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RESUMO - A exo-poligalacturose (exo-PG) é uma enzima presente em vegetais e que também podem ser
produzidas por micro-organismos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do pH (2,5-6,5) e
diferentes tempos, na producdo da exo-PG por Aspergillus niger ATCC 9642 cultivado em estado sélido (casca
de laranja in natura, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho). Os resultados mostraram que a maxima
producdo de exo-PG foi de 15,6 U/g,, em pH 4,5. A utilizacdo de residuos sélidos agroindustriais apresenta uma

alternativa promissora que pode ser aplicada a area da biotecnologia.
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1 INTRODUCAO

Dentre as enzimas pectinoliticas utilizadas na industria de alimentos, quimica, biocombustivel e téxtil
destaca-se endo e exo-PG (poligalacturonase), PME (pectinametilesterase) e PMGL (pectina liase) produzidas
por micro-organismos utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono. As pectinases auxiliam no
processo de extracdo, filtracdo, clarificagdo e aumento do rendimento de produtos como café, cha e dleo.
Também podem ser utilizadas no processo de degomagem de fibras (algod&o, rami, juta e linho) e na industria de
papel e celulose (JAYANI et al., 2005; UENOJO e PASTORE, 2007).

Ha duas tecnologias apropriadas para a producdo de enzimas, o cultivo em estado sélido (CES) e
submerso (CS). Muitos sdo os fatores que influenciam no processo de cultivo para obtencdo do produto
desejado, tais como, cepa de micro-organismo, porosidade, dimenséo e densidade das particulas solidas, pH do
meio, temperatura de incubacdo, tempo de fermentagdo, umidade relativa, atividade de agua e fonte de

nutrientes. O CES apresenta algumas vantagens em relagdo ao CS, pois o risco de contaminagdo por bactérias e



A\

SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
NUPF. \()’ D{ALIMENTOS o
Universidade p.

de Passo Fundo Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

leveduras é consideravelmente menor, a recuperagdo da enzima extra-celular é facilitada e as condi¢Bes de
cultivo torna-se habitat natural para os fungos filamentosos (PANDEY, 2003).

Em face disso, o objetivo foi avaliar a influéncia do pH na bioproducéo de exo-PG por A. niger ATCC
9642 empregando residuos agroindustriais (casca de laranja triturada, farelo de trigo e d&gua de maceracéo de

milho).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo em estado s6lido

O cultivo em estado sélido (CES) foi realizado em béquer de polipropileno de 500 mL contendo uma
mistura composta por 16 g de casca de laranja triturada, 2 g de farelo de trigo, 2 g de 4gua de maceracdo de
milho e suspensdo de 5 x 10° esporos de A. niger ATCC 9642. O meio de cultivo (65 % umidade, pH 4,3) foi
incubado em cdmara de germinacédo (Tecnal, modelo TE401) em umidade relativa controlada, na temperatura de
30°C.

A casca de laranja, género Citrus, variedade Valéncia (residuo da producédo de suco) e farelo de trigo
(Triticum aestivun) foram obtidos de estabelecimento comercial local (Erechim, RS). A &gua de maceracdo de
milho foi cedida pela empresa Ingredion Brasil (Mogi Guacu, SP). O residuo da casca de laranja foi previamente
preparado, sendo que, as sementes e as partes internas da casca (endocarpo) foram removidas. A casca (albedo e
flavedo) foi triturada em processador de alimentos (Walita, modelo Master). O farelo de trigo e a &gua de
maceracdo de milho foram utilizados na forma adquirida. A mistura (8:1:1, m:m:m) foi esterilizada em autoclave
vertical (Phoenix, modelo AV75) por 15 min a 1 atm, seguido de resfriamento a temperatura ambiente.

Ensaios de produgdo de exo-PG foram realizados em diferentes valores de pH (2,5 a 6,5) inicial do
meio, ajustando o pH com solug¢des tampdo de 0,2 mol/L citrato-acido cloridrico (2,5-4,0) e 0,2 mol/L fosfato-
hidréxido de sédio (4,5-6,5) em 96 h.

Em paralelo foram realizados ensaios da cinética de bioproducgdo de exo-PG durante 240 h de cultivo.

As amostras (triplicata) foram coletadas em intervalos de tempos de 24 h.

2.2 Recuperagéo da enzima

Apos a incubacdo recuperou-se a enzima exo-PG empregando-se 10 g de meio de cultivo, diluidos em
50 mL de solugdo de 0,1 mol/L de NaCl (Sigma) e submetidos a extracdo a 175 rpm, 20°C, durante 30 min. O
extrato enzimatico foi separado do micélio e meio sélido por filtracdo, seguido de centrifugacdo a 4°C, 4000 x ¢

por 15 min. A atividade enzimética foi determinada no sobrenadante.

2.3 Avaliacdo da atividade enzimatica
A atividade da exo-PG foi mensurada pela quantificagdo dos grupos redutores, usando o método de
acido dinitrosalisilico (DNS) proposto por Miller (1959). Uma unidade de atividade (U) foi definida como a
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quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de &cido galacturdnico por minuto (U=umol/min), nas
condi¢des de reacdo e segundo a curva padrio estabelecida, utilizando acido a-D-galacturénico monoidratado
como acucar redutor na faixa de 0 a 1 mg/mL. A atividade da exo-poligalacturonase foi expressa em unidade de

atividade por grama de meio Umido fermentado (U/gy,).

2.4 Anélise estatistica
Os resultados obtidos foram representados mediante média (triplicata) e barra de erro (desvio padréo),
tratados estatisticamente pela Analise de Variancia (ANOVA) e a comparagdo entre as diferencas das médias

pelo teste de Tukey, com auxilio do software Statistica versao 8.0, a nivel de significancia de 95 % de confianca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os resultados da influéncia do tempo de cultivo em estado solido (0-240 h) na
bioprodugdo da exo-PG por A. niger ATCC 9642 (5 x 10° esporos/gp,) utilizando uma mistura de residuos
agroindustriais (casca de laranja, farelo de trigo, agua de maceracdo de milho, na proporcdo de 8:1:1 m:m:m,
65% de umidade, pH 4,3). Observa-se que a maior producdo de exo-PG foi de 10,61 U/gy, (30,1 U/gys) obtida

em 216 h, porém ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05) entre 48 a 240 h.
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Figura 1. Atividade da exo-PG em diferentes tempos de fermentagdo (0 a 240 h). CondicOes de fermentacao:
casca de laranja, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho (8:1:1, m:m:m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10°
esporos/g. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), 30 min, 20 °C, 175 rpm. Letras iguais indicam ndo haver
diferenca significativa ao nivel de 5 % (Teste de Tukey).

Na literatura encontram-se citados alguns trabalhos relacionando a produgdo de pectinases em CES em
funcdo dos substratos e tempo de cultivo utilizando fungos filamentos. Silva et al. (2005) avaliaram a produgao
de pectinases por P. viridicatum RFC3 utilizando uma mistura de farelo de trigo e bagaco de laranja (1:1, m:m) e
obtiveram atividade maxima de 46,4 U/g (70 % de umidade) em 336 h. Souza et al. (2010), Diaz et al. (2012) e
Heerd et al. (2012) também avaliaram o tempo na produc¢do de pectinases por fungos filamentosos cultivados em
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residuos agroindustriais, conforme relatado por Borszcz et al.(2012), e a maxima producéo foi obtida em 66 h
(20,9 U/g) , 96 h (15,0 U/gys) € 96 h (19,5 U/gys), respectivamente, resultados estes inferiores ao encontrado
neste estudo, quando comparado com o valor da atividade em base seca (30,1 U/gys).

A Figura 2 apresenta os resultados de producdo de exo-PG em diferentes valores de pH (2,5 a 6,5).
Observa-se que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) na produgdo de exo-PG, obtendo aproximadamente
14,0 U/gp, (40,0 U/gps) na faixa de pH de 4 a 6,5. No entanto, em valores de pH abaixo de 4,0 houve reducéo da
atividade pectinolitica. Tari etal. (2008) relatam que dependendo da fonte microbiana o pH étimo para a

méxima atividade de poligalacturonase, em geral, encontra-se entre os valores de 3,5 e 5,5.
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Figura 2. Producgdo de exo-PG em diferentes valores de pH. Condicdes de bioproducéo: meio composto de
casca de laranja, farelo de trigo e 4gua de maceracdo de milho (8:1:1, m:m:m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10°
esporos/g, 96 h. Condicdes de extracdo: NaCl (0,1 mol/L), 30 min, 20 °C, 175 rpm. Letras iguais indicam néo
haver diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % (Teste de Tukey).

Portanto, para obtencdo da méxima produgdo de exo-PG, nas condi¢cBes deste estudo, torna-se
necessario o ajuste do pH inicial do meio de cultivo e/ou utilizar na composi¢do dos substratos agroindustriais

que apresentem valores de pH na faixa de 4,5 a 6,5.

4 CONCLUSOES

A méxima atividade enzimdtica da exo-PG foi de 15,6 U/g,, a0 empregar meio composto de casca de
laranja, farelo de trigo e 4gua de maceragdo de milho (8:1:1, m:m:m), 65 % de umidade, 30°C, 5x10° esporos/g,
96 h e pH 4,5.
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