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APRESENTACAO

O livro “Geracéao de Conhecimento e Tecnologia voltados a Aplicacao em Processos
Quimicos e Bioquimicos” apresenta artigos na area de pesquisa na area de Tecnologia,
Ensino e desenvolvimento de processos Quimicos e Bioquimicos. A obra contem 10
capitulos, que abordam temas sobre aproveitamento de residuos agroindustriais, ensino
de bioquimica, fermentacdo, producdo de enzimas, projetos e dimensionamento de
equipamentos para processos bioquimicos industriais, adsorcdo de corantes, preparo de
membranas poliméricas, estudo de efeitos toxicos de xenobibticos, e sintese de materiais
ceramicos nanoestruturados.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos das aplicagcbes e pesquisas em tecnologia e processos quimicos e bioquimicos
de forma pratica e contextualizada.

Os artigos constituintes da colegédo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas de tecnologia quimica, processos e ensino desses temas.

ApoOs esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Geracao de Conhecimento e Tecnologia voltados a Aplicagcdo em

Processos Quimicos e Bioquimicos”. Desejo uma excelente leitural

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: Residuos como cascas de frutas
possuem o potencial de serem utilizados como
substrato sélido em bioprocessos, uma vez que
por meio do cultivo microbiano essa biomassa
pode ser convertida em produtos de alto
valor agregado, como as enzimas hidroliticas.
As pectinases sdo hidrolases de grande
aplicagédo industrial, em especial na industria
de alimentos e bebidas. Neste trabalho avaliou-
se a produgdo da enzima poligalacturonase
pelo fungo Aspergillus brasiliensis, utilizando
cascas de cupuagu como substrato. Os residuos
foram secos a 45°C por 7 dias e moidos. Para
avaliagdo das variaveis mais significativas para
0 bioprocesso foi realizado um planejamento
experimental fatorial 25'. O cultivo do fungo A.
brasiliensis ATCC 16404 foi realizado em 7 g
de residuo sélido, com solugdes de nutrientes
em concentragbes pré-determinadas. Apds a
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extragéo das enzimas foi avaliada a atividade
enzimatica por meio do método do DNS. A maior
atividade de poligalacturonase obtida foi de 6,94
U/mL, com o experimento a 30°C, 8 dias de
cultivo, 80% de umidade, 3% de fonte de fosforo
e 6% de fonte de nitrogénio. As variaveis mais
significativas foram: concentragéo de fésforo, que
teve uma influéncia positiva, o tempo de cultivo e
a concentracao de nitrogénio, que tiveram efeito
negativo, além de 7 interagbes entre variaveis.
Conclui-se assim que, visando a otimizagédo do
bioprocesso e aumento da produgéo enzimatica,
deve-se testar faixas superiores de concentragéo
de fésforo, e inferiores de tempo de cultivo e
fonte de nitrogénio.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprocessos, pectinases,
residuos agroindustriais.

POLYGALACTURONASE PRODUCTION
BY ASPERGILLUS BRASILIENSIS USING
CUPUASSU PEEL AS SUBSTRATE

ABSTRACT: Residues, such as fruit peels, have
the potential to be utilized as solid substrates in
bioprocesses, since they can be converted using
microorganisms in high-value products, such as
hydrolytic enzymes. Pectinases are hydrolytic
enzymes with many industrial applications,
especially in food and beverage industries.
In this study, we evaluated the production of
polygalacturonase using the fungi Aspergillus
brasiliensis and cupuassu shells as substrate.
The residues were dried at 45°C for 7 days and
then milled. To evaluate the most significant
variables in the bioprocess, a 2%' factorial
experimental design was used. The cultivation
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of A. brasiliensis ATCC 16404 was performed on 7 g of solid residue with nutrient solutions
in pre-determined conditions. After the enzymatic extraction, we evaluated the enzymatic
activity using the DNS method. The highest polygalacturonase activity obtained was 6.94 U/
mL, at 30°C, after 8 days of growth, 80% humidity, 3% phosphorus supplementation and 6%
nitrogen supplementation. The most significant variables were the phosphorus concentration,
which had a positive influence, the time of growth and the nitrogen concentration which had
a negative influence, as well as 7 interactions among the variables. Thus, in order to optimize
and improve the enzymatic production, higher values of phosphorus concentration and lower
values of time of growth and nitrogen concentration should be tested.

KEYWORDS: Bioprocess, pectinase, agro-industrial residues.

11 INTRODUGCAO

Muitas definicbes ja foram usadas para descrever um bioprocesso em fase sélida.
Segundo Pandey et al. (2003) é um processo fermentativo envolvendo sélidos na auséncia
(ou quase auséncia) de agua; ja segundo Rahardjo et al. (2006) € um processo no qual
0 crescimento microbiano ocorre em um substrato Umido com umidade suficiente para
manter o crescimento e o metabolismo microbiano. No entanto, a maior parte das defini¢cdes
concordam que é um processo de fermentagdo microbiana que ocorre na auséncia (ou
quase) de 4gua. Mesmo sendo um processo utilizado ha milhares de anos, somente na parte
final do ultimo século aconteceu realmente uma expanséo no desenvolvimento de novas
tecnologias envolvendo os bioprocessos em fase sélida, muito utilizado para a produgéo
de alimentos, enzimas hidroliticas, acidos organicos, biopesticidas, entre outros, sendo
também utilizado na industria farmacéutica e também na alimenticia, para modificagdo de
sabores (MANAN e WEBB, 2017).

Dentre os fatores que influenciam a eficiéncia do cultivo em meio sélido, pode-se
destacar a umidade inicial do substrato, onde baixos niveis podem dificultar o acesso aos
nutrientes, inibindo o crescimento microbiano, enquanto que, niveis muito altos podem
levar a inibicdo da atividade enzimatica. Estudos demonstram que o nivel de umidade
inicial do substrato pode ser complementado de acordo com a necessidade. Outros fatores
podem limitar a atividade enzimatica durante a fermentagdo sélida, como o tamanho das
particulas, o que interfere especialmente na area de contato que o microrganismo tera com
os nutrientes; o pH, que pode causar a desnaturacédo das enzimas e uma diminuicdo em
sua producdo; e a temperatura, que interfere no crescimento microbiano e na produgéo
enzimatica(MAURYA,2012).

A escolha do substrato utilizado e do microrganismo séo os fatores mais relevantes
para o bioprocesso em fase soélida. A selecao do substrato depende de fatores como custo
de producéo e disponibilidade do material. Dessa forma, € importante a busca por residuos
agroindustriais abundantes que possam ser aplicados como substrato (SOCCOL et al.,
2017; KETIPALLY e RAGHU, 2018).
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Meios de cultura sintéticos possuem alto custo, especialmente quando comparados
a residuos agroindustriais, que normalmente sdo biomassas lignocelulésicas ricas em
carbono, possibilitando assim o seu uso como substrato para bioprocessos. Os residuos
séo especialmente interessantes em bioprocessos de fase sélida, levando assim a redugcéo
do custo de produgéo de um grande numero de metabdlitos de interesse industrial, incluindo
as enzimas hidroliticas (HANSEN et al., 2015; ARAUJO, MACHADO e VILARILHO, 2019).

As enzimas hidroliticas sdo agentes biocataliticos que clivam ligagcdes quimicas.
Estas enzimas s&o produzidas por uma grande diversidade de espécies, em meio liquido e
em meio solido, e atuam sobre diferentes substratos. As pectinases, dentre as quais tem-
se a poligalacturonase, sédo enzimas que catalisam a degradacao de substéncias pécticas.
Sao muito utilizadas na industria alimenticia, auxiliando a extragéo de sucos, fermentagéo
do café e de cha, extracdo de 6leos e na producédo de vinho. As pectinases representam
por volta 10% do total de enzimas produzidas mundialmente (KHATRI et al., 2015; GUPTA
et al., 2016; SINGH, 2016; KAMALAMBIGESWARI et al., 2018).

A necessidade de se obter enzimas de maneira economicamente viavel motiva a
busca por matérias-primas renovéaveis de baixo custo para seu processo de produgcéo, uma
vez que seu custo € um dos fatores limitantes para a sua utilizagdo (ANWAR, GULFRAZ
E IRSHAD, 2014). Sendo assim, neste trabalho foram determinadas as variaveis que
influenciam a producéo de poligalacturonase pelo fungo Aspergillus brasiliensis utilizando
cascas de cupuagu como substrato para o bioprocesso em fase sélida.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Residuo Solido

Cascas de Theobroma grandiflorum (cupuacgu) foram utilizadas como substrato em
bioprocessos em fase sélida. Os frutos foram obtidos em uma feira de Manaus-AM. Apds
obtencgéo das cascas, o material foi seco em estufa com circulacao de ar forgada por 7 dias

a 45°C e posteriormente foi triturado em moinho de facas com tela de 3 mm.

2.2 Preparo do Inéculo

Foi utilizada a espécie Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. O fungo foi mantido em
meio batata-agar-dextrose (BDA), e repicado periodicamente. Para o preparo do inoculo,
o fungo foi cultivado em BDA e incubado em estufa BOD durante sete dias a 28°C. A partir
das placas cultivadas com o fungo esporulado, foi preparada a suspensao de esporos,
padronizada a 1x107 esporos/mL, utilizando camara de Neubauer.

2.3 Estudo das Variaveis de Cultivo

O fungo foi cultivado em 7 g do residuo s6lido, complementado com solugdes
contendo a quantidade determinada de nutrientes e incubado em BOD. Para avaliar o
efeito das diferentes concentragbes das fontes de nitrogénio e de fdésforo, diferentes
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percentagens de NH,NO, e KH_ PO, foram avaliadas, assim como a quantidade de agua
adicionada aos substratos secos e moidos, para avaliacao de diferentes umidades. Tempo
e temperatura também foram avaliados, a fim de se encontrar as condi¢cdes de cultivo que
proporcionassem as maiores atividades enzimaticas. Apés o cultivo, realizou-se a extracédo
enzimatica através de adicdo de 20 mL de agua destilada e filtracdo a vacuo com auxilio
de funil de Bluchner. As amostras foram entdo armazenadas em freezer para posterior
avaliacé@o da atividade enzimatica.

Para avaliacao dainfluéncia das variaveis foi realizado um planejamento experimental
fracionado 25'. Os niveis das variaveis foram: Temperatura (T) 30°C (-1) e 34°C (+1); tempo
(t) 8 dias (-1) e 14 dias (+1); fonte de Nitrogénio (N) 3% (-1) e 6% (+1); fonte de Fdsforo (P)
0% (-1) € 3% (+1); e Umidade (U) 60% (-1) e 80% (+1). Para a analise dos dados utilizou-se
o software Statistica10.0, com p<0,05.

2.4 Ensaio de Atividade de Poligalacturonase

Para a avaliagdo da atividade pectinolitica, foi utilizada a metodologia descrita por
Phutela e colaboradores (2005), com adaptagbes. Os testes consistiram na adigdo de
125 pL de extrato enzimatico bruto e 125 pL de substrato (4cido poligalacturdnico). As
solucdes foram entdo incubadas em banho-maria por 40 min a 37°C e posteriormente
foram adicionados 250 pL de DNS para determinacdo dos agucares redutores (MILLER,
1959). As amostras foram entdo incubadas novamente por 5 min a 100°C para desativagéo
das enzimas. Apés resfriamento e adicdo de 500 pL de agua destilada foram feitas as
leituras da absorbancia em espectrofotdmetro a 540 nm para determinagédo da atividade
enzimatica, com o auxilio de uma curva padrdo de acido D-galacturénico. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para que

seja formado 1 umol de acido D-galacturdnico por mL de extrato enzimatico.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior atividade de poligalacturonase foi obtida no ensaio 13 do planejamento
experimental, atingindo 6,94 U/mL, como pode ser observado na Tabela 1. Este resultado &
semelhante a outros encontrados na literatura, como no trabalho desenvolvido por Barman
e colaboradores (2015) onde se obteve a producdo de pectinases de Aspergillus niger
utilizando cascas de banana como substrato (6,6 U/mL).

As variaveis foram analisadas quanto a sua influéncia sobre a producdo de
poligalacturonase (p<0,05), como pode ser observado no diagrama de Pareto na Figura
1. Trés variaveis isoladas foram definidas como significativas para a producdo de
poligalacturonase, além de outras 7 interacdes entre variaveis, demonstradas em gréficos

de superficie de resposta (Figuras 2 a 8).
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VARIAVEIS CODIFICADAS
Ensaios AP (U/mL)
T (°C) t (dias) N (%) P (%) U (%)
1 -1 -1 -1 -1 +1 4,93
2 +1 -1 -1 -1 -1 5,50
3 -1 +1 -1 -1 -1 6,79
4 +1 +1 -1 -1 +1 4,09
5 -1 -1 +1 -1 -1 4,69
6 +1 -1 +1 -1 +1 6,51
7 -1 +1 +1 -1 +1 0,00
8 +1 +1 +1 -1 -1 1,97
9 -1 -1 -1 +1 -1 5,18
10 +1 -1 -1 +1 +1 5,58
11 -1 +1 -1 +1 +1 5,62
12 +1 +1 -1 +1 -1 5,89
13 -1 -1 +1 +1 +1 6,94
14 +1 -1 +1 +1 -1 6,46
15 -1 +1 +1 +1 -1 4,85
16 +1 +1 +1 +1 +1 6,03
17 5,18
18 5,36
19 5,66

Tabela 1 - Atividade enzimatica de poligalacturonase obtida a partir do planejamento
experimental fatorial fracionado 25.

T = temperatura (°C); t = tempo (dias); N = nitrogénio (NH,NO,); P = fésforo (KH,PO,); U =
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umidade (%); AP= Atividade de poligalacturonase (U/mL).
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2y3 R ¢
(4)P (%) D : 2+ 1392
(2)t (dias) D 7 20354

3by4 N 6.930416

2by4 |4,786425

1by5 ~ |4,376746
(3)N (%) ~]-4,18556

1by3 _|4,062658

2by5 |-4,02169

4by5 |3,557386

3by5 3,175018
MT°C) |2,068883
GU@® | ]1,1129

toy2}  ]-1,08565

1byd | ]-198012

p=,05

Figura 1 - Diagrama de Pareto para a atividade de poligalacturonase obtida através de cultivo
do fungo Aspergillus brasiliensis em residuo de cupuagu.

T = temperatura (°C); (2) t = tempo (dias); (3) N = fonte de nitrogénio (NHANOS); (4) P =fonte de
fésforo (KH,PO,); (5) U = umidade (%).

Na Figura 2 pode-se observar que um menor tempo de cultivo, simultaneamente
com uma maior concentragdo da fonte de nitrogénio, pode gerar um aumento da atividade

enzimatica.

Figura 2 — Superficie de resposta para a atividade de poligalacturonase em fungéo das
variaveis “fonte de nitrogénio” e “tempo de cultivo”.

AP = atividade de poligalacturonase; N = fonte de nitrogénio (NH,NO, ; t = tempo de cultivo.

3
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Na interacdo entre as variaveis “fonte de nitrogénio” e “fonte de fosforo”, presente
na Figura 3, pode-se observar que os maiores niveis de atividade enzimatica estdo
presentes quando as concentragdes de ambos os nutrientes estdo mais altas, no entanto,
€ importante ressaltar que mesmo em regiées de menor concentracdo de nitrogénio, a
atividade enzimatica ainda se mantém relativamente alta.

[RTONES
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Il <6
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<3

Figura 3 — Superficie de resposta para a atividade de poligalacturonase em fungéo das
variaveis “fonte de nitrogénio” e “fonte de fosforo”.

AP = atividade de poligalacturonase; N = fonte de nitrogénio (NH,NO,); P = fonte de fésforo
(KH,PO,).

Na Figura 4 pode-se observar que os maiores niveis de atividade enzimatica

estdo presentes quando se tem menores tempos de cultivo e maiores concentracdes de
suplementagéo de fosforo.
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Figura 4 — Superficie de resposta para a atividade de poligalacturonase em fungéo das
variaveis “tempo de cultivo” e “fonte de fésforo”.

AP = atividade de poligalacturonase; t = tempo de cultivo; P = fonte de fosforo (KH,PO,).

Na interacdo entre umidade e temperatura, representada no gréafico de superficie de
resposta na Figura 5, existem duas regides de alta atividade enzimatica, no entanto, esta
se mostra levemente superior na regido de alta temperatura e alta umidade.
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Figura 5 — Superficie de resposta para a atividade de poligalacturonase em fungéo das
variaveis “umidade” e “temperatura”.

AP = atividade de poligalacturonase; U = umidade; T = temperatura.
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Na Figura 6, onde esta sendo representada a interagdo entre temperatura e

concentracdo de nitrogénio, pode-se observar que baixas concentragbes de nitrogénio

favorecem uma alta atividade enzimatica, especialmente quando em interagcdo com baixas
temperaturas.
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Figura 6 — Superficie de resposta para a atividade de poligalacturonase em fungéo das
variaveis “temperatura” e “fonte de nitrogénio”.

AP = atividade de poligalacturonase; T = temperatura; N = fonte de nitrogénio (NH,NO,).

Na interacdo entre a umidade e o tempo de cultivo, representada na Figura 7, pode-

se observar que altos niveis de umidade e menores tempos de cultivo levam a uma maior
atividade enzimatica.
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Figura 7 — Superficie de resposta para a atividade de poligalacturonase em fungao das
variaveis “umidade” e “tempo de cultivo”.

AP = atividade de poligalacturonase; U = umidade; t = tempo de cultivo.

Na Figura 8, pode-se observar que altas concentracbes de suplementacdo de
fésforo e altos niveis de umidade levam a uma maior atividade enzimatica.
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Figura 8 — Superficie de resposta para a atividade de poligalacturonase em fungao das
variaveis “umidade” e “fonte de fosforo”.

AP = atividade de poligalacturonase; U = umidade; P = fonte de fésforo (KH,PO,).
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El Enshasy e colaboradores (2018) também obtiveram como variaveis significativas
as concentragbes de nitrogénio e de fosforo, além da fonte de carbono. Os autores
obtiveram uma atividade enzimatica 2,8 vezes maior que a obtida inicialmente apds o
uso de planejamento experimental, corroborando a importancia desta ferramenta para a
otimizagéo das condi¢des de cultivo visando a producéo de enzimas.

Por meio do diagrama de Pareto e dos graficos de superficie de reposta pode-se
observar que a variavel concentracao de fosforo deve ser aumentada em etapas posteriores
da otimizagdo, uma vez que este fator apresentou um efeito positivo isoladamente e
em interacbes com outras variaveis, como na interacdo de concentragdo de fosforo e
concentracédo de nitrogénio, além de concentracéo de fosforo e tempo de cultivo. Ja as
variaveis tempo de cultivo e concentragdo de nitrogénio tiveram um efeito negativo na
producdo de poligalacturonase, de forma que devem ser testados cultivos mais curtos e
com uma menor suplementagédo de nitrogénio. Além disso, a temperatura e a umidade
devem ser mantidas em seus niveis mais altos, como visto na interacdo entre ambas as
variaveis e nas interagdes entre umidade e tempo de cultivo e entre umidade e concentracao
de fésforo.

CONCLUSOES

A casca de cupuacu se mostrou um residuo adequado para a producédo de
poligalacturonase, sendo as variaveis mais significantes para o bioprocesso a concentragao
de fésforo, o tempo de cultivo e a concentrag@o de nitrogénio, sendo entdo necesséria a
otimizagdo dessas condi¢cbes para uma maior produgédo de poligalacturonase pelo fungo
A. brasiliensis.
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