, a possibilidade de monitoramento e controle de
diversos parimetros, se houver necessidade, ¢ a manipulagic simphificada do
sistema (carga/ regarga, limpeza, manutengdo). Para a ampliaco de escala do reator,
deve-se verificar, primeiramente, em escala de laboratério, se os objetivos foram
alcangados e observar pardmetros que em pequena escala nio sio compativeis com a
escala industrial, como os efeitos da espessura e compactagio do substrato, da taxa
de aeragdo ¢ da dissipagfio do calor (CANNEL e MOO-YOUNG, 1980; DURAND
etal, 1988 ).

Reatores de vidro: Os primeiros reatores que devem ser citados sio os de
vidro, comumente utilizados em laboratorio. Os frascos erlenmeyers sio os
primeiros a serem lembrados devido a facilidade de manuseio durante as pesquisas.
Garrafas de cultura embora excelentes para o inicio de uma pesquisa, deixam a
descjar quando se pensa em uma ampliagio de escala do processo. Diversos tipos de
reatores tém sido propostos para amenizar os problemas de aeragiio , troca de calor e
umidade, entre outros.

Estudos de SSF foram realizados por MAIORANO (1990) em frascos de
erlenmeyer de 250 ml para a produgio da enzima pectinase por cultivo de
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Aspergillus. Nestes estudos foi utilizado farelo de ftrigo como substrato,
complementado por uma solugdo alcalina, em dois tipos de sistemas de fermentagéo,
descontinuo e de corte. Foi verificado pelo autor, que o sistema, com fragac de corte
igual a 75%, quando esta operagdo foi realizada apds certo tempo de fermentagéo,
obteve-se a atividade méaxima de pectinase 11% maior que o valor obtido com o

sistema descontinuo.

Bandejas: Estes tipos de fermentadores sfio caracterizados como sendo de
alto custo, devido a necessidade de uma grande édrea operacional e ao fato do
substrato ndo poder ser esterilizado no fermentador. S3o os tipos mais simples € as
bandejas podem ser metélicas, de plastico ou de madeira. Devem conter o substrato
e ter perfuragdes para permitir que haja aeragdo através da superficie inferior do
meio de cultivo. Estas bandejas sdo colocadas umas sobre as outras e normalmente

arranjadas mantendo-se uma certa distdncia entre elas (PANDEY, 1991).

GHILDYAL et al. (1981) usaram meio semi-sélido em bandejas perfuradas
para produgio em larga escala de enzimas pectinoliticas em meio umidificado ,
utilizando farelo de trigo como substrato e esporos de 4. carbanerius CFTRI 1048.
As bandejas foram colocadas na cimara de um fermentador comercial, cuja
capacidade era de 96 bandejas. O equipamento contava com controles de umidade,
temperatura ¢ circulagdo de ar. As fermentagdes foram conduzidas por 20 a 21
horas, sob temperatura entre 30°C e 35°C e sob umidade relativa de 90%. Quando o
controle de temperatura ndo foi empregado, a temperatura do meio anmentou de
25°C até 45,2°C devido a geragdo de calor durante a fermentagdo, resultando na
diminnigiio de cerca de 12% na produgiio da enzima. Também foram verificados os
efeitos da temperatura de extragio e do solvente empregado, além do efeito da
concentragdo de etanol e do tempo na precipitagdo da enzima. Utilizando o
material fermentado seco, foram testados os solventes fgua, dgua destilada e
tampdo fosfato 0,1 M, sob temperaturas de 4°C e ambiente (25°C a 28°C). As
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atividades pectinoliticas obtidas com a extragdo sob temperatura ambiente foram
praticamente as mesmas para todos 0s solventes. As extragdes a 4°C com
tampdo fosfato 0,1 M e 4gua destilada apresentaram uma recuperagdo de enzima
ligeiramente superior 4s anteriormente citadas. A precipitagdo da enzima a partir do
extrato liquido foi estudada empregando-se varias concentragdes de etanol, em
diferentes intervalos de tempo de 5 minutos a 6 horas. Houve perda significativa de
atividade pectinolitica com o aumento do tempo de contato entre 2 enzima e a
solugdio de etanol, concluindo-se que o processo deve ser realizado da forma mais
rapida possivel. A concentragdo de etanol Gtima para extragio da enzima (em
solugdo) foi 50%.

Tanques circulares: Este fermentador descrito por TOYAMA (1976) como
um equipamento em cultura estatica a nivel industrial, denominado produtor de
“Koji” automitico estaciondrio, que consiste de dois tanques rotatérios de :7m de
didmetro, dotados de um agitador helicoidal, dentro de uma cimara de condicOes
controladas. Neste equipamento podem ser processados, a cada batelada, cerca de 2
a 3 toneladas de meio de cultura, com alimentagfo, esterilizagdo, inoculagio e

retirada do produto realizados automaticamente.

Esteira rolante: Segundo THIEMANN (1985) este sistema é uma variante
do fermentador de bandejas. As etapas de inoculagio ¢ mcubacdo do material
esterilizado sdo realizadas em grandes esteiras de fundo perfurado por onde circnla
ar amido. De acordo com as necessidades de cada produto, pode ser realizada
também uma agitagio ocasional.

Tubular Horizontal: Neste equipamento o crescimento do microrganismo é
considerado melhor ¢ mais uniforme do que nos fermentadores de bandejas
(PANDEY, 1991). No entanto é também considerado de custo elevado para o
volume de mateﬁal produzido ¢ apresenta dificuldade de ampliagio de escala do
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processo ¢ da manutengio da integridade do micélio devido a agitagéo do sistema.
Neste fermentador o substrato & esterilizado ¢ resfriado diretamente no tambor e sua
agitagio pode ser realizada pela propria rotagdo do reator ou por agitador central
contendo niimero varidvel de pés. A aeracio da massa ¢ realizada pela passagem de
ar esterilizado e umidificado através do reator, objetivando também o controle da
temperatura interna (THIEMANN, 1985).

BEROVIC e LOGAR-DERENCIN (1993) utilizaram fermentador do tipo
tubular horizontal (tambor) para a produgfio de pectinase de A. niger P26 tendo
como substrato a pectina de magd. A esterilizagio do substrato foi realizada no

préprio fermentador, mas houve problemas de aglomeragio das particulas.

Tubular vertical: Também denominado fermentador tipo coluna, tem sido o
reator utilizado em pesquisas quando se deseja obter o controle do processo.
Segundo SAUCEDO-CASTANEDA et al. (.1992), os fermentadores de coluna
consistem de tubos de plastico ou de vidro colocados na vertical, com um leito fixo
de substrato, com tampa de ambos os lados. Estes fermentadores podem ter
encamisamento externo para controle de temperatura através da circulagdo de agua.
Alternativamente (e em pequena escala), o controle de temperatura pode ser feito
pela manutengiio do conjunto em uma atmosfera controlada. Os autores afirmaram
também, que esses tipos de fermentadores sdo os que mais.se adaptam ao aumento
de escala (“scale-up”) e ao controle de processos. O cultivo de Schwanniomyces
castellii CBS2863, por eles realizado em fermentador tipo coluna com leito de 900
mm de altura, permitiu que com o controle da taxa de aeragdo do sistema o
gradiente de biomassa formado a diferentes alturas do leito fosse gliminado.

Este tipo de reator, apresenta como vantagens, espago reduzido, a rapidez de
carga ¢ descarga e uma relagio volume total/volume util proximo a 1. Como

desvantagem, apresenta a compactagdo da massa ndo uniforme ao longo do
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equipamento. Dentro desta categoria, e visando superar algumas das desvantagens
apresentadas, inclui se também o denominado reator de leito fluidizado ar-solido,
que fornece um melhor controle de temperatura, de umidade e maior
homogeneidade do sistema (ROUSSOS et al., 1991; SILMAN et al., 1979).

COSTA (1996) produziu amiloglicosidase por 4. niger NRRL 3122 em SSF
de farelo de arroz, usando reator tipo coluna, encamisada, por onde circulou 4gua
para manter a temperatura de fermentagfio. Concluiu que o aumento de aeracdo
exerceu um efeito positivo, tanto sobre a atividade enzimitica, quanto sobre a
produtividade do processo e que o valor de 60 ml ar/ b/g meio foi suficiente para
uma boa oxigenacfio do meio e Gtimo para a producdo da enzima, A densidade
aparente do meio em intervalo entre 586 e 858 g/ mostrou ndo ter influéneia sobre a
atividade enzimitica e produtividade e valores acima e abaixo desta faixa
influenciaram negativamente. A acragdo utilizada mostrou-se insuficiente para a
remogio do calor metabdlico gerado durante o processo fermentativo, tendo
observado que a troca de calor se realizou de duas maneiras diferentes: radialmente
a contribui¢io maior para o fluxo de calor foi dada pelo mecanismo de condugdo e
na dire¢do axial por convecgio e apresentaram um maior gradiente radial da
temperatura.

Embalagens plisticas: Geralmente essas embalagens sfo sacos flexiveis de
polipropileno que suportam as temperaturas de esterilizagio e sio permedaveis ao
oxXigénio € a0 gas carbdmico. Sdo de baixo custo € de fécil manuseio, permitem uma
boa homogeneizagio do material e reduzem as perdas de amostras, principalmente
por quebra de frascos (COSTA, 1996).

HENNIES (1996) estudou a produgéo de pectinase por P. italicum 1Z 1584
atraves de SSF de bagago de laranja industrialmente processado, em embalagens de
polipropileno. Concluin que esse fungo foi capaz de produzir a enzima pectinase
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extracelularmente, sendo esta atividade incrementada quando a sacarose estava
presente no meio de cultivo. Observou também, que a produgfio de pectinase por
SSF com bagago de laranja lavado, mostrou-se ser mais efetiva frente ao bagago de
laranja nio lavado e apresentou maiores atividade e produtividade quando o periodo
de fermentagdo foi de 120 horas. O pH da solugdo umidificante proporcionou
melhores resultados quando ajustado para pH 5.0, demonstrando também ser um
fator significativo para a otimizagdo do meio de fermentagdo. A wvariagio de
temperatura de fermentagio de 28°C para 34°C apresentou pequena influéncia sobre
os niveis de pectinase produzidos, sendo que os melhores resultados foram obtidos a

temperatura de 34°C.
2.3. Controles do processo

Como em todo processo fermentativo, o controle de determinados parametros
se faz necessario para a obtenglio de produtos com caracteristicas constantes ¢
uniformes. O controle da umidade, da temperatura , pH do meio, velocidade ¢
frequéncia de agitagiio, condi¢des de transferéncia de oxigénio ¢ de nutrientes,
caracteristicas do substrato, além das caracteristicas e estimativa de crescimento
microbiano e da automagdio do processo, sdo os pardmetros mais freqiientemente
analisados (RAMANA MURTHY et al., 1993).

Umidade: O teor de umidade do substrato é um dos principais pardmetros
que influenciam o sucesso de uma SSF. A natureza do substrato, as necessidades do
microrganismo utilizado e o tipo de produto final desejado s3o os principais fatores
que determinam o gran de umidade que o substrato devera ter no inicjo e ao longo
da fermentagiio (LONSANE, 1985). Um substrato apropriadamente umedecido deve
ter um filme superficial de agua, visando facilitar a dissolugéo € a transferéncia de

massa de nutrientes ¢ de oxigénio. Porém, entre as particulas devem existir canais
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que permitam a difusdo de gases e a dissipagdo de calor (TENDERGY, 1985). O
teor de umidade na SSF pode variar entre 18 ¢ 85%.

Atividade de dgna: Este parimetro fornece a quantidade de 4gua néo ligada
disponivel aos microrganismos. Ela é definida como a razio entre a pressdo de
equilibrio de vapor de 4gua do substrato em relagio a agua pura, & mesma
temperatura. A atividade de 4gua (aw) influencia o desenvolvimento microbiano e
0s processos bioquimicos. Assim, cada microrganismo tem um nivel de aw minimo
para que possa efetuar suas atividades metabolicas. Em geral, os fungos possuem
uma aw minima de 0,7, enquanto que para as leveduras o valor situa-se em 0,8 ¢
para as bactérias, 0,9 (RAMANA MURTHY et al., 1993).

Temperatura: Devido as atividades metabélicas dos microrganismos e
dependendo da altura da camada de substrato, uma grande quantidade de calor pode
ser produzida durante o processo fermentativo. Como a temperatura afeta
diretamente a germinagdo dos esporos, o crescimento e a esporulagio dos
microrganismos, metabolismo ¢ a formag&o de produto, o calor produzido devers ser
imediatamente dissipado, para que o aumento da temperatura nfo prejudique a
fermentagfio. Isto pode ser efetnado com a passagem de ar através do meio de
cultura, com o controle da temperatura da sala onde ocorre a fermentagdo, ou através
de sistema de camisas em torno do fermentador com circulagio de 4gua refrigerante
(LONSANE, 1985).

PH: O controle do pH durante a SSF, embora seja um dos mais criticos,
dificilmente sera conseguido devido a heterogeneidade e a consisténcia do material.
Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagio brusca do potencial
hidrogeni6nico, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a adigdo
de solugbes-tampdio durante a ectapa de umidificagio do substrato (LONSANE,
1985).
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Aeraciio: Para bom rendimento e fermentagdo rapida em substrato sdlido, ¢
necessario o uso de uma grande area superficial do meio de cultura, na qual o
microrganismo pode se desenvolver em contato com o ar. Na maior parte dos
processos, tanto em nivel laboratorial como em nivel industrial, a oxigenaco do
meio ¢ realizada pela introdugdio de ar esterilizado sob pressédo no equipamento de
fermentagéio. Dependendo do valor da taxa de aeragdo introduzida, pode ser
ocasionada uma perda de umidade devido a exaustdo do ar, provocando uma
secagem ndo desejada do substrato. Assim sendo, torna-se sempre necessario, nestes
casos, a presenga de umidificadores de ar antes da introdugéo do mesmo no reator.
H4 diferentes maneiras para se obter uma melhor movimentagdo do ar através do
substrato, permitindo assim uma melhor transferéncia de oxigénio; utilizagdo de
material poroso, granulado ou fibroso, 0 uso de uma pequena espessura de uma
camada de substrato, utilizagdo de bandejas perfuradas ou reatores com fundo
composto por uma tela de arame, agitagio do substrato ou ainda pela introdugdo de
ar forgado estéril dentro do reator. Esta quantidade de ar estéril a ser introduzida no
processo fermentativo vai depender da natureza dos microrganismos, da quantidade
de calor metabolico a ser dissipada do processo, da espessura da camada do
substrato, da quantidade de CO; e outros metabdlitos volateis eliminados e da
necessidade de oxigénio para a sintese dos produtos (LONSANE, et al.,1985).

Agitacdo: O emprego da agitagdo em nm processo em estado sélido pode vir
a fornecer uma melhor homogeneizagio, quanto a distribuicdo do méculo e do
umidificante, impedir a formagio de agregados e favorecer tanto a transferéncia
- gasosa pela exposigdo de particulas de substrato a atmosfera do fermentador, como a
troca de calor dentro do meio (LONSANE, 1985). A agitagdo, porém, devido a
fragmentacfio mecinica de micélios, pode interferir na formagéo dos esporos € no
desenvolvimento natural do microrganismo (SILMAN, 1980). Pode causar também
a compactagdo do meio e a danificago das hifas (THIEMANN, 1985).
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Estimativa ¢ caracteristica de crescimento: A sequéncia de crescimento
microbiano em meio de cultura, em condigbes Otimas, envolve a germinagio nas
primeiras horas, seguido de um anmento gradual de temperatura devido ao inicio das
atividades metabdlicas, uma taxa crescente das atividades metabélicas, da fase
estacionaria ¢ de declinio. A duragdo de cada etapa vai depender das condicoes de
fermentagdo, do microrganismo empregado e do produto que se deseja obter
(LONSANE, 1985). O fungo filamentoso tem a capactdade de penetrar nos espagos
inter ¢ intracelulares por meios mecinicos ou enzimaticos, com a firme fixagdo das -
hifas na superficie do substrato e posterior ramifica¢do intensa e penetracio na
parede celular do substrato, pela atuagio de enzimas extracelulares produzidas e
excretadas pelo microrganismo. Portanto, ¢ muito dificil estimar diretamente a
biomassa microbiana no processo em estado solido, assim como separar em 1nuitos
casos o micélio do substrato (MOO-YOUNG et al., 1983).

Extragio de produtos: Existem poucas informagdes disponiveis na literatura
relacionadas a estudos de extragio de produtos obtidos por SSF. Para extragdo de
enzimas extracelulares, sio utilizados diluentes, como agua corrente, dgua destilada,
solugdo diluida de sais ou solugdo tampdo.

2.4. Substincias pécticas

Substéncias pécticas sdo polissacarideos estruturais, que ocorrem nas paredes
celulares € lamela média dos vegetais superiores. Sdo responsaveis pela integridade
¢ consisténcia dos tecidos dos vegetais. Embora elas ocomram em frutas e legumes
em quantidades que ndo excedem a 1% p/p, sdo de grande importincia para sua
consisténcia ¢ homogeneidade (ROMBOUTS e PILNIK, 1978).

Essas substincias consistem de uma cadeia principal composta por unidades
de acido D-galacturbnmico com ligaghes «-1,4, com seus grupos  carboxilicos
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“parcialmente esterificados com grupos metoxilicos, conforme apresentado na Figura
2.1.

Segundo WHITAKER (1990), substancias pécticas € a designagio global
para os derivados coloidais de carboidratos que ocorrem em plantas, ou sdo -
preparados a partir destas ¢ que contém uma grande proporgdo de unidades de acido
galacturbnico anidro. Os grupos carboxilicos do acido poligalacturﬁnico podem estar
. parcialmente esterificados por grupos metila, parcial ou totalmente neutralizados
por uma ou mais bases. As substdncias pécticas sdo diferenciadas dos
polissacarideos pelo fato de possuirem grupos carboxilicos (COOH), caracteristicos
dos 4cidos organicos. Desta forma, ¢ mais apropriado descrever as substancias

pécticas como sendo derivados de carboidratos ao invés de simplesmente

carboidratos.

As substancias pécticas sdo soliveis em dgua, dimetilsulfoxido e glicerol
aquecido, ¢ insoliveis na maioria dos solventes organicos. Substincias pécticas com
cadeias mais longas tendem a ser menos soltiveis em 4gua. As solugdes aquosas de
pectina, com concentragdes entre 1% e 2%, séo altamente viscosas, sendo esta
caracteristica dependente do peso molecular, do grau de esterificagiio, da forga
jonica, do pH, da temperatura e da concentragdo utilizada. As substincias peécticas
dependendo do grau de esterificagdo, podem ser precipitadas através da adigdo de
solventes misciveis em agua (etanol ou acetona, por e:iemplo), de polimeros basicos

soliveis em agua, ou de cations polivalentes (FOGARTY ¢ WARD, 1974).

cc:ocu cocrn cooc:-l

ol O Ol Ol

FIGURA 2.1. Estrutura molecular da cadeia principal das substincias pécticas,
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2.4.1. Enzimas pectinoliticas:

Segundo MACMILLAN e SHEIMAN (1974), o termo “enzimas
pectinoliticas™ ou pectinases, normalmente designa as enzimas capazes de degradar
os poliuronideos das moléculas das substincias pécticas. Estas enzimas sdo
produzidas por plantas e microrganismos. A classificagdio das enzimas pectinoliticas
é feita de acordo com a sua atuagiio sobre as substancias pécticas, dividindo-se em
. dois grupos principais: esterase e despolimerase e subdivididas conforme a
especificidade quanto ao substrato preferencial (pectina, acido péctico ou
oligogalacturonato) e segundo o padrdo de agdo (endo-enzimas e exo-enzimas).
Podem ser classificadas em polimctilgalacuuonasc (PMG), poligalacturonase (PG),
polimetilgalacturonato liase (PMGL), poligalacturonato liase (PGL) (WHITAKER,
1990). O anexe A mostra o esquema da agio das fragGes pectinoliticas sobre a

cadeia de pectina.

2.4.1.1. Pectinaesterase (PMGE): Esta fragdo atua sobre a pectina através de
um mecanismo de hidrélise (Figura 2.2), removendo o grupo metoxilico do gripo

5
i 0 c—t.ll:ﬂ, o C=OH
0 0
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H
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Pectinesterase .

FIGURA 2.2. Mecanismo de ag#o da enzima pectinaesterase.
(Fonte: MACMILLAN ¢ SHEIMAN, 1974)
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carboxilico das unidades de acido D-galacturdnico. Esta reagdo proporciona a
desesterificagio da pectina que eventualmente pode se transformar em acido
pectinico ou 4cido péctico, dependendo da extensdo da hidrélise, ¢ produgfo de
metanol (WHITAKER, 1990).

2.4.1.2 Polimetilgalacturonase (PMG): Esta frago  pectinolitica
presumivelmente hidrolisa polimetilgalacturonatos a oligometilgalacturonatos,
embora alguns pesquisadores questionam a existéncia desta enzima. FOGARTY e
WARD (1974) reportaram a existéncia de duas fragdes endo-PMG em um preparado
enzimatico de 4. niger. A primeira fragfo apresenta pH 6timo igual a 4,0 e hidrolisa
pectina altamente esterificada, produzindo deste acidos pentagalacturonicos até
4cidos galacturdnicos; a segunda fragio, com pH 6timo 7,0, hidrolisa também
pectina altamente esterificada, produzindo desde acidos pentagalacturénicos até
acidos digalacturdnicos.

2.4.1.3. Poligalacturonase (PG): A fragio endo-PG hidrolisa as ligagGes
glicosidicas internas dos poligalacturonatos de uma forma randdmica, produzindo
primeiramente uma série de oligogalacturonatos, terminando por produzir acidos
mono e digalacturfnicos, dependendo do tempo de digestio (Figura 2.3). Esta fragdo
pode ser obtida a partir de vérias plantas e microrganismos, ocorrendo
freqiientemente em multiplas formas moleculares. A fragdo exo-PG ocorre em
plantas, fungos, bactérias e insetos; o produto final da hidrolise € o acido
galactardnico. A agio da fragio exo-PG sobre o substrato ocorre a partir da
extremidade ndo redutora da cadeia, sendo que uma unidade de galacturonato
insaturado presente nesta posigio pode bloquear a agdo da enzima (MACMILLAN e
SHEIMAN, 1974; FOGARTY ¢ WARD, 1974).
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FIGURA 2.3. Mecanismo de agfio da enzima poligalacturonase,
(Fonte: MACMILLAN e SHEIMAN, 1974)

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

2.4.1.5. Poligalacturonato liase (PGL): A fragio endo-PGL ¢ produzida
somente por microrganismos, basicamente por bactérias e alguns fungos. Ela atua
sobre o pbligalacturonato, produzindo oligalacturonatos insaturados, sendo os
pectatos geralmente bons substratos para esta enzima. A atividade de endo-PGL
diminui & medida que o comprimento da cadeia de oligogalacturonato diminui. As
ex0-PGL ocorrem somente extracelularmente em apenas algumas poucas babtérias,
sendo o poligalacturonato seu substrato preferencial. A degradago por esta enzima
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produz normalmente digalacturonatos insaturados, a partir da extremidade redutora
da cadeia do substrato. A degradagdo de poligalacturonatos e oligogalacturonatos a
trés unidades de &cido galacturénicos ocorre a uma velocidade constante, ao

contrario do que acontece com a fragdo endo-PGL (WHITAKER, 1990;
MACMILLAN e SHEIMAN, 1974).
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FIGURA 2.4. Mecanismo de agio da enzima pectina-liase.
(Fonte: MACMILLAN e SHEIMAN, 1974)

2.4.2. Producio de Enzimas Pectinoliticas

A produgdio de pectinases em larga escala € feita basicamente por fungos,
particularmente do género Aspergillus. As caracteristicas das enzimas obtidas a
partir destas fontes tornam-nas ideais paré o processamento de frutas, sendo esta sua
~ principal aplicagio. A selegio do microrganismo capaz de produzir a enzima em
niveis adeqﬁados ¢ o primeiro passo para a produgdo comercial de qﬁalquer enzima
microbiana. Esta selegiio & feita com espécies e linhagens capazes de produzir a
enzima desejada e a linhagem selecionada poderé sofrer melhoramentos genéticos,
para atingir niveis de produgfo mais elevados. Os pardmetros que afetam a sintese
da enzima microbiana devem ser estudados para otimizar & sua produgo. Entre os
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fatores mais importantes que influenciam a produgio da enzima pode-se citar a
espécie (ou linhagem) microbiana, a composi¢do do meio, o pH ¢ a temperatura
(FOGARTY e WARD, 1974; FOGARTY e KELLY, 1979).

MENEZES et al. (1989) estudaram a produgio de proteina microbiana (SCP)
para a ragio animal em SSF, utilizando bagago de polpa de laranja previamente
neufralizado e peletizado como substrato, enriquecido com sais nutrientes.
Utilizaram os fungos A. niger An-8, Rhizopus Rh-3 e Pleorotus ostreatus.
Dependendo da espécie utilizada, verificaram que o teor médio de proteina no meio
fermentado atingiu 12% a 15% e que o fungo A. niger foi o mais efetivo, devido ao
seu eficiente sistema enzimatico. O fungo Pleorotus ostreatus ndo foi capaz de
converter 0 substrato em proteina, pois segundo os autores a presenca de Sleo

essencial da casca de laranja no bagago, inibiu o crescimento do microrganismo.

ALANA et al. (1989) estudaram a produgdo de PMGL por dezesseis
microrganismos em meio submerso, ¢ verificaram que o fungo P. italicum CECT
2294 apresentou maior atividade especifica desta fragdo frente aos demais. Este
fungo ndo apresentou atividade de PMGE, mas apresentou atividade de PG. Os
autores verificaram que o pH final da cultura desenvolvida por 6 dias foi sempre
inferior a 4,0 e ressaltaram que pectinases capazes de atuar nesta condi¢dio de acidez
sio interessantes as industrias de processamento de frutas. A atividade de PMGL em
relagio ao crescimento microbiano (biomassa) foi independente do tamanho do
in6culo e teve seu maximo no segundo dia de fermentagdo. Adigdo de glicose (3%
peso/volume) ao meio demonstrou ser mais eficaz que a adigdo de sacarose, sendo
também mais eficaz frente ao meio contendo somente pectina, na produgdo de
atividade de PMGL. Observaram também que a presenga de glicerolfosfato
demonstrou ser importante para a extensio da produgiio de PMGL e este nfo inibiu a
produgio da enzima, enquanto que a presenca de glicerol, na mesma concentrago,
diminuiu 50% a produgfo da mesma.
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As atividades de PMGL e de outras fragSes enzimaticas em SmF e SSF de P.
#talicum CECT 2294, foram estudadas por ALANA et al. (1990). Neste estudo foi
observado que o fungo produziu atividade de PMGL extracelular, induzida por
pectinas com alto grau de esterificag8o, a baixos valores de pH e apresentou baixas
atividades de PG ¢ PGL em SSF e nenhuma atividade em SmF. A atividade de
PMGL obtida das SmF e¢ SSF foi maior sobre pectina com maior grau de
esterificagdo. Na SmF, o pH 6timo para a produgdo de PMGL esteve entre 6,0 e 7,0
sendo que a enzima teve maior atividade em tampdo citrato- fosfato (pH 3,0 a 7,0),
comparanda ao tampéo tris-HC1 ( pH 7,0 a 9,0).

Segundo WHITAKER (1990) a existéncia da fragdo PMG ¢ questionada, uma
vez que nenhum autor foi capaz de demonstrar a presenca desta enzima, quando
poligalacturonato 100% metilado foi usado como substrato na auséncia de PMGE e
endo-PGL. Segundo ele, a maioria dos relatos na literatura ndo sio conclusivos em
relagdo a caracterizagdo das diversas fragdes pectinoliticas, principalmente as
referentes 4 fragio PMG. A existéncia desta fragdo também foi questionada por
MACMILLAN e SHEIMAN (1974), que basearam-se no fato de que o mecanismo
de quebra da cadeia por trans-eliminagdo fora descoberto somente em 1960, o que
tornaria 6bvio que estudos descrevendo PMG anteriormente a esta data, na realidade
descreviam, pelo menos na sua maior parte, a fragdo PMGL..

A produgiio de exo-pectinase constitutiva de Aspergillus sp CH-Y-1043 em
SmF com diferentes fontes de carbono como glicose, frutose, sacarose, glicerol,
acido galacturbnico, pectina citrica, acido poligalacturdnico foi estudada por
AGUILAR e HUITRON (1990). Esses autores concluiram que no meio contendo
glicose como substrato ocorreu atividade de enzimas constitutivas. Os meios com
sacarose, frutose, glicerol, acido galacturfnico ou glicose enriquecidos com extrato

de levedura tiveram crescimento celular miximo ignais aos meios somente com
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glicose, sacarose, frutose ou glicerol. O meio com acido galacturdnico teve seu

crescimento 56% maior comparado com 0s outros meios.

BARACAT et al. (1991) estudaram a utilizagfo de polpa de laranja em SmF
como fonte de carbono, para a produgéio de PG por 4. fumigatus. Os resultados
observados sdo melhores comparativamente aos obtidos tanto com pectina quanto
com celulose, amido, lactose, sacarose e glicose. O microrganismo provavelmente
apresentou outras fragGes dentro do seu sistema pectinolitico, uma vez que a
atividade de pectinase total (TP) foi superior & atividade da fragéio PG.

SAID et al. (1991) estudaram a produgio de pectinases por P. frequentans em
SmF. Concluiram que a melhor temperatura para a produgio de pectinase ficou entre
30 e 35°C. Neste estudo foi observado atividade de pectinacsterase em pH 2,5 e pH
7,0 ¢ de pectina liase em pH 8,0. Das fontes de carbono testadas, a pectina, acido
poligalacturdnico e casca de citrus induziram a produgio de pectinases ¢ a adi¢io de
arabinose, celobiose, celulose, frutose, galactose, glucose, maltose, manitol, manose,

sacarose, trealose e xilose nfio induziram a produgdo de pectinases.

Foi estudada também a produgéic de enzimas pectinoliticas pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum. Observou-se que tanto a fragio exo-PMG como a fragdo
ex0-PG, ambas purificadas e incubadas por 10 minutos, apresentaram temperaﬁlra
otima de 45°C. A atividade da enzima exo-PG apresentou uma diminui¢do da
atividade a 65°C/10 minutos, sendo completamente inativada apods incubagdo a
60°C/4h. A fragio exo-PMG exibiu 40% de sua atividade méxima apods a incubagio
a temperatura de 45°C/4h e 50% de atividade ap6s 60°C/4h, sendo completamente
inativada quando submetida a temperatura de 80°C/4h. O pH 6timo para a exo-PMG
foi 5,0, enquanto que para a fragdo exo-PG foi pH 4,0. O modo de agéo das exo-
pectinases foi determinado pela verificagdo de que o tmico produto obtido no micio
da reacéo apresentava baixo peso molecular (RIOU et al. , 1992).
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MIKHAILOLOVA et al. (1994) estudaram a biossintese de PL de P.
adametzii, P. citrinum e P. janthinellum em SmF. Concluiram que os substratos com
pectina de magd e beterraba ¢ acido D-galacturénico foram 6timos para os trés
fungos utilizados. O fungo P. janthinellum produziu 80% da biomassa total nas
primeiras 48 horas de fermentagiio e a sintese enzimatica teve inicio nas primeiras
72 horas, quando foi detectada atividade de exo-PL e uma quantidade pequena de
endo-PL. Com o fungo P. adameizii obtiveram o crescimento e a sintese de endo-PL
nas primeiras 48 horas de fermentagdo e apds este periodo a produgéo de exo-PL.
Com o fungo P. citrinum a sintese enzimatica e a presenga de pectinaliases foram
observadas apos 24 horas de fermentagdo e apos 72 horas foi detectada a endo-PL ¢
sua atividade méaxima ocorreu com 96 horas de fermentagio. Também foi estudada a
repressdo da sintese enzimatica com meio contendo 0,2% ou de pectina de magi ou
de glicose, a combinagdio de ambos e adenosina monofosfato ciclico (cAMP). O
cAMP ndo afetou a biossintese enzimatica quando o meio continha glicose; pois
quando esta foi utilizada observou-se inibigdo da sintese enzimatica, sendo
detectadas apenas enzimas constitutivas. O meio contendo pectina demonstroun ser

um Otimo substrato na auséncia de glicose.

GALIOTOU-PANAYOTOU et al. (1997) estudaram as condigdes de
crescimento de 4. sp. ATHUM-3482 em SmF, utilizando como fonte de carbono
bagaco de laranja e aglcar de beterraba. As atividades méximas de PG e endo-PG
em meio com bagago de laranja foram obtidas apdés 5 dias de fermentago. A
maxima atividade de PG ¢ endo-PG no meio com agucar de beterraba foi obtida
ap6s 6 dias de fermentagdo, atingindo valores maiores comparativamente ao obtido
com o bagago de laranja.

ANTIER et al. (1993) estudaram a producéio de pectinases em SSF, utilizando
polpa de café como substrato. O objetivo desses autores foi o de produzir pectinase
usando linhagens mutantes de A. niger CH4 (A. niger C28B25, A. niger C16C25, 4.
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niger C17B25) e Penicillium sp C15B25. O mutante 4. niger C28B25 foi o maior
produtor de pectinases, com cerca de 135 U/g DP (peso seco).

ISMAIL (1996) utilizou bagago de laranja como fonte de carbono para a
produgdo de um complexo multienzimaitico contendo pectinases, celulases e
xilanases em Sm¥F. Os fungos 4. oryzae 1911 e o fungo P. chrysogenum 3486 foram
testados. O autor concluiu que o fungo A. oryzae 1911 foi o mais efetivo, com alta

produgéo de multienzimas apds 5 dias de incubagéo.
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3. MATERIAL ¢ METODOS
3.1. Substratoe para cultivo dos fungos

A matéria prima utilizada foi o subproduto sélido de inddstrias de suco citrico
(“pellets” de laranja), constituida basicamente de membranas, sementes e polpa,
obtida junto 4 industria citrica CITROVITA - Agroindustrial Ltda - Catanduva S. P..
O bagago de laranja foi produzido a partir do processamento de laranjas das
variedades Natal e Valéncia colhidas no més de dezembro de 1997 de acordo com o
esquema do anexo C. A composigdo quimica do material é constituida de fibras,
proteinas, gordura, nitrogénio, minerais (calcio, magnésio, fosforo, potassio e sodio),

agucares, 6leos essenciais e pectina. (*)

3.2. Preparo do substrato

3.2.1. Moagem do bagaco de laranja

A moagem do bagaco de laranja foi feita em moinho de martelo, Maquina
Dumore, modelo 7104, Hz 0-60, 120 volts, 9000 rpm, 5/8 Hp e foi utilizado peneira
numero 0,5.

3.2.2. Lavagem e secagem

Parte do bagago moido néo foi lavado ¢ a outra parte do bagago foi lavada em

agua corrente em vasilha de plastico amparada com peneira Bender USS 230, tyler

(*) Comunicagdo pessoal do Eng. de Alimentos José Orlando Ferreira - Dep.
Controle de Qualidade - CITROVITA- Agroindustrial 1tda-Catanduva S.P.
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250, 0,062 mm para separar as particulas sélidas. Esta lavagem repetiu-se até que se
obtivesse um teor de aguicares redutores totais (ART) inferior a 1% do bagago seco.
Apbs a lavagem, o bagago foi secado ao sol até teor de umidade entre 14 2 15,5 %.

3.3. Caracterizacio do substrato
3.3.1. Granulometria

A anilise granulométrica do bagago de laranja triturado foi realizada em
agitador de peneiras tipo magnético, marca Bertel, maquina namero 319, série 8703,
com escala variavel de agitagdo (0 a 10). Foram realizadas 3 repeti¢hes para o
bagaco ndo lavado, utilizando-se 4 peneiras marca Granutest : ABTN 12 ( Tyler 10),
ABTN 16 (Tyler 14), ABTN 25 (Tyler 24) ¢ ABTN 70 (Tyler 65). A posigdo da
escala de agitagiio empregada foi a maxima (10) e o experimento foi realizado por
um periodo de 30 minutos. Apds a secagem do bagago lavado, foi adotado o mesmo

procedimento.
3.3.2. Umidade

A umidade do bagaco de laranja foi determinada a partir da medida da
diferenca de massa entre as amostras imidas e as amostras secas. A secagem foi
realizada sob temperatura de 105°C em estufa, com as amostras acondicionadas em
frascos previamente tarados. Apés 24 horas de secagem, os frascos foram colocados
em dessecador até atingirem temperatura ambiente e em seguida pesados em balanga
analitica da marca Sartorius Analytic, modelo A2008S.
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3.3.3. Determinacio do pH do bagaco de laranja e das amostras dos

meios fermentados

Foi preparada uma suspensio do bagago de laranja em agua destilada na
proporgdo de 1:10 (massa:volume). Apos agitago a 150 rpm por 15 minutos em
mesa rotativa, fez-se a determinagio do pH da suspensio em potenciémetro da
marca ANALION PM 608.

3.4. Determinacio de acicares redutores (método de Somogy -Nelson)

3.4.1. Preparo dos reagentes

Este método emprega duas solugSes distintas. A primeira, denominada de
Reagente de Somogy-Nelson I foi preparada pela dissolugéio de 4,0 g de sulfato de
cobre (CuSOy), 24,0 g de Na-2803 anidro, 16,0 g de NaHCO;, 12,0 g de tartarato de
sodio e potassio e 18,0 g de Na,SO,, nesta ordem, em 600 ml de agua destilada. O
volume foi completado para 1,0 litro em baldo volumétrico e a solugio foi deixada
em repouso por uma noite em ambiente escuro. Apds este periodo, a solugdo foi
filtrada através de papel de filtro Whatman niimero 4 ¢ o reagente estocado em
frasco escuro. A segunda solugiio, denominada de Reagente de Somogy-Nelson II,
foi preparada a partir de duas outras solugBes. A primeira foi.preparada pela
dissolugdo de 50,0 g de molibdato de amdnio anidro em 900 ml de agua destilada,
seguida da adigio de 42,0 ml de 4cido sulfiirico concentrado. A outra solugéo fo1
preparada pela dissolugéo de 6,0 g de Na,HAgO, anidro em 50 ml de 4dgua destilada.
O Reagente de Somogy-Nelson II foi preparado através da mistura destas duas
solugdes. Apds 24 horas de incubagio em estfa a 37°C, o reagente foi estocado em

frasco escuro.
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3.4.2. Dosagem dos agiicares

O procedimento para a determinag@o de aghcares redutores foi iniciado pela
adigdo de 2,0 ml de Reagente de Somogy-Nelson I a um tubo contendo 1,0 ml de
amostra (item 3.10). Apds agitagdo manual, a mistura obtida foi incubada em banho
em ebuli¢io por 6 minutos e os tubos, ao final deste periodo, foram resfriados em
banho de gelo. Foram adicionados 2,0 ml de Reagente de Somogy-Nelson Ii,
seguido de agitagdio manual vigorosa e repouso durante 5 minutos, sob temperatura
ambiente. Um volume de 20 ml de agua destilada foi adicionado ¢ os tubos agitados
por inversdo. A absorvincia a 540 nm foi lida em espectofotdmetro e o valor obtido
foi utilizado no célculo da concentragdo de agicares redutores presentes na
amostra, a partir de uma curva padrdo relacionando a concentragio de dcido

galacturdnico ou glicose com a absorbéncia .
3.5. Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram os fungos Penicillium italicum 17 1584,
obtido junto ao Instituto Zimotécnico, ESALQ/USP, Piracicaba, S.P. e Aspergillus
niger NRRL 3122 obtido junto a Fundagfio Tropical de Pesquisa André Tosello-
Campinas S.P. A manuten¢fio do fungo P. italictan 1Z 1584 foi feita através de
repiques quinzenais sucessivos em tubos de ensaio contendo meio agar-batata-
dextrose (BDA) inclinado, os quais foram incubados a 28°C apés a inoculagio. O
fungo A. niger NRRL 3122 foi mantido através de repiques quinzenais sucessivos
em tubos de ensaio contendo meio MEA (extrato de malte, peptona, glicose, agar ¢
agna) e incubados a 30°C.

3.6. Inéculo

O in6culo para a SSF foi preparado pela adigdo de tween 80 0,01% aos tubos
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de ensaio contendo as culturas puras dos fungos P. italicum 1Z 1584 ¢ A. niger
NRRL 3122, desenvolvidas por 7 dias a 28°C em meio BDA inclinado ¢ a 36°C em
meio MEA, respectivamente. As suspensdes de esporos obtidas apds raspagem do
agar com alga de inoculagdo, seguida de agitagio manual, foram ajustadas para uso

posterior.

3.7. Contagem de esporos ¢ inoculagio

A contagem de esporos em cada suspensdio obtida no item 3.5, foi feita
através de microscopio Gptico em duplicatas, utilizando-se cdmara de Neubauer. Foi
utilizado um volume de suspensdo equivalente a 3 ml de suspensio de esporos para
cada 30g de substrato solido.

3.8. Meios de cultura

Os meios de cultivo para a SSF foram definidos a partir do meio utilizado
por MENEZES et al. (1989) ¢ por HENNIES (1996). Nos meios de fermentagéio
foram utilizados bagago de laranja lavado e néo lavado como substrato, bagago de
laranja lavado adicionado de agiicares (sacarose, glicose ou frutose) ¢ misturas de
bagago lavado e nfio lavado em diferentes proporgdes. Todos os meios foram
enriquecidos por solugdes de nutrientes minerais como $30 mostrados na Tabela
3.1

3.9. Sistema de Fermentacio

3.9.1. SSF em embalagens de polipropileno

Trinta gramas (30g) de bagaco de laranja lavado, ndo lavado, suas misturas ¢
adicionados de agiicares, foram acondicionados em embalagens de polipropileno de
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dimensdes 20,0 cm x 30,2 cm (Figura 3.1) e em seguida foram adicionados os sais
em solugdo aquosa. A umidade final do substrato foi ajustada com agua destilada e
fixada em 75%. A embalagem contendo o meio de cultivo foi selada,
homogeneizada manualmente e esterilizada em autoclave a 121° C por 15 minutos.
Ap0s resfriamento o meio foi inoculado com suspensdo de esporos (5,45x107 de P.
italicum 1Z 1584 e 7,57x10" de A. niger NRRL 3122) previamente preparados

conforme item 3.5.1., e em seguida foram incubados a 28°C e 30°C,

respectivamente.

FIGURA 3.1. Embalagens de polipropileno com os meios de fermentagdo.

3.10. Extracéio da enzima

Depois de fermentado, o material foi homogeneizado e retiradas amostras
de cada embalagem para a extragdo da enzima. Apos, as embalagens foram seladas e
novamente incubadas, de onde foram retiradas amostras ao longo da fermentagdo.

Para 5g de amostra foram adicionados 100 ml de agua destilada e logo apos o
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sobrenadante foi filtrado a vacuo em papel de filtro Whatman nimero 1. O filtrado

foi usado para determinagdes de pH, atividade enzimatica e aglicares redutores totais
(ART).

3.11. Estudo do tempo da reacdo enzimitica

Uma aliquota do extrato enzimético bruto (item 3.10 - 0,5 ml), foi misturada
a 0,5 ml de solugfio a 1% de pectina citrica em tampao citrato-fosfato 0,IM pH 5,5 e
incubada em banho-maria a temperatura constante de 40°C por 10, 15, 20, 30 e 60
minutos. Apés cada periodo, foram determinados os grupos redutores liberados pelo
método de Somogy-Nelson, presentes nas amostras de varios meios de fermentac@o,
com diferentes concentragdes de enzimas produzidas. Foi realizado o estudo de

melhor tempo de reagfio, para ser efetuados os calculos das atividades enzimaticas.

3.12. Determinacio das atividades enzimaticas

A atividade enzimatica foi determinada pela quantificagdo dos grupos
redutores liberados na reagio enzimatica. Uma aliquota do extrato enziméatico bruto
(0,5 ml), foi misturada a 0,5 ml de solugdo de pectina citrica 0,1% em tampéo
citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5 e incubada em banho-maria a temperatura constante de
40°C durante 20 minutos. Apés o periodo de incubagdio, a reagdo foi
interrompida através da inativagdo 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 & descri¢do

acima, substituindo-se o extrato enzimatico bruto respectivamente por agua destilada

e pela solugio enzimética bruta previamente inativada em ebuligdo por 10 minutos.
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A quantificagdo dos grupos redutores, expressos como icido galacturdnico, -
foi realizada pelo método de Somogy-Nelson. A atividade de pectinase foi calculada
pela diferenga entre as concentragdes dos grupos redutores presentes nas amostras e
1n0s respectivos controles. Uma unidade internacional de atividade (UT) foi definida
como umol de acido galacturdnico produzido por ml de enzima por minuto. Para a

SSF a atividade enzimatica foi expressa em Ul por grama de material fermentado

timido (UL/gMFU).

3.13. Determinacio da produtividade

A produtividade foi determinada através do quocienie da atividade obtida no
item 3.12 pelo tempo de fermentagao.

3.14. Determinacio de agtlicares redutores totais no extrato enzimstico

O teor de agucares redutores totals no extrato enzimatico foi determinado
pelo método de Somogy Nelson (item 3.4). Uma aliquota de 5 ml do extrato
enzimatico foi misturado a 1 ml de HCl 2N e levado em ebuli¢gdo por 10 minutos.
Apos resfriamento, foi neutralizado com NaOH 2N. A amostra assim preparada foi
utilizada para determinar aglcares redutores totéis (item 3.4.2).
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4, RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo do substrate da SSF

4.1.1. Granulometria do bagaco lavado e nio lavado

Os dados médios do perfil granulométrico dos bagagos lavado e ndo lavado,
para trés repeti¢Ges, conforme especificado no item 3.3.1, sdo apresentados na
Tabela 4.1. Os resultados mostram que cerca de 98,13% e 88,84% do material
lavado e ndo lavado, respectivamente, apresentaram granulometria igual ou superior

a 0,2Imm (peneira).

TABELA 4.1.: Granulometria do bagago de laranja lavado e ndo lavado.

Peneira Abertura Massa de bagaco Retido (g)
(ABTN) (mm) bagaco lavado bagaco nfo lavado
12 1,68 15,21 14,8
16 1,19 16,27 15,47
25 0,71 36,35 233
70 0,21 30,30 353
Fundo - 1,16 11,13
Total - 100,00 100,00

Comparando-se os resultados do bagago de laranja lavado com os resultados
do bagago de laranja nfo lavado, percebe-sc uma diminmigdo significativa da
quantidade de finos. Isto se deve basicamente a dois fatores; o primeiro é a formaggo
de grumos durante a secagem do material lavado € o segundo é a perda de finos

durante a lavagem.
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4.1.2. Valores de pH, teores de umidade e ART

Foram realizadas quatro determinagSes de pH com o bagago de laranja
lavado e ndo lavado. O pH médio obtido para o bagago de laranja lavado foi 597 eo
ndo lavado apresentou pH 4,56, o que pode ser explicado pelo fato da agua de
lavagem ter retirado uma parcela das substincias dcidas presentes inicialmente no
bagago de laranja nfio lavado. O bagago de laranja lavado e ndo lavado apresentaram
umidades de 14,33% e 14,2%, respectivamente. O processo de lavagem do bagaco
eliminou praticamente todos os agilicares soliiveis, cujo teor passou de 19,04% para
apenas 0,16% (Tabela 4.2).

TABELA 4.2. Valores de pH, umidade ¢ ART de bagago de laranja lavado ¢

ndo lavado.
bagaco lavado bagaco ndo lavado
PH 5,97 4,56
Umidade (%) 14,33 14,2
ART (%) 0,16 194

4.1.3. Estudo do tempo da reacio enzimitica

Para a determinagio da atividade de pectinases houve necessidade de se
adequar o tempo de reagdo, como descrito no item 3.11. Observa-se péla Figura 4.1
que a concentragio de substincias redutoras aumenta significativamente até 20
minutos de reagfo e, apbs este intervalo de tempo, a concentragio de substincias
redutoras permanece praticamente constante, indicando que a veagdo foi
interrompida, ou por inibigdo das enzimas pelo produto ou pela baixa concentragéo
de substrato remanescente na mistura reacional. Desta forma, adotou-se o tempo de
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20 minutos de reagio em todas as analises subseqiientes para determinagéio de
atividade enzimatica.
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Figura 4.1. Hidrolise de pectina por pectinases de P. italicum 1Z 1584 produzidas
em diferentes concentragdes em varios meios de fermentacio com bagago de laranja (e C1,
-C2,xC3,0C4e+C5).

4.2. Fermentacio em meio semi-sélido em embalagens de polipropileno

A fermentagio semi-solida em embalagens de polipropileno mostrou-se
efetiva. Comparando-se com os frascos erlenmeyer tradicionalmente empregados, as
embalagens permitiram uma boa homogeneizagio do material e reduziram as perdas
de amostras (principalmente na quebra de frascos). Estas embalagens além de
suportarem as temperaturas de esterilizaglio, sfo permeaveis ao oxigénio e ao gis

carbonico, sio de baixo custo ¢ facil manuseio.



4.2.1. Estudo da produciio de pectinase pelos fungos P. italicum IZ 1584 ¢
A. niger NRRL 3122 utilizande bagaco de laranja lavado e nio lavado como

substrato.

Neste estudo foram analisadas a atividade de pectinase, produtividade, teor de
ART e pH dos meios de fermentagdes sem adigdo de aghcares, para os dois fungos
estudados, como mostram as Fignras 4.2.1. a 4.2.8.

Pela Figura 4.2.1 e Figura 4.2.2 observa-se que a produgio de pectinases
utilizando bagago de laranja lavado iniciou-se mais cedo, porém os valores de
atividade obtidos com bagago nfo lavado foram maiores ao final do processo
fermentativo. O agiicar presente no bagago ndo lavado, provavelmente, inibiu a
produgéo de emzimas no inicio da fermentagio, mas ao mesmo tempo permitiu
maior desenvolvimento de massa celular, o que foi observado visualmente. Como
consequéncia da maior massa celular produzida, houve maior produgdo de
enzimas a partir do quarto dia de incubagdo. Pode-se observar que a maxima
atividade de pectinases de P. italicum 1Z 1584 (Figura 4.2.1), obtida com o bagago
de laranja ndo lavado foi de 15,1 UI/gMFU, apés o décimo quinto dia de
fermentagéo e para 0 4. niger NRRL 3122 (Figura 4.2.2) foi de 9,56 UI/gMFU, apés
0 décimo sétimo dia de fermentagio, enquanto que com o bagago lavado a maxima
atividade de pectinases de P. italicum 1Z 1584 foi de 11,94 Ul/gMFU, apds o
décimo sétimo dia de fermentacio ¢ para o A niger NRRL 3122 foi de 7,2
UI/gMFU, ap6s o décimo quarto dia. A fermentagdo do bagago nfio lavado por P.
italicum 1Z, 1584 levou a produgiio de 21% a mais de enzimas do que aquela obtida
com bagago lavado. Nas fermentagSes com A. niger NRRL 3122 essa diferenca foi
de 25%.

Alguns pesquisadores (MALDONADO et al. 1986) relatam em seus trabalbos
que bagagos de citrus industrializados, quando utilizados como substrato na
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FIGURA 4.2.1. Atividade de Pectinase de P. italicum 1Z 1584 cultivado em bagago
de laranja lavado e ndo lavado (» M1 -bagago lavado; o M2-bagago néo lavado).
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FIGURA 4.2.2. Atividade de Pectinase de 4. niger NRRL 3122 cultivado em bagago
lavado e nfio lavado (e M1 - bagaco lavado); o M2 - bagaco nio lavado).
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fermentagio, levam a menor produgio de pectinases quando comparada com
bagaco de citrus nfo industrializados. Alegam que durante o processamento para a
produgio de ragdo, o bagago de laranja sofre tratamento quimico com hidréxido de
sodio para sua neutralizagdo, seguido de intenso tratamento térmico para a secagem.
Este tratamento promove reagBes cujos produtos podem contribuir direta ou
indiretamente para a diminui¢io das atividades microbiana e pectinolitica, além de
que a elevada concentragdo de agicares redutores totais no bagaco de laranja
poderia ser um fator inibitério para a produgdo de atividade de pectinase. Dessa
forma, as diferengas nos processos industriais a que sdo submetidos os bagacos,

podem também interferir nos resultados de produgéo de enzimas.

Pela Figura 4.2.1 e Figura 4.2.2 pode-se observar ainda que a produgio de
pectinases de P. italicum 1Z 1584, foi 36,7% maior do que a de A. niger NRRL
3122, quando utilizou-se bagago de laranja ndo lavado e 39,7% maior, quando o
bagaco utilizado foi lavado. O fungo P. italicum 1Z 1584 mostrou-se mais efetivo
em relagdo aos substratos utilizados, sendo que maiores atividades de pectinase
foram obtidas apés o décimo quinto dia de fermentagdo. Visualmente, pdde-se
observar que o fungo P. italicum 1Z 1584 produziu maior massa micelial que o 4.
niger NRRL 3122, o que pode ter proporcionado maior produgio da atividade de
pectinases.

A Figura 4.2.3 e a Figura 4.2.4, mostram as curvas de produtividade de
enzimas pectinoliticas para ambos os substratos utilizados (bagaco lavado e nio
lavado) sem adigfio de agiicares. Observa-se que os valores de produtividade
utilizando bagago nfio lavado foram maiores que os valores obtidos com bagaco
lavado, a partir do oitavo dia de fermentagdo. O valor maximo de
produtividade foi obtido no décimo quarto dia para o bagago nfio lavado (1,02
U/dia) ¢ no décimo sétimo dia para o bagago lavado (0,7 U/dia) para o fungo P.
italicum 1Z 1584. Para o fungo A. niger NRRL 3122 o valor miximo de
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FIGURA 4.2.4. Produtividade de pectinase de 4. niger NRRL 3122 cultivado em
bagago de laranja lavado e nfo lavado (¢ M1- bagaco lavado; o M2 - bagaco nfo lavado).
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produtividade foi obtido no décimo quinto dia para o bagago ndo lavado (0,57 U/dia)
¢ no décimo segundo dia para o bagago lavado (0,5 U/dia). Em semelhanca a
attvidade de pectinases, os valores de produtividade foram maiores para o meio com

bagaco nio lavado e com o fungo P. italicum 17 1584.

A Figura 4.2.5 e a Figura 4.2.6 mostram os teores de agiicares redutores totais
em ambos os substratos, em fungio do tempo de fermentagéio por P. italicum 1Z
1584 e A. niger NRRL 3122. Os agiicares redutores presentes no meio de cultivo de
bagago de laranja ndo lavado fermentado por P. italicum 17, 1584 foram reduzidos
lentamente at€ o sétimo dia de cultivo, caindo entio abruptamente até o décimo
segundo dia de fermentagdo. A concentragdo de aglicares no meio com bagago
lavado, permaneceu constante ao longo do periodo de fermentagio. A comparagio
entre a producdo de pectinases (Figura 4.2.1) ¢ 0 consumo de agicar redutor
(Figura 4.2.5) pelo fungo P. italicum 1Z 1584, indica que a produgéio de pectinases
iniciou-se apds a redugfio do aglicar a niveis minimos, o que ocorren apds o décimo
dia de cultivo. Esses dados sugerem a inibigdo da produgdo da enzima pelos

agticares disponiveis no meio de cultura.

Por outro lado, o alto teor de agicar redutor permitin uwm maior
desenvolvimento da biomassa micelial, o que possibiliton a maior produgio da
atividade de pectinases observada nesse meio, apés o décimo quinto dia de
cultivo. Entretanto, a quantificagio da biomassa produzida nio foi realizada, em
funcdo da dificuldade desse tipo de andlise em SSF, embora o crescimento tenha
sido acompanhado visualmente ao longo do percurso fermentativo.

Em cultivo do fungo A. niger NRRL 3122, o consumo de aglcares foi mais
rapido. Apos o quinto dia de fermentagio a concentracio de agilicares redutores no
substrato ficaram préximos dos valores do substrato com bagago lavado. Observa-se

que no meio com bagago ndo lavado, o infcio da produgdo das enzimas ocorren no
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quinto dia de fermentacfo (Figura 4.2.2), coincidindo com o menor teor de ART do

meio.

No bagago lavado, a produgdo da enzima por ambos os fungos iniciou-se apds
48 horas de cultivo. O pico de produgiio nesse meio, ocorren apds o décimo sétimo
dia para o P. italicum 1Z 1584 e apbs o décimo primeiro dia para 0 A. niger NRRL
3122. Deve-se considerar que, ndo havendo agucar facilmente disponivel aos
microrganismos, 0 crescimento dos mesmos sé iniciou-se, apos a degradagio do
substrato para a liberagdo de mondmeros que pudessem ser absorvidos pelo fungo,
o que retardon a formagio do micélio e a liberagdio das enzimas em quantidades

detectaveis.
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" FIGURA 4.2.5. Acficares redutores totais (ART) do meio semi-solido de bagago de
laranja fermentado por P. italicum 1Z 1584 (# M1 - bagago lavado; o M2 - bagago nio
lavado).
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FIGURA 4.2.6. Ac¢licares redutores totais (ART) do meio semi-solido de bagaco de

laranja fermentado por 4. niger NRRL 3122 (e M1 - bagago lavado; o M2 - bagago ndo
lavado).

A Figura 4.2.7 e a Figura 4.2.8 mostram os valores de pH para ambos os
substratos durante a fermentagio dos mesmos. Observa-se que nos quatro primeiros
dias a fermentagfio com o bagago niio lavado fermentado por P. italicum 1Z 1584,
ocorreu uma dimmugdo de pH (de 4,7 para 4,5). Apds o quarto dia de fermentacéio
0 pH aumentou de 4,5 para 6,7. Com o bagaco lavado houve redugio do pH nos
cinco primeiros dias, seguido de aumento até pH 6,2 no final da fermentagdo.

O aumento de pH observado foi bastante acentuado, principalmente a partir
do décimo dia de fermentagéo, coincidindo com o aumento de atividade enzimatica,
o que sugere que o pH dentro de certos limites pode ser usado para monitorar a
fermentagdo. Esse anmento durante a fermentagiio provavelmente ocorren por
substincias excretadas pelo microrganismo. Para os processos que utilizaram A.
niger NRRL 3122 os valores de pH foram mais constantes. Os valores de pH ao
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FIGURA 4.2.7. pH do meio semi-solido de bagago de laranja fermentado por P.
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FIGURA 4.2.8. pH do meio semi-sdlido de bagago de laranja fermentado por A.
niger NRRL 3122 (e M1 - bagago lavado; o M2 - bagago nio lavado).



final da fermentagéio foram de 3,86 para o bagago lavado e 5,4 para o bagago ndo

lavado.

4.2.2. Estudo da producio de pectinase pelos fangos P. italicum 1Z. 1584 e
A. niger NRRL 3122, utilizando como substrato bagaco de laranja lavade com

adiciio de acuicares (sacarose, glicose ou frutose) ¢ niio lavado.

Neste estudo foram analisadas a atividade de pectinase, produtividade, teor de
ART e pH dos meios de fermentago adicionados de agiicares, para os dois fungos
estudados como mostram as Figuras 4.2.9 2 4.2.16,

Pode-se observar na Figura 4.2.9 que a atividade méxima de pectinases de P.
italicum 1Z 1584 nos meios com bagago lavado adicionados de agticares foi de
15,02 UV/gMFU, ocorreu quando o agiicar adicionado foi a sacarose, apés o décimo
sexto dia de fermentagio. Comparando com o bagago ndo lavado, observa-se que
nesse meio houve praticamente a mesma produgio de enzima (15,1 UI/gMFU) no
décimo quinto dia de fermentagdio. Os meios com glicose e frutose tiveram
atividades méximas de pectinases de 6,88 Ul/gMFU e 6,94 Ul/gMFU,
respectivamente, apds o décimo nono dia de fermentagfio; valores 54,4 % ¢ 54,0 %
menores, comparando-se com 0s meios com adigio de sacarose e com bagago ndo
lavado.

Na figura 4.2.10 pode-se observar que a atividade maxima de pectinases
(1,98 Ul/gMFU) de A. niger NRRL 3122 foi obtida com o meio que continha
bagago de laranja lavado adicionado de glicose. Com o meio adicionado de frutose
obteve-se um valor de 1,55 UVgMFU e com o meio com sacarose um valor de 1,1
Ul/gMFU. Com o meio com bagacgo de laranja nio lavado como substrato, obteve-se
o valor miximo de 9,56 UU/gMFU. Comparado com os meios aos quais foram
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adicionados agucares ( glicose, frutose ou sacarose) a atividade de pectinase foi de
79%, 84% e 88,5% menores, respectivamente. A producdo de pectmases por €sse
fungo, sofreu inibi¢do muito mais acentuada pelos aghcares adicionados, do que

observada para o P. italicum 1Z, 1584,

A dogura do suco das frutas citricas ¢ devido a presenca dos agucares
sacarose, frutose e glucose. Em laranjas Valéncia da Flérida esses agucares foram
encontrados na proporgdo de 2:2:1 respectivamente (CURL e VEDHUIS, 1948 -
apud Mc CREADY, 1977 ¢ AMISTALDEN, 1992). Ja o teor de aglicares totais,
encontrado em frutas citricas por COOK (1983), variou de 1% em alguns limdes e
limas e a 14% em algumas laranjas.

Como citado no item 4.1.2, o teor de aglcar determinado no bagago foi de
19,04%, que pode ser considerado um valor alto. Entretanto, deve-se lembrar de que
o bagago contém uma pequena fragio de suco ndo extraido, além do fato de que,
algumas vezes, adiciona-se ao bagago imediatamente antes de sua granulagio
(peletizagiio) melago residual rico em agacares (Anexo C).

Os resultados indicaram que a presenca de sacarose induziu a produgéo de
pectinases. A capacidade deste carboidrato em induzir a produgdo de atividades
pectinoliticas foi reportada também por HENNIES (1996) em sen estudo para a
produgio de pectinases utilizando bagac}o de laranja lavado. Ele obteve uma maior
atividade quando o meio foi enriquecido com sacarose, Como conseqiiencia da maior
produgfio de massa micelial no inicio da fermentagfio. O meio com bagago lavado
como fonte de carbono apresentou atividades de pectinases menores que oS mejos
com bagago ndo lavado e com sacarose, que apresentaram maior crescimento
celular. Nos estudos de ALANA et al. (1989) h4 indicagdio de que a fragdo PMGL da
linhagem de P. italicum estudada, foi induzida pela presenga de pectina no meio de
cultura, sendo que na sua auséncia a atividade de PMGL detectada foi desprezivel.
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FIGURA 4.2.9. Atividade de Pectinase de P. jtalicum 17, 1584 cultivado em bagago
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FIGURA 4.2.10. Atividade de Pectinase de 4. niger NRRL 3122 cultivado em
bagaco de laranja (¢ M1 - bagago lavado; o M2 - bagago niio lavado; + M3 - sacarose; x M4
- glicose; ~ M5 - fiutose).
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Nos estudos de SAID et al. (1991) sobre a produgiio de pectinase por P
frequentans em SmF, foram usados como substratos pectina e bagaco de citres como
fonte de carbono. A produgéio de pectinases foi induzida e o meio com pectina foi o
que apresentou a maior produgdo. Foram testados também meios com varios outros
substratos (arabinose, celulose, frutose, glicose, sacarose, galactose, maltose,
manitol, manose, celobiose, xilose ¢ trealose) ¢ segundo estes autores, nenhum deles

induziu a produgdo de pectinases.

BRUMANO et al. (1993) pesquisaram a produgdio de pectina liase
constitutiva ou indutiva por P. griseoroseum em SmF em mejos com sacarose,
glicose, frutose e pectina citrica. O meio com sacarose foi 0 que produziu maior
atividade de pectina liase (2,46 mU ml™), seguido da pectina citrica (0,76 mU ml
1y, frutose ( 0,40 mU ml”) e glicose (0,40 mU mI"). Na combinagfio desses agicares
com pectina citrica, a sacarose também foi a que permitiu obter maior atividade

enziméatica.

Pela Figura 4.2.10 pode-se observar que a atividade maxima de pectinases de
A. niger NRRL 3122 foi obtida com o meio que continha bagago de laranja ndo
lavado como substrato, seguido do meio com bagago lavado. A adicdo de agiicares
levou i redugdo da atividade de pectinases nos diferentes meios.

Nos estudos realizados por AGUILAR et al. (1990) foi investigada a
produgdo da enzima constitutiva exo-pectinase de Aspergillus sp. CH-Y-1043 em
SSF, utilizando como fonte de carbono glicose, sacarose, frutose € pectina citrica.
Segundo estes autores, o crescimento do fungo #o meio com glicose como {nica
fonte de carbono foi pequemo, sugerindo ser constitufiva a enzima produzida.
Durante a fermentagio, observaram maior crescimento celular e consequente
produgiio de pectinase mos meios com pectina citrica, juntamente com frutose,

glicose e sacarose, em ordem decrescente.
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SOLIS-PEREIRA et al, (1992) pesquisaram os efeitos de diferentes fontes de
carbono (sacarose, glicose ¢ acido galacturomico) na sintese de pectinases de A.
niger em SSF. A sacarose produziu a maior atividade total de pectinases, seguidos
dos meios com glicose e acido galacturdnico, comportamento que foi também
observado para produgdo de exo-pectinases. A producdo de endo-pectinase foi maior
quando havia glicose no meio, seguidos dos meios com sacarose e acido

galacturdnico.

Nos experimentos realizados o fungo P. italicum 1Z 1584 mostrou-se também
mais adaptado aos meios de fermentagio comparado com o fungo 4. niger NRRL
3122. A atividade de pectinases produzidas por P. italicum 1Z 1584 em relagdo a
atividade das produzidas por A. niger NRRL 3122, foi 37% maior para o bagago nio
lavado, 93% para o meio com sacarose, 40% para o bagaco lavado, 28,8% para o

meio com glicose € 77,7% pata o meio com frutose.

A Figura 4.2.11. e a Figura 4.2.12. mostram as curvas de produtividade de
pectinases de P. italicum 1Z 1584 e A. niger NRRL 3122, para os meios utilizados.
Observa-se que o maximo valor de produtividade para o fongo P. italicum 17
1584 (1,02 U/dia) utilizando bagago de laranja nfo lavado, foi maior quando
comparado com  os outros meios e ocorren apés o décimo quarto dia de
fermentagio. Para o fungo 4. nmiger NRRL 3122, o valor méximo de
produtividade (0,59 U/dia) ocorreu apés o décimo quinto dia de fermentagdo com o
meio contendo bagago de laranja ndio lavado. Como foi observado nos valores da
atividade enzimatica, os valores de produtividades obtidas também foram maiores
para o P. italicum 1Z 1584 comparado com o A. niger NRRL 3122.
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FIGURA 4.2.11. Produtividade de pectinase de P. italicum 1Z 1584 cultivado em
bagago de laranja (» M1- bagago lavado; 0 M2 - bagago néo lavado; + M3 - sacarose; x M4
- glicose; - M5 - frutose).
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FIGURA 4.2.12, Produtividade de pectinase de 4. niger NRRL 3122 cultivado em
bagaco de laranja (¢ M1- bagago lavado; o M2 - bagago néo lavado; + M3 sacarose, x M4 -
glicose; - M5 - frutose).
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A Figura 4.2.13 ¢ a Figura 4.2.14 mostram a variagio da concentragdo de
aglicares redutores totais para os diferentes meios utilizados. Pode-se observar que
os meios com adi¢do de agticares e o mejo com bagago ndo lavado, no comego da
fermentagdo apresentavam grande quantidade de agiicares, que foram metabolizados
ao longo da fermentagio. O P. jtalicum 1Z 1584 metabolizou mais lentamente os
agucares dos substratos comparativamente ao 4. niger NRRL 3122 ¢ apds o décimo
quinto dia de fermentagdo, todos os substratos apresentaram praticamente a mesma

concentragdo de agicares remanescentes.

Como comentado anteriormente, observou-se que a partir do quinto dia de
fermentacdo foi detectada em todos os meios a presenga de pectinases. A produgio
de enzimas intensificou-se para ambos os fungos, quando a concentragiio de

aglicares nos meios ja nfo era tio alta, indicando que os fimgos comegaram a utilizar
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FIGURA 4.2.13. Aglicares Redutores Totais (ART) do meio semi-sélido de bagago
de laranja fermentado por P. italicum 1Z 1584 (e M1 - bagago lavado; o M2 -bagaco nfio
lavado; - M3 - sacarose; + M4 - glicose; x M5 - frutose).
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FIGURA 4.2.14. Acticares Redutores Totais (ART) do meio semi-solido de bagago
de laranja fermentado por A. miger NRRL 3122 (¢ M1- bagago lavado; o M2 - bagago nio
lavado; + M3 - sacarose; x M4 - glicose; - M3 - frutose).

a pectina como substrato. Isto pode ser mais claramente observado nos resultados
dos experimentos dos meios com bagago lavado e ndo lavado sem adigdo de

agucares.

A Figura 4.2.15 e a Figura 4.2.16 nos mostram a evolugdo do pH das
fermentagdes para ambos os fungos. Observa-se que nos trés primeiros dias de
fermentagio para o P. italicum 1Z 1584, ocorreu uma diminuigdo de pH e apds o
quarto dia até o final o pH aumentou indicando que as culturas estavam ativas. Em
todos os meios o aumento de pH observado foi bastante acentuado. Os meios com
adigdo de agiicares apresentaram valores de pH maiores s¢ comparados com os
meios com bagago lavado e niio lavado, sendo que o meio com sacarose foi o que
atingiu maior valor de pH (7,67). Para 0 4. niger NRRL 3122 o pH permaneceu
constante ap6s o segundo dia de fermentagfo, mas no meio com bagago ndo lavado
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FIGURA 4.2.15. pH do meio semi-solido de bagago de laranja fermentado por P.
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FIGURA 4.2.16. pH do meio semi-solido de bagago de laranja fermentado por 4.
niger NRRL 3122 (» M1 - bagago lavado; o0 M2 - bagago ndio lavado; + M3 - sacarose; X
M4 - glicose; - M5 - frutose).
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o pH comportou-se de maneira varidvel, chegando a um valor méximo de pH de 5,4.

Os outros meios nfio chegaram a atingir valores de pH maiores de 4,0.

4.2.3. Estudo da producio de pectinase pelos fungos P. italicum 1Z 1584 ¢
A. niger NRRL 3122 utilizando como substrato misturas de bagago de laranja

lavado e nio lavado em porcentagens diferentes.

Neste estudo foram analisados a atividade de pectinase, produtividade, teor de
ART e pH dos meios de fermentagio para os dois fungos estudados, como mostram
as Figuras 4.2.17 a 4.2.24.

A Figura 4.2.17 ¢ a Figura 4.2.18 mostram a atividade de pectinase para os
dois fungos utilizados. Pode-se observar que para o fungo P. italicum 1Z 1584 a
atividade maxima de pectinase obtida foi de 20,72 UI/gMFU apés o décimo sexto
dia de fermentago, quando utilizou-se o meio com 75% de bagago lavado e 25% de
bagago ndo lavado (M6) como substrato. No meio com 25% de bagago lavado e
75% de bagago ndo lavado (M8), o valor de atividade méxima de pectinase foi de
14,64 UI/gMFU, apés o décimo sexto dia de fermentagdo, 30% menor que valor
obtido com 0 meio M6. Com o meio com 50% de bagago lavado e 50% de bagago
ndo lavado (M7) o valor de atividade mixima, apés o décimo sexto dia de
fermentagéio foi de 10,44 UU/gMFU, 50% menor que o valor maximo obtido com o

meio M6.

Os meios com maiores quantidades de bagago nfo lavado apresentaram as
menores atividade de pectinases, apds o quarto dia de fermentago, reforgando que
a presenga de acicares no substrato, inibe a atividade de pectinase nos primeiros
dias de fermentagio, conforme discutido nos itens 4.2.1 e 4.2.2..
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Comparando-se a produgfio da enzima nos meios com bagaco lavado (M1) e
nfo lavado (M2), observa-se que as atividades de pectinase dos mesmos foram 42%
e 27% menores, respectivamente, comparadas a0 meio onde houve a mistura de
75% do bagago lavado com 25% do ndo lavado (M6).
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FIGURA 4.2.17. Atividade de Pectinase de P. italicum 1Z 1584 cultivado em
bagago de laranja(e M1 -bagago lavado; o M2 -bagago nio lavado; - M6 -75% bagaco
lavado e 25% bagago nfo lavado; + M7 -50% bagago ndo lavado e 50% bagago néo lavado;
x M8 -25% bagago lavado e 75% bagago niio lavado).

A atividade de pectinases de P. italicum 1Z 1584 do ensaio com adi¢do de
sacarose (M3) ao substrato (maior atividade obtida nos experimentos anteriores) foi
27,5% menor que 2 atividade de pectinase do meio M6, podendo-se concluir que
este meio foi o melhor para a produgio de pectinases, em relagdio a todos os demais
meios estudados.

A Figura 4.2.18 mostra a atividade de pectinase de 4. niger NRRL 3122, em
meios compostos por misturas de bagago de laranja lavado e ndo lavado. Pode-se
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observar que o valor maximo de atividade de pectinase (12,2 Ul/gMFU) foi obtido
com o meio M8 apds o décimo sétimo dia de fermentagdo. No meio M6, obteve-se
atividade de 9,25 UI/gMFU, apds o décimo quarto dia de fermentagio, 24% menor
em relagdo ao meio M8. O meio M7, apresentou menor atividade de pectinase com
apenas 2,27 U/gMFU, 81,4% menor que o meio M3.
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FIGURA 4.2.18. Atividade de Pectinase de A. miger NRRL 3122 cultivado em
bagaco de laranja (» M1-bagago lavado);, 0 M2 -bagago ndo lavado; + M6 -75% bagago
lavado e 25% bagago nio lavado;, x M7 -50% bagaco lavado ¢ 50% bagago néo lavado; -
M8 -25% bagaco lavado e 75% bagago nio lavado).

No meio com bagago lavado (M1) obteve-se valor de atividade enzimética
41% ¢ 22% menores que os meios M8 e M6, respectivamente, ¢ a atividade obtida
com bagago ndo lavado (M2) foi 21,64% menor que a obtida com o meio M8 e
igual a0 meio M6, quando foi untilizado P. italicum 1Z 1584. Os meios adicionados
de agticares (Figura 4.2.9 ¢ Figura 4.2.10), apresentaram valores de atividade de
pectinases inferiores a todos os meios com bagago lavado, bagago ndo lavado e suas
misturas. Exceto o meio com adigio de sacarose quando utilizou-se o fungo P.
italicum 17 1584.



A Figura 4.2.19 e a Figura 4.2.20 mostram os valores da produtividade
obtidos em fermentagdes de meios com misturas de bagaco lavado e niio lavado
por P. italicum 1Z 1584 e A. niger NRRL 3122. O valor méiximo de produtividade
obtido com o P. italicum 1Z 1584 utilizando o meio M6, ocorren apds o décimo
sexto dia de fermentagdo. Para os meios M7 e M8, ocorreram apés o décimo quinto

e décimo sexto dia de fermentacfo, respectivamente.

Para o fungo 4. niger NRRL 3122 a méxima produtividade obtida ocorren
apos o décimo quarto dia para o meio M6. Para os meios M7 e M8 ocorreu apds o
décimo sétimo e décimo oitavo dia, respectivamente. Observa-se que os valores de

produtividade obtidos foram maiores quando utilizou-se P. italicum 1Z, 1584.
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FIGURA 4.2.19. Produtividade de pectinase de P. italicum 1Z 1584 cultivado em
bagago de laranja (¢ M1 - bagago lavado; o M2 - bagago niio lavado; - M6 - 75% bagaco
lavado e 25% bagago ndo lavado; + M7 - 50% bagaco lavado e 50% bagago nio lavado; x
M8 - 25% bagago lavado e 75% bagaco nio lavado).
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FIGURA 4.2.20. Produtividade de pectinase de A. niger NRRL 3122 cultivado em
bagaco de laranja (¢ M1 -bagago lavado; o M2 -bagago ndo lavado; - M6 - 75% bagago
lavado e 25% bagago nio lavado; + M7 - 50% bagago lavado e 50% bagago ndo lavado; x
M8 - 25% bagaco lavado e 75% bagago ndo lavado).

Pela Figura 4221 ¢ Figura 4.2.22 pode-se observar a variagio da
concentrag3o de agicares redutores totais nos meios de cultura para os dois fungos
utilizados neste trabalho. Na fermentagio com P. italicum 1Z 1584, observou-se que
os agucares existentes nos meios M6, M7 e M8 foram metabolizados de forma
rapida. No segundo dia de fermentagfio foram observadas quantidades minimas de
ART, exceto o meio com bagago ndo lavado. Os maiores valores de atividade de
pectinase foram obtidos apenas apds o décimo dia (Figuras 4217 ¢ 42.18). O
metabolismo dos agicares pelo P. italicum 1Z 1584 ocorreu de forma mais lenta
comparado ao 4. niger NRRL 3122 pois, somente apds o quinto dia é que observa-
se valores equivalentes de ART. Apos o décimo dia de fermentagdo a concentragéo
de agiicares em todos os substratos estavam praticamente ignais. A partir deste dia
também observou-se aumento na produgfio de pectinases.
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Comparando-se estes resultados com os obtidos nos meios adicionados de
aglcares (sacarose, glicose ou frutose), pode-se observar que o fungo P. italicum 1Z
1584, metabolizou os agiicares disponiveis mais rapidamente. Nos experimentos
utilizando os meios M3, M4 e M5 somente apos o décimo quinto dia de cultivo
observou-se uma concentragio baixa de agucares em todos os meios de fermentacso.
O fungo A. niger NRRL 3122, metabolizou os aglicares mais rapidamente quando
comparado aos experimentos utilizando os meios M3, M4 e M5.
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FIGURA 4.2.21.. Aguicares Redutores Totais (ART) do meio semi-sélido de bagaco
de laranja fermentado por P. italicum 12 1584 (e M1 -bagago lavado; o M2 -bagaco nfio
lavado; - M6 -75% bagago lavado € 25% bagago ndo lavado; + M7 -50% bagago lavado e
50% bagago niio lavado; x M8 -25% bagago lavado e 75% bagago nio lavado).
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FIGURA 4.2.22. Acticares Redutores Totais (ART) do meio semi-solido de bagago
de laranja fermentado por A. miger NRRL 3122 (¢ M1 -bagago lavado; o M2 -bagaco nio
lavado; - M6 -75% bagaco lavado e 25% bagago ndo lavado; + M7 -50% bagago lavado e
50% bagago nio lavado; x M8 -25% bagago lavado e 75% bagaco ndo lavado).

A Figura 4.2.23 e a Figura 4.2.24 mostram os valores de pH dos meijos de
cultivo para os dois fungos P. ftalicum 17 1584 e A. niger NRRL 3122,
respectivamente. Os valores de pH para o P. italicum 1Z 1584 sofreram um
decréscimo nos primeiros dias de fermentago, voltando a aumentar apos o quinto
dia, atingindo valor maximo de pH 7,7 para o meio M8. Para o meio M7 ¢ 0 meio
M6, os valores méaximos de pH apresentaram pequenos aumentos durante toda a
fermentagfio. O valor maximo para o meio M8, foi pH 4,34, para o meio M7 foi pH
3,87 e para o meio M6, pH de 4,28.



Tempo (dias)

FIGURA 4.2.23. pH do meio semi-sélido do bagaco de laranja fermentado por P.
italicum 1Z 1584 (¢ M1 -bagago lavado; 0 M2 -bagago nio lavado; - M6-75% bagago
lavado e 25% bagago ndo lavado; + M7 -50% bagaco lavado e 50% bagago nio lavado; x
M8 -25% bagago lavado e 75% bagaco ndo lavado).

K

Tempo(dias}

FIGURA 4.2.24. pH do meio semi-sélido do bagaco de laranja fermentado por A.
niger NRRL 3122 (s Ml-bagago lavado, o M2 -bagago niio lavado; - M6 -75% bagaco
lavado e 25% bagago ndo lavado; + M7 -50% bagago lavado e 50% bagaco nfic lavado; x
M8 -25% bagago lavado e 75% bagago ndo lavado).
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A realizagio deste trabatho, contribuiu para o desenvolvimento do processo
de SSF, no qual pdde-se demonstrar que o subproduto usado como substrato para a
SSF (bagago de laranja industrializado), foi bastante eficaz para a produgdo de
pectinases. Os valores de atividades dessas enzimas (20,72 Ul/gMFU) encontrados,
foram superiores (média de 80% maiores) aos valores citados em literatura para
experimentos semelhantes utilizando os subprodutos cascas de limdes
(MALDONADO et al., 1986), bagago de laranja (HENNIES, 1996) e farelo de trigo
(GHILDYAL et al., 1981), entre outros. Por outro lado, o valor maximo encontrado
neste trabalho, foi 37% menor, comparado ao estudo de ANTIER et al. (1993), onde
foi utilizado o subproduto da polpa de café como substrato.



5. CONCLUSOES

O fungo P. italicum 1Z 1584 produziu maior quantidade de pectinases que o
fungo 4. niger NRRL 3122 em meios contendo bagago de laranja.

- O bagago de laranja nfic lavado foi mais efetivo como substrato para a
producdo de pectinases. A concentragdo de agucares pré-existentes no bagago
permitiu maior crescimento micelial ¢ maior produgdo de enzimas no final da

fermentagéo, em relagdo ao bagago lavado.

Nos meios constituidos por bagago lavado ¢ néio lavado adicionados de
agucares (sacarose, glicose ou frutose), 0 meio com sacarose foi o que propiciou
maior produgdo de enzimas pectinoliticas, quando foi utilizado o fungo P. italicum
1Z 1584,

Os meios com bagago nfio lavado € com bagago lavado adicionado de
sacarose, produziram o mesmo valor maximo de atividade de pectinases por P.
italicum 1Z. 1584.

O fungo A. niger NRRL 3122 nfo mostrou crescimento e produgio de

enzimas pectinoliticas satisfatorios em quaisquer dos meios adicionados de agicares.
Os pH dos meios diminuiram no inicio da fermentagio, porém voltando a
aumentar no final, quando a produgio de pectinases também aumentou. Os valores

de pH, foram maiores para o bagago néo lavado.

Os agucares redutores totais (ART) foram consumidos rapidamente pelo
fungo A. niger NRRL 3122, nos primeiros cinco dias de cultivo. O fungo P. italicum
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1Z 1584 metabolizou lentamente os agucares redutores (ART) ao longo da

fermentacéo.

O meio com mistura de 75% de bagago lavado e 25% de bagago nfio lavado
{M6) comparado com os outros meios utilizados foi o que levou ao maior valor de

atividade de pectinases (20,72 Ul/gMFU), quando foi utilizado o fungo P. italicum
1Z 1584.

Os resultados obtidos (Figura 4.2.9 e Figura 4.2.10) mostraram que em caso
de se utilizar bagago de laranja para produgio de pectinases, deve-se processa-lo de
forma a evitar a inversdo da sacarose, uma vez que este aglicar permitiu obter maior
atividade enzimatica, enquanto que a glicose ¢ frutose inibiram a produgio da

enzima.

Comparando este trabalho com outros autores, podemos concluir que a
sacarose € um otimo carboidrato para a produgio de pectinases de P. italicum 1Z

1584, quando usada como fonte de carbono em meios contendo pectina.
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7. ANEXOS

ANEXO A - A¢iio das enzimas pectinoliticas.
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ANEXO B - Fluxograma do processamento de suco de laranja concentrado,

modificado para a producfio de enzimas pectinoliticas e raciio animal,

RECEPCAO
LAVAGEM/SELECAQO
EXTRACAO
I |
FERMENTACAO BAGACO SUCO
. 1
RACAO PECTINASE NEUTRALIZACAOQ CONCENTRACAO OLEO
ESSENCIAL
PRENSAGEM
I
[ ]
BAGACO PRENSADO LIQUIDO
SECAGEM CONCENTRACAQO D-LIMOLENQ
PELETIZACAO MELAGQO
FERMENTAGCAO ALCOOL

(Fonte: MENEZES, 1989)
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ANEXO C - Fluxograma da fabricacéo de pellets.
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(Fonte: CAVENAGHI, 1995)




ANEXO D: Dados experimentais tabelados, empregados na construgio

dos grificos apresentados.

TABELA D1 : Atividade de Pectinase de P. italicum 1Z 1584 cultivado em
bagago de laranja lavado, bagago de laranja ndo lavado, bagaco lavado adicionado
de agiicares (sacarose, glicose ou frutose) ¢ misturas de bagaco de laranja lavado e

nio lavado em porcentagens diferentes.

NC - niio calculado.

Tempo ‘Atividade de Pectinase de P. italicum 1Z 1584 (Ul/gMFU)

@as) | A»p 0 M2z 0 M3 M4 M5 Mé M7 M8
2 [ o4z - 122 - T 0564 0,168 -
3 | o6 - 141 - ; NC  NC i
4 |o0935 052 NC ; . 162 0252 021
s | 119 09 252 - ; NC  NC NC
6 | N NC 308 - 05 264 051 0,22
7 19 113 NC ; NC NC NC NC
s | 217 202 504 071 08 378 264 132
o | 201 397 576 06 214 60 306 17
w0 | 38 502 68 212 243 606 336 21
1 | 391 757 NC  NC NC 609 459 3,02
2 | 442 883 768 4a1 271 NC NC NC
5 | N NC 98 648 324 156 634 1,1
4 | 742 143 Nc 67 NC NC NC NC
s | 97 151 1425 NC 66 144 996 11,04
6 | NC NC 1502 687 69 2076 1044 14,64
7 | 1194 1356 NC NC NC NC NC NC
s | 88 1,08 NC NC NC 186 504 11,58
19 | N Nc 149 68 69 NC  NC NC
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TABELA D2 : Atividade de Pectinase de A. niger NRRL 3122 cultivado em
bagaco de laranja lavado, bagaco de laranja ndo lavado, bagaco lavado adicionado
de agtcares (sacarose, glicose ou frutose) e misturas de bagaco de laranja lavado e

ndo lavado em porcentagens diferentes.

Tempo Atividade de Pectinase de 4. niger NRRL 3122 (UI/gMFL)

@)\ M1 M M3 M4 M5 Ms Mo M8
2 | 044 - : . 5 0,04 3 ;
3 0,54 - . ; ; 03 ; ]
4 | 072 007 008 032 0183 05 033 0,61
5 | o8 0422 012 05 02 28 04 0,64
7 L3 L13 039 062 02 473 o7l 0,73
8 144 123 051 093 022 48 09 0,87
9 | 202 125 064 194 038 557 131 1,0
10 | 306 156 07 195 047 64 142 1.8
1} 47 34 09 198 074 794 155 2,32
12 | 62 52 103 1% 0953 88 17 3,6
4 | 72 66 11 195 121 925 108 42
15 ] 69 88 09 16 132 814 227 9,5
17 | 54 956 093 146 155 634 2.6 12,2
18 | 48 82 0875 142 151 533 15 10,3
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TABELA D3 : Produtividade de Pectinase de P. italicum 17 1584 cultivado

em bagaco de laranja lavado, bagaco de laramja ndo lavado, bagago lavado

adicionado de agtcares (sacarose, glicose ou frutose) e misturas de bagaco de laranja

lavado e ndo lavado em porcentagens diferentes.

Tempo Produtividade de Pectinase de P. italicum 1Z 1584 (U/dia)
@as) | M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

2 | 021 3 0,61 - T 0282 0,084 3

3 022 - 047 - ; NC  NC ]

4 |o234 o013 NC ; - 0405 0063 00525
s {028 018 0504 - ; NC  NC NC
6 NC NC 0513 - 008 044 0085 0,037
7 | 027 016 NC ; NC NC  NC NC
§ | 027 025 063 008 01 047 033 0,165
9 0323 044 064 0075 024 0666 0,34 0,188
10 | 038 0502 068 0212 0243 0606 0336 0,21
11 | 0355 0688 NC NC NC 06 042 0,275
12 | 0368 0736 064 037 023 NC NC NC
13 | NC NC 0754 05 025 058 049 0,854
14 | 053 102 NC 045 NC NC NC NC
15 | 065 1 095 NC 044 006 0664 0,736
6 | NC NC 094 043 043 13 065 0,915
17 | 07 079 NC NC NC NC NC NC
13 | 048 o066 NC NC NC 1,03 034 0,28
19 | NC NC 079 036 0365 NC NC NC
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TABELA D4 : Produtividade de Pectinase de A. nmiger NRRL 3122
cultivado em bagago de laranja lavado, bagago de laranja ndo lavado, bagacgo lavado

adicionado de agticares (sacarose, glicose ou frutose) e misturas de bagago de laranja

lavado e ndo lavado em porcentagens diferentes.

Tempo Produtividade de Pectinase de 4. niger NRRL 3122 (U/dia)

(dias) | g M2 M3 M4 M5 M6 M7 Mg
2 [ oz2iz - . 5 002 3 ;
3 0,18 - - - - 0,1 - -
4 | 018 00175 0,02 008 0046 0125 0,005 0,153
5 | 0172 00844 0024 0112 004 056 008 0,128
7 | 016 0154 0056 000 003 067 010 0,104
8 | 018 016 0064 012 00275 06 0113 0,11
9 | 0224 0138 0071 0215 0042 06 0146 0,111
10 | 0306 0,15 007 0195 0047 064 0,142 0,18
11 | 043 031 0082 018 0067 072 014 0,211
12 | 052 043 0086 016 008 073 0142 03
14 | 051 047 0079 014 008 066 014 03
15 | 046 059 0066 0,107 0088 0543 015 0,633
17 | 032 056 0055 008 009 0373 0127 072
18 | 027 046 005 008 0079 03 0083 0,57




TABELA D5 : Teor de Agncares Redutores (ART) de Pectinase de P.
italicum 1Z 1584 cultivado em bagaco de laranja lavado, bagago de laramja néo

lavado, bagaco lavade adicionado de agiicares (sacarose, glicose ou frutose) e

misturas de bagaco de laranja lavado e ndo lavado em porcentagens diferentes.

Tempo ART de Pectinase de P. italicum I1Z 1584 (g agucar/g meio)

dias) | Ay M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
2 0,00064 0,14 0084 0079 0,089 0,0014 0,007 0,012
3 0,00064 0,138 0,081 0,075 0,081 NC NC NC
4 0,00052 0,13 NC NC NC 0,00139 0,0083 0,012
5 0,00045 0,127 0,074 0,052 0,067 NC NC NC
6 NC NC 00,071 0,049 0,048 00013 0,0067 0,011
7 0,00044 0,126 NC NC NC NC NC NC
8 0,00044 0,019 0064 0,037 0,037 0,00127 0,0052 0,0077
9 0,00039 0,017 0,059 0,036 0,028 0,00126 0,0051 0,0069
10 0,00035 0,015 0,057 0,031 0,022 0,00121 0,0046 0,0056
11 |0,00033 0,015 NC NC NC 0,00119 0,0038 0,0037
12 0,00032 0,013 0,039 0,031 0,016 NC NC NC
13 NC NC 0,034 0,0003 0,0103 0,00115 0,0012 0,0027
14 1000029 0012 NC 000028 NC NC NC NC
15 }0,00029 0,00107 0,007 NC  0,00174 0,00107 0,0011 0,0023
16 NC NC  0,0028 0,00021 0,00074 90,0010 0,00087 0,0015
17 {0,00025 0,001 NC NC NC NC NC NC
18 10,00025 0,0009 NC NC NC  0,0009 0,0005 0,0008
19 NC NC  0,00092 0,00013 0,00058 NC NC NC
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TABELA D6 : Teor de Agticares Redutores (ART) de Pectinase de A. niger
NRRL 3122 cultivado em bagago de laranja lavado, bagago de laranja nio lavado,
bagaco lavado adicionado de aghicares (sacarose, glicose ou frutose) e misturas de :
bagago de laranja lavado e ndo lavado em porcentagens diferentes.

Tempo ART de Pectinase de 4. niger NRRL 3122 (g agicar/g meio)

(dias) | np M2 M3 M4 M5 M6 M7 Ms
2 0,0065 0,135 0,09 0,1 0,094 0,02 0,057 0,098
3 0,0064 0,025 0,025 0,09 0,009 00087 0034 0,09
4 00064 0018 0017 005 0079 00067 0,017 0,082
5 0,0053 0,012 0,013 0,016 00072 0,0064 0,01 0,045
7 6,004 001 0009 002 0006 0,005 00085 0,012
8 0,0017 0,009 0,0079 0,018 0,0054 0,0035 0,0069 0,0075
9 0,0015 0,0073 0,056 0,01 0,005 0,0025 0,0067 0,0073
10 0,0012 0,007 0,0039 0,0034 10,0033 0,002 0,0062 0,0072
11 0,001  0,0067 0,0034 0,003 0,003 00013 0,0061 0,007
12 0,0009 0,0064 0,003 0,00182 0,0021 0,0009 0,005 0,0068

14 10,00085 0,0052 0,0027 00016 0,00136 0,0007 0,0043 0,0054
I5 |0,00068 0,0041 0,002 00014 00011 0,0005 0,0035 0,005
17 10,00016 0,0041 0,00196 0,014 0,09 00004 00032 00048
18 10,00014 0,0035 00019 00012 0001 000028 0,003 0,003




TABELA D7 : pH de Pectinase de P. italicum IZ 1584 cultivado em bagago
de laranja lavado, bagago de laranja ndo lavado, bagago lavado adicionado de
aglicares (sacarose, glicose ou frutose) ¢ misturas de bagago de laranja lavado ¢ nédo

javado em porcentagens diferentes.

Tempo pH de Pectinase de P. italicum 1Z 1584
@as) | py M2 M3 M4 MS M6 M7 M8
2 213 441 418 413 410 427 4738 4,37
3 4,04 4,46 4,47 448 4,16 NC NC NC
4 4,03 446 NC NC NC 442 4,42 4,39
5 419 45 442 423 424 NC NC NC
6 NC NC 454 424 442 446 46 44
7 4,64 4,53 NC NC NC NC NC NC
8 4.8 4,58 4,54 432 4,66 4,48 4,78 473
9 4,82 4,72 4,58 4,28 4,76 4,63 4,85 481
10 496 5,05 47 464 467 475 508 488
11 4,98 5,52 NC NC NC 4,97 5,36 5,18
12 5,0 575 483 489 477 NC NC  NC
13 NC  NC 534 532 455 532 588 522
14 s15 622 NC 631 NC NC NC NC
15 547 641 6,2 NC 613 543 593 618
16 NC NC 6,64 5,8 5,18 5,78 5,94 6,45
17 6,15 6,63 NC NC NC NC NC NC
18 6,23 6.7 NC NC NC 635 623 177
19 NC NC 7,67 7,22 6,73 NC NC NC
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TABELA D8 : pH de Pectinase de A niger NRRL 3122 cultivado em
bagaco de laranja lavado, bagago de laranja ndo lavado, bagago lavado adicionado
de agucares (sacarose, glicose ou frutose) e misturas de bagaco de laranja lavado e

ndo lavado em porcentagens diferentes,

Tempo pH de Pectinase de 4. niger NRRL 3122

@) | v M2 M4 M5 M6 M7 Ms

2 376 387 384 361 377 393 4,02 3,98
3 364 376 363 349 344 374 3,8 383
4 357 374 345 336 342 36 373 363
5 358 373 343 339 344 34 3,71 3,6
7 339 373 352 342 346 366 3,64 3,66
8 36 378 353 344 346 37 371 367
9 361 379 358 347 348 373 373 3,69
10 3,63 3,8 36 348 349 373 373 3,7
11 3,65 41 3,62 351 3,5 374 375 3,7
12 3,68 42 367 355 351 377 375 37
14 3,71 4,4 37 367 35 378 377 374
15 375 44 372 372 35 38 3,77 3285
17 382 452 376 363 361 412 379 4,43

18 3,86 5.4 3,8 3.85 375 428 387 434




TABELA D 9: Valores de pmol de acido galactuténico para célculos da

atividade de pectinase em fungdo do tempo da reagfio enzimatica.

umol de 4cido galacturdnico
Amostras Cl C2 C3 C4 Cs
1 0,22 0,35 0,41 0,41 0,38
2 0,82 0,98 1,12 1,17 1,1
3 0,91 0,98 L1 1,2 1,12
4 0,57 0,82 0,85 0,82 0,76
5 0,85 0,88 1,1 1,07 0,88

Cn = concentragiio de acido galacturdnico dos meios de fermentacao.
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