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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos dasdogdes de cultivo na producéo de pectinases (jgectat
liase, pectinesterase, pectinametilesterase enpeliise) pelo micro-organismaspergillus niger
ATCC 9642. Para avaliar os efeitos das condi¢cdemeio de cultivo empregou-se metodologia de
planejamento de experimentos. A maxima atividad@efgina Liase (17,10 U/mL) foi obtida em 48
horas e da pectinametilesterase (17100 U/mL) fodatem 72 horas no meio de cultivo composto por
22 g/L de pectina, 20 g/L de extrato de levedui@? @/L de sulfato de ferro e 1,0 g/L de sulfato de
magnésio, a 180 rpm, 30°C e pH inicial de 5,5. N@am®o, as enzimas pectato liase e pectinesterase
apresentaram valores muito baixos, sendo que anmmdatividade foi de 0,429 e 0,346 U/mL,
respectivamente.

Palavras-chave:Pectinasesispergillus nigerATCC 9642, fermentacdo submersa, planejamento de

experimentos.
1 INTRODUCAO

Pectinases sdo um grupo de enzimas que degradantimappor diferentes modo de
acao, sendo as desesterificantes (pectinesteessdgspolimerizantes (hidrolases e liases) e
as protopectinases. Sua classificacdo ainda padeaseada na preferéncia pelo substrato,
como 0 acido péctico ou pectato, que sédo os agdbgalacturénicos que ndo apresentam
metoxilacdo e o acido pectinico ou pectina, quecsaacidos poligalacturénicos que contém
guantidades variaveis de grupos metoxilicos (Atkat al., 1997). Pectinases sao enzimas

gue podem ser obtidas de plantas superiores e -migemismos, sendo que 0 genero
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Aspergillus especialmente linhagens e niger sdo consideradas promissoras na producao
das enzimas pécticas (Dartora et al., 2002).

As pectinases possuem inumeras aplicagfes na filzddst alimentos tais como a
reducao da viscosidade da polpa de fruta, (meldorgor sua vez, a extracao, a filtracéo e a
clarificacdo de sucos), acelerando e inibindo mé&méo de espuma nas fermentacdes de cha e
café, auxiliando na extracdo de 6leo vegetal, malotea textura de pedacos de frutas para
posterior adicdo em outros produtos (Resende, &Cdl4).

O conhecimento do perfil enzimético, ou seja, dguao de enzimas que um micro-
organismo produz em determinado substrato, peawddar as potencialidades do preparado
enzimatico obtido. Dessa forma, torna-se impoetanéstudo da producéo de pectinases pelo
micro-organismaspergillus nigetATCC 9642, em funcéo destas enzimas apresentaram u
vasta gama de aplicacgdes.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Micro-organismo

A cepa do fungo filamentosAspergillus nigerATCC 9642 foi cultivada em PDA
durante 7 dias a 30°C. A concentracdo de espoioBxfmla em 5x1076 esporos/mL. A
quantidade de esporos na concentracéo fixa de Bxédporos/mL a ser adicionada nos meios
de bioproducéo era de 1% (1mL da suspenséo deosgpara 100 mL de meio).

2.1.2 Bioproducéo das Pectinases

Para estudar os efeitos da composi¢céo do meioltlgeca das condi¢cdes operacionais
da bioproducéo das pectinases, foi utilizado umgjanento experimental do tipo Plackett-
Burman (Screening Design) de 12 ensaios com 3 pargatrais, sendo que em todos 0s

ensaios do planejamento foi monitorado o componémeinético da producdo das enzimas
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(PMGL, PME, PGL E PE) por um periodo de até 96 $iofs variaveis e seus respectivos

niveis encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis e niveis utilizados no plamgjato do tipo Plackett-Burman.

Variaveis Independentes* Caodigos Niveis
-1 0 +1

Pectina (g/L) X 2,0 11,0 22,0
L- Asparagina (g/L) X 0 2,0 4,0
Extrato de levedura (g/L) X 0 10,0 20,0
Sulfato de magnésio (g/L) X 0 0,5 1,0
Fosfato de potassio (g/L) 5X 0 2,0 4,0
Sulfato de ferro (g/L) X 0 0,01 0,02

Variaveis Independentes Fixas: 30°C, 180 rpm, pHa8é596 horas de bioproducéo.

2.1.3 Determinagfes analiticas

2.1.3.1 Atividade de Pectina liase (PMGL ou PL)

A atividade da pectina liase foi determinada segunétodo descrito por Pitt (1988),
onde foram determinados os produtos insaturadessfole degradacdo da pectina e o acido
tiobarbitlrico. Uma unidade da atividade enzimasesa definida como a quantidade de
enzima que causa a mudanca de 0,01 na absorbahs&@ am, nas condi¢cdes do ensaio
(Pitt,1988).

2.1.3.2 Atividade de Pectato liase (PGL)

A atividade de PGL foi determinada pela formacapmbelutos insaturados a partir de
acido poligalacturénico (PGA) em espectrofotometrd30 nm (Moran et al., 1968). Uma
unidade de atividade de PGL foi definida como antjdade de enzima requerida para
produzir 1umol de produtos insaturados por midildia cultura por minuto, utilizando-se para
calculo o coeficiente de absorcdo molar do prodagaturado como sendo de 5.200

L/cm.mol.

2.1.3.3 Atividade de Pectina esterase (PE)
A determinacdo da pectina esterase foi atravésetierndinacdo colorimétrica em

verde de bromocresol com 0,5 % de pectina citriegt@a em espectrofotobmetro a 617 nm.
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Uma curva padréo de acido galacturénico a fim deroenar a equivaléncia enthd\617 nm

e LEq dos grupos carboxilato liberados (Vilarifialet1993).

2.1.3.4 Atividade de Pectinametilesterase (PME)

A atividade de pectinametilesterase (PME) foi deteada segundo Hultin et al.,
(1966). Uma unidade de PME foi definida como a tjdade de enzima capaz de catalisar a
desmetilacdo de pectina correspondente ao cons@nd gmol de NaOH/min.mL, nas

condicbes do ensaio.

2.1.3.5 pH
O pH foi monitorado usando potencidmetro (DMPH-Rjied).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a matriz do planejamentoRipokett-Burman com os valores
codificados (reais) das variaveis independentasdadas e as respostas em atividade dos
melhores tempos de bioproducdo para cada enzimdaglst Observa-se na Tabela 2, a
maxima atividade de Pectina Liase (17,10 U/mL)olgiida em 48 horas no ensaio 4, onde o
meio de cultivo apresentava 22 g/L de pectina, 20dg extrato de levedura, 0,02 g/ de
sulfato de ferro e 1,0 g/L de.sulfato de magnésicenzima pectinametilesterase (PME)
apresentou a maxima atividade (17100 U/mL) em 7ashoo ensaio 4.

Em todos os ensaios foi realizado o monitorament@id, onde se observou que o
comportamento do pH € aleatorio a producdo dernasss. Ja as enzimas pectato liase (PGL)
e pectinesterase (PE) apresentaram atividades toaitas, sendo que a maior atividade de
PGL foi observada no ensaio 6 (0,346 U/mL) e derf®k ensaios 7 e 8 (0,429 U/mL).

A Figura 1 apresenta o grafico de Pareto com egosf estimados das variaveis
estudadas para a producdo de pectina liase. \éegficque as variaveis pectina, extrato de
levedura, e sulfato de ferro tiveram efeito sigmifivo positivo no nivel de confianga de 95%,
0 que significa que quando a concentracdo e/oa féésta varidvel aumentar do nivel -1 para
o +1, possivelmente ocasionara um incremento nadatie enzimatica. Entretanto, as
variaveis L-asparagina, fosfato de potassio e tsulffe magnésio apresentaram efeito

significativo negativo (p<0,05), como L-asparagiftesfato de potassio e sulfato de magnésio
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no nivel —1, a concentracdo foi nula, estas vasapedem ser excluidas do processo

fermentativo.

Tabela 2- Matriz do planejamento tipo Plackett & Burmannlgves reais e codificados) e
respostas em producao de pectina liase (PMGL)jnaecetilesterase (PME), pectato liase
(PGL) e pectinesterase (PE).

Variaveis ndependentes*® Resposias em Atividade (TUimnl)
Ensaios X X X . X X5 PMIGL PME PGL FE
(48 horas) (72 horas) (48 horas) (72 horas)
1 123 -1 1an -1 -1 -1 {0 12,59 13760.0 0,016 0,000
2 110 14 -1 1¢) -1¢0) -1(0) 16,53 17900 0.000 0,003
3 -1(2 14y 20 -1 1{4) -1 {0) 18,28 0.0 0,036 0,004
4 123 -1 120N 1) 1440y 100,02) 25,63 17100.0 0,128 0,004
5 123 1@ -1¢0 141 14  -1(0) 10,79 1980,0 0,000 0,008
f 122 14y 120N -1 174y 10,02) 15,51 11260.0 0,346 0,017
7 10 14 10 1q) -1 1¢0.02) 1974 14900 0,000 0,429
8 A€ -1(0) 14200 1¢1) 14  -1(0) 18,80 770,0 0,000 0.429
9 132y -140) -14 1{1) 174y 10,02) 21,24 0.0 0,000 0,009
10 12 -1 -1 -1{ 174y 10,02) 20,89 25900 0,000 0,017
11 -1(2 174y -1¢0) -1{00 -1400 1(0,02) 2087 0.0 0,000 0,002
12 142y <140y -1y -1 -1 -1 {0 12,59 11400 0,000 0,000
13 0011} 02 o1y 00035 o002 0 (0,01) 16,53 72600 0,034 0,009
14 0(11) 0¢2) 0¢10) 005 0¢) 00,01 18,28 7800,0 0,062 0,009
15 0(11) O0(1) 0(10) 0(0.5) 0¢ 0(0.01) 1784 7487, 0 0.042 0.008

*X 1= Pectina (g/L), %= L-Asparagina (g/L), %= Extrato de levedura (g/L), % Sulfato de magnésio (g/L),sX Fosfato de
potéassio (g/L), %= Sulfato de Ferro (g/L). Variaveis independentesst 180 rpm, 30°C, pH 5,5.

(1)pectina 48.811

(3)Ex. Levedura

(2)L-asparagina

(5)Fosfato de potassio

(6)Sulfato de ferro 14.07652

(4)Sulfato de Mg -6.10187

p=.05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 1 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (vabmotuto) das variaveis testadas no
planejamento experimental Plackett—Burman, paradugao de Pectina Liase (U/mL).
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A Figura 2 apresenta o grafico de Pareto com ogosfestimados das variaveis
estudadas para a producdo de pectinametilestePddE)( Verifica-se que as variaveis
pectina, fosfato de potassio e sulfato de magregmiesentaram efeito significativo positivo
no nivel de confianca de 95%. Ja as variaveis bBragjna, extrato de levedura e sulfato de
ferro apresentaram efeito significativo negative(®5), como estas variaveis no nivel -1, a

concentracao foi nula, também podem ser excluidggatesso fermentativo para uma maior

produtividade.
(1)pectina 9.984
(5)Fosfato de potassio 8.875203
(4)Sulfato de Mg 4.992302
(2)L-asparagina -1.1094
(3)Ex. Levedura -1.1094
(6)Sulfato de ferro -.83205
p=.05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 2 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (vahmotuto) das variaveis testadas no
planejamento experimental Plackett—-Burman, parar@ugdo de Pectinametilesterase
(U/mL).

3 CONCLUSAO

A maxima atividade de Pectina Liase (17,10 U/mLi) dbtida em 48 horas e da
pectinametilesterase (17100 U/mL) foi obtida emh@gas no meio de cultivo composto por
22 g/L de pectina, 20 g/L de extrato de levedur@? @/L de sulfato de ferro e 1,0 g/L de
sulfato de magnésio, a 180 rpm, 30°C e pH inicgebb. No entanto, as enzimas pectato liase
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e pectinesterase apresentaram valores muito baseoslo que a maxima atividade foi de
0,429 e 0,346 U/mL, respectivamente.
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