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RESUMO

O bagaco de maca consiste em um dos subprodutos da extracdo industrial de suco
das frutas. Estima-se que em 100 kg de macas processadas, em meédia, 35 kg
resultem em residuos, sendo compostos por sementes, cascas e 0 proprio bagaco.
Na composicao do bagaco sdo identifcadas substancias sollveis e insolUveis como,
por exemplo, 0s sacarideos e as substancias pécticas, respectivamente. As
pectinases sdo enzimas que catalisam a degradacdo das substancias pécticas
presentes nas plantas, resultando em moléculas menores, como oligossacarideos e
monossacarideos. Essas enzimas sao produzidas via rota fermentativa,
principalmente por fungos do género Aspergillus, sendo induzidas pela presenca de
substancias pécticas no meio. Devido ao alto valor das pectinases comercializadas, é
necessaria a busca por alternativas para a reducéao dos custos globais do processo.
Dentre estes gargalos, destaca-se a utilizacao de indutores naturais, o que uniria baixo
custo e agregacao de valor aos residuos agroindustriais, tornando o0 processamento
da macas e a producao de pectinases mais sustentaveis. Neste sentido, a cinética do
processo de obtencédo de pectinases foi avaliada frente ao uso de diferentes residuos
do processamento de macgas das variedades Gala e Fuji, em cultivos submersos de
Aspergillus oryzae IPT-301. Na composicdo do meios, foram empregados extratos
aquosos referentes aos dois tipos de residuos (bagaco e sementes/cascas de macas),
com a adicdo de glicose e sais nutrientes, e comparados com o0 uso de pectina
comercial. Perfis de crescimento celular superiores foram observados em meios
ntendo os extratos naturais, com valores de biomassa de 17,2, 15,1 e 9,4 g/L para 0s
meios contendo extratos de sementes/cascas, bagaco e pectina comercial,
respectivamente. Com relacdo a producdo de pectinases, o pico de atividade foi
atingido em 96 horas, de 0,52 U/mL, com o uso de residuo composto por
sementes/cascas, enquanto para o extrato aquoso de bagaco de macas e pectina
comercial, as atividades maximas foram de 0,46 e 0,38 U/mL, em 120 horas,
respectivamente. Valores residuais correspondentes a acucares ndo fermentesciveis
foram quantificados em todos os meios, aspecto caracteristico de meios de alta
complexidade nutricional. De forma geral, destaca-se a aplicabilidade destes extratos
aguosos no processo produtivo de pectinases como forma de promocéo da energia
circular e de destinacéo sustentavel dos residuos gerados no processamento de frutas
no Brasil, o que vem ao encontro dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS), Agenda 2030, da Organizagao das Nag¢Oes Unidas (ONU).

Palavras-chave: pectinases; cultivo; Aspergilus oryzae; inducdo; residuos do
processamento de magas.



ABSTRACT

Apple pomace is one of the by-products of the industrial extraction of juice from fruits.
It is estimated that in 100 kg of processed apples, on average, 35 kg result in residues,
being composed of seeds, peels and the pomace itself. In the composition of the apple
pomace, soluble and insoluble substances are identified, such as saccharides and
pectic substances, respectively. Pectinases are enzymes that catalyze the degradation
of pectic substances present in plants, resulting in smaller molecules such as
oligosaccharides and monosaccharides. These enzymes are produced via the
fermentation route, mainly by fungi of the genus Aspergillus, being induced by the
presence of pectic substances in the medium. Due to the high value of commercialized
pectinases, it is necessary to search for alternatives to reduce the overall costs of the
process. Among these bottlenecks, the use of natural inducers stands out, which would
combine low cost and added value to agro-industrial waste, making the processing of
apples and the production of pectinases more sustainable. In this form, the kinetics of
the pectinase production were evaluated against the use of different residues from the
processing of Gala and Fuji apples in submerged cultures of Aspergillus oryzae IPT-
301. In the composition of the media, agueous extracts referring to the two types of
residues (apple pomace and apple seeds/peels) were used, with the addition of
glucose and nutrient salts, and compared with the use of commercial pectin. Superior
cell growth profiles were observed in media containing natural extracts, with biomass
values of 17.2, 15.1 and 9.4 g/L for media containing extracts of seeds/peels, apple
pomace and commercial pectin, respectively. Regarding the production of pectinases,
the peak activity was reached in 96 hours, of 0.52 U/mL, with the use of residue
composed of seeds/peels, while for the aqueous extract of apple pomace and
commercial pectin, the maximum activities were 0.46 and 0.38 U/mL, in 120 hours,
respectively. Residual values corresponding to non-fermentable sugars were
quantified in all media, a characteristic aspect of media of high nutritional complexity.
In general, the applicability of these aqueous extracts in the pectinase production
process is highlighted as a way to promote circular energy and sustainable disposal of
waste generated in fruit processing in Brazil, which meets the Sustainable
Development Goals (SDGs), 2030 Agenda of the United Nations (UN).

Keywords: pectinases; cultivation; Aspergillus oryzae; induction; residues from apple
processing.
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1 INTRODUCAO

O principal subproduto na agroinddstria da macas, o bagaco, é gerado no
processo de extracdo de sucos. Em geral, 35% da fruta prensada para a producéo
de suco se tornam residuos, como bagaco, cascas e sementes. Com o0 emprego de
tecnologias mais modernas resultam em uma relacdo de 84% de suco e 16% de
bagaco (Cultivo, 2014). Esse residuo abundante da industria de sucos, possui em
sua composicao nutricional 85% de carboidratos - sendo de 10 a 15% de pectina -
e 15% de proteinas (Reid et al., 1999), com 12,3% de acUcares fermentesciveis
(Hang; Woodams, 1986), nutrientes que proporcionam diversas aplicacdes.

Na literatura identificam-se diversas aplicacdes para o bagaco de macga, que
incluem alimentacdo animal, sua modificacdo e/ou incorporacdo em alimentos
(Pezini,2023), na obtencéo de aromas (Pinto, 2017), produc¢éo de butanol (Tigunova
et al.,, 2023) gas natural, acido citrico, pectinas (Fertonani, 2006), enzimas,
cogumelos, extracdo de alcool e fibras (Paganini, 2005), producdo de carvao
vegetal (Oliveira, 2021) e producao de etanol por cultivo em estado sélido (Ngadi;
Correia, 1992). Além disso, por ser rico em pectina, o bagaco de maca torna-se um
substrato aplicavel para a producao de pectinases.

Pectinases sdo enzimas utilizadas na industria de sucos. Estas enzimas atuam
na degradacéo de moléculas longas e complexas denominadas de pectina, que séo
polissacarideos estruturais presentes na lamela média das paredes primarias das
células vegetais, resultando em moléculas menores, como oligossacarideos e
monossacarideos (Kashyap, 2001).

A producédo de pectinases em cultivo submerso € a mais estudada tendo em
vista a maior possibilidade de controles de parametros operacionais do processo. A
sintese de pectinases envolve a utilizacdo de substratos especificos que induzem a
producédo das enzimas por microrganismos (Reginatto, 2016). Esse indutores, podem
ser provenientes de produtos comerciais purificados ou da reutilizacdo de residuos
industriais ricos em pectina. Essa pratica, por sua vez, ndo so contribui para a reducéo
de custos de producdo das enzimas, mas também promove a sustentabilidade ao
destinar esses subprodutos (De Luca, 2024).

Este trabalho foi direcionado para uma empresa de bebidas que tem o suco
de macd como um dos principais produtos em seu portfélio. Atualmente, o bagaco

€ totalmente cedido a terceiros, destinado gratuitamente para compostagem.
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Segundo dados cedidos pela empresa, no ano de 2024 foram destinadas
aproximadamente 1,615 toneladas deste tipo de residuo. Assim, considerando o
modelo de economia circular e dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) da Organizagdao das Nacdes Unidas (ONU) — com foco no objetivo 12
(consumo e producédo responsaveis) que € especialmente voltado a gestdo de
residuos - considerou-se a possibilidade de destinar os residuos do procesamento
de macgas para a producdo de pectinases, sendo necessario um estudo a respeito
da producao da enzima pectinase. Atualmente, devido ao processo de clarificacéo
dos sucos, a pectinase € uma das enzimas mais utilizadas na empresa, sendo

adquirida comercialmente.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a cinética do processo de producdo de pectinases por Aspergillus
oryzae IPT-301 a partir de residuos industriais do processamento de magas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar o perfil cinético de crescimento, de pH e de consumo de substratos em
cultivo fingico com o uso de pectina comercial e com extratos aquosos de bagaco e de

sementes/cascas de macas.

o Avaliar comparativamente o efeito da substituicdo da fonte de inducao
comercial — pectina — por residuos do processamento da maca sobre a secrecéo de

pectinases.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MACA

A maca é a fruta de clima temperado mais amplamente distribuida,
comercializada e consumida como fruta fresca no mundo. Segundo a Faostat
(2021), a maca €é a terceira fruta mais produzida globalmente (93 milhdes de
toneladas), superada apenas por bananas (125 milhdes de toneladas) e melancias
(102 milhdes de toneladas). Embora a maca seja tipica de climas temperados, a
fruta se adapta a diversas condi¢fes climaticas. A fruta € originaria da regido entre
0 Céucaso e o leste da China e pertence a familia Rosaceae. A maca inclui mais
de 2.000 espécies e cerca de 100 géneros, sendo Malus domestica a espécie
explorada comercialmente, cujas variedades Gala e Fuji, sdo as mais produzidas no
Brasil (IAC,2014).

Segundo dados do IBGE (2022), foram produzidas 1.047.217 toneladas de
maca no ano de 2022. As plantacées de maca estdo concentradas nos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&do Paulo e Minas Gerais, cobrindo
cerca de 33.311 hectares, porém a maior concentracdo de plantacdes esta na regido
sul do Brasil. O estado de Santa Catarina é o maior produtor do pais com 572.372
toneladas no ano de 2022, com destaque para o municipio de S&o Joaquim. No Rio
Grande do Sul, segundo maior produtor da fruta no Brasil, foram produzidas
435.312 toneladas de maca, sendo o municipio de Vacaria identificado como de
maior producdo. O terceiro estado de destaque seria o Parana, com cerca de
29.005 toneladas da fruta, sendo Palmas o municipio com a maior plantacdo do
estado.

De acordo com Boteon (2024), a safra de maca 2023/2024, cuja colheita
ocorreu nos primeiros meses do ano, foi impactada devido ao fendmeno EIl Nifio.
As chuvas volumosas em setembro de 2023 afetaram a florada e a polinizagao,
impactando a formagé&o dos frutos. As chuvas intensas entre setembro e novembro
de 2023, assim como em janeiro de 2024, prejudicaram a coloracéo e a qualidade
dos frutos colhidos, por este motivo, se fez necessario usar mais defensivos

agricolas para evitar a proliferacdo de doencas fungicas.
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2.1.1 Variedades Gala e Fuji

A variedade Gala é resultado do cruzamento entre 'Kidd's Orange Red' e
'‘Golden Delicious', realizado em 1934 por J.H. Kidd, na Nova Zelandia (Camilo;
Denardi, 2006). Em 1962, a variedade foi nomeada Gala e, em 1965, seu plantio
em escala comercial foi autorizado. Atualmente, € uma cultivar importante em
paises como Australia, Nova Zelandia, China, Pol6nia, Republica Checa, Francga,
Espanha, Chile, Argentina e Brasil (Hampson; Kemp, 2003; Iglesias et al., 2009).

A maca Fuji tem o formato mais arredondado e com rajadas de cores em
vermelho e verde amarelado. Geralmente um pouco maior que a Gala, a Fuji
destaca-se pela casca firme e polpa clara, além de seu sabor doce e de sua
crocancia caracteristica (ABPM, 2023). Na Tabela 1, pode-se observar uma

comparacao do valor nutricional das variedades Gala e Fuiji.

Tabela 1 - Valor nutricional das variedades Gala e Fuji em 100 g da fruta.

Quantidade/100 g

Componente Macas Fugir,u%c;m casca, Macas Gagi,]gsm casca,
Agua 83,6 ¢ 84,6 ¢
Valor Energético 65 kcal 61 kcal
Carboidratos 15649 14,8 ¢g
Proteinas 0,159 0,13 g
Lipidios 0,16 g 0,159
Fibra Alimentar 219 21g
Sodio 1 mg 0 mg
Célcio 6 mg 7 mg
Ferro 0,02 mg 0,06 mg
Potéssio 104 mg 106 mg
Sacarose 1,79 2,069
Glicose 3,04 ¢ 2,01g¢
Frutose 8,599 7,76 g

Fonte: USDA (2020).
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A Fuji, cuja colheita ocorre em abril, € a mais resistente a frigoconservacao,
contribuindo com 45% da producdo. Os 9% restantes s&o0 compostos por outras
cultivares (Mello, 2004).

2.1.2 Processamento da macéa na industria e geracao de residuos

A producdo de macas no Brasil é voltada principalmente para o consumo in
natura. No entanto, uma parcela das frutas que ndo atende aos padrdes de qualidade
para esse tipo de comercializacdo é destinada a industria (Suco, 2022).

Para combater o desperdicio e promover praticas mais sustentaveis, a
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) implementou, em 2015, os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), um conjunto de 17 metas globais com um
total de 169 metas, que devem ser atingidas ndo sé por governos, como também
por empresas e associacfes e que buscam eliminar a pobreza, proteger o meio
ambiente e promover a paz e prosperidade em escala mundial, conforme Figura 1
(ONU, 2024).

Figura 1 - Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).
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Neste sentido, o ODS 12 (consumo e producdo responsaveis) é
especialmente voltada a gestédo de residuos, e seu item 12.5 estabelece que, até
2030, a geracdo de residuos devera ser drasticamente reduzida,incentivando a
prevencao, reciclagem, e reuso de materiais, o que é fundamental para construir
uma economia circular transformando subprodutos industriais em novos recursos
Gteis, reduzindo assim a necessidade de matéria-prima e as emissdes de poluentes.
Essas metas sdo essenciais para fomentar um equilibrio entre o desenvolvimento
econdmico e a preservagao ambiental (ONU, 2024).

Visando a reducdo de desperdicio de residuos, as macas imperfeitas
gue costumavam ser usadas para alimentacéo animal, despertaram o interesse das
indUstrias processadoras de suco, que viram uma oportunidade de agregar valor
a essas frutas. Os principais destinos das macas sdo para o processamento de
suco clarificado e concentrado. Frutas de qualidade inferior podem ser
encaminhadas para fermentacéo, resultando em produtos como sidra, vinagre e
destilados (Suco, 2022). Esse percentual tem crescido nos ultimos anos, podendo
chegar a 20%, devido as condicbes climaticas e a maior exigéncia dos
consumidores em relacdo a qualidade e calibre das frutas (Agapomi, 2019). A
ocorréncia de granizo, que causa danos as frutas, também aumenta a destinacéo
das macas para industrializacéo (Girardi, 2020).Com o aumento do consumo e do
processamento de produtos agroindustriais, ha um significativo crescimento no
volume de residuos gerados (Dhillon et al., 2013).

No processamento em larga escala de macas, o suco € considerado o
principal produto. Durante sua obtencao, sdo gerados dois tipos de residuos: frutos
inteiros com algum tipo de imperfeicdo que os tornam comercialmente inviaveis e o
bagaco, um residuo sélido resultante do processamento. Este bagaco é composto
principalmente por uma mistura de polpa, casca e sementes (Shafiee, 2017).

Outros destinos para esses residuos vém sendo amplamente estudados,
incluindo o desenvolvimento de substrato para a propagacao de leveduras (Bravo
et al., 2019), bioconverséo para produgao de compostos de interesse, como etanol
(Vashisht et al., 2019), e aplicacdes em cosmeéticos como fonte de compostos
bioativos (Barreira et al., 2019). Além disso, de acordo com Rocha Parra et at.
(2019)e Fernandes et al. (2019), os residuos podem ser transformados em produtos
alimenticios, como farinha ou extrato, para aumentar o teor de fibras e as

propriedades antioxidantes. O bagaco de maca também é uma das principais fontes
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para a obtencdo de pectina comercial, juntamente com frutas citricas (Rocha Parra
et al., 2019).

2.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE ENZIMAS
PECTINOLITICAS

A economia brasileira, destacando-se como uma das mais importantes do
mundo na agricultura, é reconhecida pela producéo e exportacdo de café, cana-de-
acucar, soja, mandioca, frutas, entre outros. No entanto, essa vasta produc¢do agricola
resulta em uma grande quantidade de residuos (Soccol, 2003).

Esforcos tém sido intensificados para tornar a utilizacéo desses residuos mais
eficiente, uma vez que seu descarte inadequado no meio ambiente provoca sérios
problemas de poluicdo. Com a inovacdo biotecnologica nas éreas de enzimas e
tecnologia de fermentacdes, opcBes de aplicacdo e reaproveitamento tém sido
avaliadas (Brand et.al., 2000). De acordo com Uenojo (2003), entre as potenciais
aplicacbes desses residuos esta seu uso como fonte de carbono em bioprocessos,
possibilitando a obtencao de produtos quimicos e produtos de maior valor agregado,
como enzimas, alcoois, proteinas, acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos
secundarios biologicamente ativos e compostos de aroma.

O bagaco de macé é um residuo da industria de transformacéo, resultado da
extragdo do suco e constitui cerca de 25-35% da massa da fruta fresca. Os
componentes sollveis em agua do bagaco de maca incluem monossacarideos,
oligossacarideos, polissacarideos sollveis em agua e componentes insollveis em
agua, como substancias pécticas. Apresenta pH variando entre 3,1 e 3,8 e quando
seco, € rico em carboidratos, pectina e proteinas (Patidar et al., 2018).

Devido ao alto custo comercial das enzimas, séo estudadas formas de substituir
a pectinase por residuos agroindustriais. Isso se deve, também, ao fato de os meios
utilizados para a producéo de pectinases conterem pectina na sua composicao.

A producdo de pectinases por fungos é geralmente induzida pela adicdo de
pectina ou materiais pécticos no meio de fermentacdo, como bagaco de cana-de-
acucar, farelo de trigo, polpa de café, maca ou cascas de frutas citricas (Favela-Torres
et al., 2006). Ainda, tem sido relatado o uso de residuos agroindustriais, combinados
com peptona, extrato de levedura e sulfato de amdnio, em meios de cultivo submerso

para a producao de pectinases (Arevalo-Villena et al., 2011; Poondla et al., 2016).
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2.4 COMPLEXO ENZIMATICO PECTINOLITICO

As enzimas sdo moléculas proteicas que séo catalisadores bioldgicos,
desempenhando um papel crucial na indastria. Elas sdo amplamente utilizadas em
diversos setores industriais, como alimentos, nutricho animal, cosméticos,
medicamentos e na pesquisa e desenvolvimento de novos processos ou
aprimoramento de produtos existentes. Atualmente, sdo conhecidas cerca de 4000
enzimas, das quais aproximadamente 200 sdo utilizadas comercialmente, sendo a
maioria de origem microbiana (Li et al., 2012).

Entre as enzimas produzidas, 75% sao hidrolases. Um grupo de enzimas que
€ exemplo de hidrolases sdo as pectinases, que tém se destacado como uma das
enzimas mais importantes industrialmente (Prakash et al., 2013). As pectinases séo
amplamente utilizadas principalmente nos setores de alimentos e bebidas,
representando um quarto da producéo total de enzimas alimentares no mundo (Tari
et al., 2007; Li et al., 2012).

As pectinases sdao um grupo de enzimas que catalisam a degradacdo de
substancias pécticas presentes nas plantas, resultando em moléculas menores, como
oligossacarideos e monossacarideos. As enzimas pectinoliticas sdo produzidas por
diversos organismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras, insetos, nematoides,
protozoarios e plantas (Mukesh Kumar et al., 2012). Correspondem a umgrupo de
enzimas que desintegram os polissacarideos presentes nas substancias pécticas
(Kashyap et al., 2001; Jayani et al., 2005).

2.4.1 Substancias pécticas

As substancias pécticas referem-se a um conjunto de polissacarideos
heterogéneos, carregados negativamente, acidos e de alta massa molecular
encontrados nas paredes celulares das plantas (Jayani et al., 2005; Uenojo e Pastore,
2007).

Estas substancias representam entre 0,5% e 4,0% da massa fresca dos frutos
e sdo macromoléculas de alta massa molecular que formam a lamela média, uma fina
camada de material com a funcéo de adeséo entre as paredes celulares dos vegetais

superiores (Jayani et al., 2005; Uenojo e Pastore, 2007), conforme Figura 2.



Figura 2 — Estrutura da parede celular vegetal representando o arranjo das

moléculas de pectina e celulose.
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A pectina, cuja estrutura esta representada na Figura 3, é sollvel em agua e

alimentos para a producéo de geleias (Aspinall, 1970).

Figura 3 — Estrutura molecular da pectina.
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possui baixa solubilidade em solventes organicos, diferenciando-se dos &cidos
pécticos pela presenca de mais de 75% de seus grupos carboxila esterificados por
grupos metoxila (Kashyap et al., 2001). Quando mais de 50% de seus grupos carboxila
estéo esterificados por grupos metoxila, séo consideradas de alto grau de metoxilacéo

e possuem alto poder geleificante, sendo amplamente utilizadas na industria de
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A concentracdo de substancias pécticas varia conforme o tipo de vegetal e sua
origem. Exemplos de fontes dessas substancias incluem o bagaco de macéa, albedo
citrico (como maracuja e laranja), polpa de beterraba, sementes de girassol, e muitos
outros frutos (Canteri et al., 2012). Essas fontes de pectinas podem ser utilizadas

como substrato para a producéo de pectinases.

2.4.2 Classificacdo e mecanismo de agéo das pectinases

As pectinases sdo um conjunto de enzimas que catalisam a degradacéo de
substancias pécticas encontradas no material vegetal, promovendo a desestruturacéo
desses polissacarideos presentes na lamela média da parede celular priméaria de
frutos e vegetais, resultando em moléculas menores, como oligossacarideos e
monossacarideos (Uenojo e Pastore, 2007). Estas enzimas clivam tanto a pectina
guanto outros polissacarideos pécticos em residuos de acido galacturénico, com cada
pectinase atuando em um ponto especifico dessa cadeia (Rodriguez-Fernandez et al.,
2011; Suhaimi et al., 2016; Rocha, 2018).

Em termos gerais, as pectinases podem atuar através da despolimerizacédo da
pectina por meio de rea¢fes de hidrélise e transeliminacédo, catalisando a quebra das
ligagbes a-1,4 na cadeia principal. Elas também podem atuar como desmetoxilantes,
removendo os residuos metoxilas, além de realizarem reacfes de desesterificacdo da
pectina e do &cido péctico, ou seja, hidrolisam a ligacdo éster entre os grupos carboxila
e metil da pectina (Kashyap et al., 2001; Jayani et al., 2005). O mecanismo de acdo de

algumas das enzimas do complexo pectinolitico podeser observado na Figura 4.

De acordo com Rebello et al. (2017), as pectinases comerciais contém uma
combinacgdo das enzimas pectinametilesterase, poligalacturonase e pectina-liase. No
entanto, as duas Ultimas, poligalacturonase e pectina-liase, sdo de maior interesse
para a biotecnologia industrial.

Segundo a Mordor Intelligence (2024), o mercado de enzimas industriais
devera registrar um CAGR de mais de 6% até o ano de 2029 e esta projetado para
atingir US$16,9 bilhdes até 2027. Atualmente, o mercado é consolidado por natureza
e dominado pelas cinco principais empresas, a saber, Novozymes (Dinamarca),

DuPont (EUA), Royal DSM (Holanda) e BASF (Alemanha), as quais possuem filiais
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em diversos paises, incluindo Brasil. Além disso, os Estados Unidos lideram o ranking

de maior comprador de enzimas industriais do mundo.

Figura 4 - Mecanismo de acdo das enzimas pectinoliticas.
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O mercado brasileiro depende significativamente da importacdo de enzimas.
No entanto, o Brasil é o principal produtor de enzimas na América Latina (MDIC, 2012).

BN

De fato, devido a sua vasta abundancia de matéria organica e biodiversidade
(Mussatto et al., 2007; Valli et al., 2018), o Brasil tem o potencial para se tornar um

dos maiores produtores e competir no mercado internacional.

2.5 APLICACOES DE PECTINASES

As pectinases microbianas podem ser aplicadas em diversos processos
industriais. Os primeiros registros de sua utilizacdo comercial datam da década de
1930, relacionados a preparacédo de sucos de frutas e vinhos. Contudo, a partir da
década de 1960, avancos nos estudos sobre a natureza dos tecidos vegetais

aumentaram a eficiéncia dessas enzimas em aplica¢des industriais (Kashyap et al.,
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2001; Jayani et al., 2005).

De acordo com Uenojo e Pastore (2007) e Santi et al. (2014), essas enzimas
sdo amplamente utilizadas nas industrias de sucos de frutas. Nesses processos, as
pectinases séo adicionadas aos purés de frutas e vegetais para degradar a pectina e
outros componentes de alta massa molar, reduzindo a viscosidade, aumentando os
rendimentos dos sucos, proporcionando uma aparéncia cristalina ao produto final e
diminuindo o tempo de filtracdo e concentragéo.

As pectinases podem ser empregadas na etapa de maceracéao da fruta, durante
a prensagem da polpa, promovendo maior rendimento na extracédo do suco (Grassin;
Fauguemberg, 1996). A extracdo de sucos é geralmente realizada pela prensagem
mecanica, que rompe as paredes celulares do mesocarpo, liberando o suco. Frutas
ricas em pectina, como a macéa, produzem sucos com alta viscosidade e turbidez, pois
residuos de pectina e outros polissacarideos séo arrastados da parede celular (Lea,
1998). Esses residuos podem formar agregados com proteinas e polifendis,
aumentando a turbidez do produto.

Para minimizar esse problema, sdo utilizadas enzimas pectinoliticas para
despectinizacdo dos sucos de frutas. Os detalhes dessa operacédo foram descritos por
Pinelo et al. (2010). Os sucos contém muitas particulas insollveis, constituidas por
um nucleo proteico com carga superficial positiva, envolvido por moléculas de pectina
carregadas negativamente. Essa carga negativa causa repuls@o entre as moléculas
de pectina. Quando pectinases sdo adicionadas ao suco, a pectina € degradada e
parte do ndcleo proteico carregado positivamente é exposto, reduzindo a repulséo
eletrostatica entre as particulas em suspensao. As particulas entdo se agregam,
formando grandes aglomerados que tendem a precipitar, diminuindo a turbidez e
facilitando as etapas subsequentes do processamento do suco.

Conforme Whitehurst e Oort (2010), a aplicacéo de pectinases na produc¢ao de
sucos de frutas tem algumas vantagens, considerando diferentes aspectos. Uma das
vantagens € a economia, visto que as enzimas aumentam a produtividade global do
processo. Como resultado, 0 suco se mantém estavel por mais tempo sem a
necessidade de adicdo de aditivos. Outra importante vantagem € a qualidade do
produto, pois 0 processamento rapido dos sucos com o uso de enzimas diminui o risco
de contaminacdo por microrganismos e reduz a oxidacdo, aumentando a vida util do
produto. As pectinases facilitam a extragdo de componentes como antocianinas,

aromas e polifenois antioxidantes, conhecidos por seus efeitos positivos na saude
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humana, particularmente na prevencéo de doencas cardiacas.

Embora o uso de enzimas aumente o rendimento dos sucos de frutas,
diferentes tratamentos enziméticos podem impactar significativamente o perfil
sensorial do produto final. Portanto, € essencial ter cautela na selecédo das enzimas e
na definicdo dos parametros do tratamento (Laaksonen et al., 2012).

Além da aplicacdo em industrias de alimentos, essas enzimas também s&o
amplamente empregadas na industria téxtil para degradar a camada de pectina que
recobre as fibras de celulose, liberando-as para posterior processamento, no
tratamento de residuos liquidos e na degomagem das fibras naturais. Além disso, na
produgdo de racdo animal, as pectinases, em conjunto com outras enzimas,
aumentam a absorc¢édo e a liberacdo de nutrientes através da hidrolise das fibras ndo

biodegradaveis e dos nutrientes bloqueados pelas fibras (Uenojo e Pastore, 2007).

2.6 PRODUCAO DE PECTINASES EM CULTIVO SUBMERSO

O processo industrial de fermentacao para producédo de enzimas microbianas
compreende trés fases principais: upstream, que envolve as preparacdes anterioresa
fermentacdo para garantir as condicbes necessarias para que, ocorram as
transformacdes desejadas; a segunda é a fermentacdo em si, por fim a etapa de
downstream, que ocorre apés a fermentacéo e se dedica a recuperacao do produto,
passando por etapas de separacao e purificacdo dos produtos obtidos (Aquarone et
al., 2001).

A producéo de enzimas pode ser realizada por dois processos principais: cultivo
submerso (CS) e cultivo em estado sélido (CES). No cultivo submerso, a biomassa
microbiana cresce completamente imersa em um meio de cultura liquido, geralmente
utilizando substratos solUveis em agua. Por outro lado, no cultivo em estado solido ou
semissolido, o crescimento dos microrganismos ocorre em materiais sélidos umidos,
onde ndo h& agua livre abundante entre as particulas (Garg et al., 2016). A principal
distincéo entre o cultivo submerso (CS) e o cultivo em estado solido (CES) reside na
capacidade de mistura dos sistemas. No CS, o ambiente € mais homogéneo e
uniformemente distribuido nos fermentadores, onde se espera que haja a mesma
guantidade de microrganismos, nutrientes e metabdlitos.Por outro lado, no CES, a alta
compactacdo limita a homogeneidade e a difusdo de nutrientes e metabdlitos,

exigindo agitacéo intensa que pode resultar na ruptura celular (Graminha et al., 2008).
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Embora os fungos filamentosos se desenvolvam melhor em substratos solidos,
0S processos submersos descontinuos (batelada) sdo mais comumente adotados
para a producéo industrial de enzimas (Subramaniyam; Vimala, 2012; Dos Santos et
al., 2018). Os processos descontinuos oferecem vérias vantagens para a producao
em larga escala. Por exemplo, proporcionam melhor controle microbioldgico, reduzem
0s riscos de contaminacao e minimizam a taxa de mutacdo genética (Ferreira et al.,
2009).

Os processos industriais de cultivo submerso para producédo de enzimas sao
realizados em biorreatores agitados mecanicamente, que permitem um controle
preciso dos parametros operacionais como aeracdo, pH e temperatura. Esses
biorreatores oferecem maior eficiéncia na absor¢cdo de nutrientes pela célula e na
excrecdo de metabdlitos, promovendo condigcbes mais homogéneas. Além disso,
facilitam o controle e monitoramento das condi¢cdes de fermentacéo essenciais para
obter altos rendimentos. Equipados com sensores de medicdo e sistemas de
refrigeracdo e aquecimento, 0s biorreatores sao ajustados para evitar problemas
como formacédo de aglomerados e superaquecimento do meio (Biz et al., 2016; Colla
et al., 2016; Pitol et al., 2016; Finkler et al., 2017; Poletto et al., 2017).

As etapas downstream, também conhecidas como purificagdo, envolvem
processos de separacdo para remover substancias téxicas ou metabdlitos
indesejaveis, além de concentracdo para reduzir o volume da solucédo, facilitando o
manuseio durante a purificacdo. Estas etapas visam obter uma preparacéo enzimatica
com maior pureza para diversas aplicagcdes industriais (Aquarone et al., 2001).

A decisao de realizar etapas downstream deve considerar a aplicagéo final do
produto e a relacéo custo-beneficio da producéo. Idealmente, é preferivel evitar essas
etapas, pois podem aumentar os custos do processo de producdo, incluindo
equipamentos, mao de obra e perda de atividade enzimatica. Alguns produtos
comerciais de enzimas sdo simplesmente concentrados do extrato fermentado,

adicionados de estabilizadores para manter a atividade enzimatica (Bon et al., 2008).

2.6.1 Fatores que influenciam a producédo de pectinases fungicas em cultivo
submerso

O sucesso da fementacdo para a producdo de pectinase € influenciado por

alguns parametros de processo, como o tipo e concentracdo do substrato, tempo de
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fermentacado, concentracdo do inéculo, pH, temperatura,agitacdo/aeracao, presenca
de inibidores/indutores e adicdo de fontes de carbono e nitrogénio e de
micronutrientes, como cobre, ferro, zinco, manganés e magnésio. Esses parametros
devem ser controlados e monitorados para assegurar a producédo enzimatica desejada
(Amin et al., 2017; Rebello et al., 2017).

Os carboidratos sdo essenciais para o metabolismo fungico, fornecendo
energia e servindo como precursores para a sintese de todos 0s compostos organicos
necessarios para a viabilidade celular (Madigan et al., 2016). As fontes de carboidratos
e acUcares adicionadas ao meio de cultivo estimulamo metabolismo energético do
microrganismo, promovendo seu rapido crescimento. Amedida que colonizam o
substrato, os micélios dos fungos secretam enzimas extracelulares que catalisam a
degradacdo dos carboidratos disponiveis em moléculas menores, como aminoacidos,
acucares e vitaminas, que séo absorvidas para sua nutricdo por meio do catabolismo
(Holker; Lenz, 2005).

Meneghel et al. (2015) analisou o efeito do bagago de macga seco e triturado
como substrato na inducédo da producdo de pectinases por A. oryzae em processo
submerso. O estudo constatou que baixas concentracdes do substrato resultaram em
elevadas atividades enzimaticas. Além do processo em estado submerso, também foi
estudado, a partir da casca da maca, a producao de pectinase em fermentacdo em
estado sélido por Costa (2021), que comprovou a sua viabilidade. A adi¢do de pectina
ao meio de cultivo esta relacionada com o fenébmeno de inducdo a formacédo de
enzimas, favorecendo a sua excrecao, e, além disso, pode ser utilizada como fonte de
carbono (Martinez-Trujillo, 2009). Pesquisas sobre o efeito indutor da pectina na
producdo de pectinase por Aspergillus niger mostram que a atividade enzimatica
aumenta significativamente com a adi¢ao de pectina (20 g/L) no meio de cultivo. Em
contraste, baixas concentrages de pectina resultam em baixo rendimento enzimatico,
ja que a producédo de pectinases é induzida por substratos ricos em pectina (Martos
et al., 2009; Bastos, 2012).

A quantidade de substratos ricos em carbono adicionados ao meio de cultivo
influencia tanto o crescimento celular quanto a producao de pectinases por fungos
filamentosos. Concentracdes elevadas de glicose podem causar repressao catabdlica
na producgéo de pectinases, dificultando a assimilagdo dos substratos disponiveis e
reduzindo a producgéo enzimética (Cordeiro e Martins, 2009; Rossi et al., 2016). Além
disso, a combinacdo de substratos agroindustriais como fonte de nutrientes pode
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promover a secrecdo de pectinases em alguns fungos, mas ndo em outros (Lima et
al., 2017). Portanto, € essencial otimizar a composi¢cao nutricional do meio de
fermentacdo para entender o comportamento do fungo na secrecdo do metabdlito
desejado.

A temperatura € um parametro crucial que influencia a sobrevivéncia e
reproducdo dos fungos, além de regular a atividade metabdlica responséavel pela
secrecéo de enzimas e pela atividade das pectinases liberadas no meio (Santiago et
al., 2016). Cultivar fungos filamentosos a altas temperaturas para a producédo de
enzimas de interesse comercial oferece vantagens como taxas de conversao mais
rapidas, menor risco de contaminacdo e aumento da transferéncia de massa. No
entanto, essas enzimas podem ser facilmente inativadas por um aumento moderado
na temperatura (Kluge; Terfehr; Kuck, 2018).

Outro fator fundamental para a atividade e estabilidade das enzimas é o pH,
gue pode influenciar tanto a permeabilidade da membrana dos microrganismos quanto
a estabilidade das enzimas (Kaur et al., 2017). Valores baixos de pH (inferiores a 4,0)
podem causar desnaturacao de proteinas e inibi¢cdo da atividade enzimatica em alguns
organismos, enquanto fungos filamentosos tendem a preferir condicbes acidas
(Madigan et al., 2016). Alteracdes no pH podem afetar a ionizacdo dos sitios ativos
dos aminoacidos e provocar a desestruturacao das enzimas (Pagarra et al., 2018).
Portanto, o monitoramento do pH é essencial para padronizar 0 crescimento e a
producdo de enzimas extracelulares por varios microrganismos. Segundo Sternberg
e Dorval (1979), a diminuicdo do pH pode ser atribuida a liberacdo do ion amdnio
(NH4") proveniente da fonte de nitrogénio utilizada. Quando o microrganismo utiliza
esse nitrogénio, compostos idnicos sao liberados no meio, podendo reagir com a agua
e formar acidos. Também é dito que o aumento do pH apds a fase de crescimento
celular intenso pode ocorrer devido a liberagdo de amonia, que foi previamente
consumida e armazenada nas células, sendo liberada por lise celular.

Na maioria dos processos biotecnolégicos industriais, como na producéo de
antibioticos, enzimas, vitaminas e outros produtos, séo utilizados microrganismos que
podem ser aerObios ou anaerdbios facultativos. Em processos aerdbios, os
microrganismos dependem de uma quantidade adequada de oxigénio dissolvido no
meio, essencial para a respiracao celular e para a producéo de metabolitos (Schmidell
et al., 2001; Najafpour, 2007; Bastos, 2010). Devido a baixa solubilidade do oxigénio

em agua, a transferéncia de oxigénio para microrganismos aerébios, como no caso
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de fungos, pode ser desafiadora. Essa dificuldade aumenta quando o meio de cultivo
contém nutrientes altamente sollaveis, que podem interferir na dissolucao do oxigénio.
Além disso, o0 aumento da viscosidade do meio também prejudica a solubilizacdo do
oxigénio (Schmidell et al., 2001).

Apesar de possuir ampla aplicacdo na industria de sucos(entre outras industrias
gue utilizam enzimas), alguns desafios sdo encontrados paraimplementar a producéo
de pectinases em escala industrial visto que a pesquisaaplicada para a obtencao de
produtos biolégicos a partir de residuos agroindustriais €um processo complexo e
multidisciplinar, que demanda conhecimentos integrados de biotecnologia,
microbiologia e engenharia de processos.

Além dos desafios técnicos encontrados em todas as etapas do processo e
considerando um alto investimento inicial, se faz essencial a realizacdo de uma analise
econbmica detalhada para garantir a viabilidade financeira do processo, aproveitando
ao maximo os residuos e minimizando os subprodutos indesejados. Os desafios
incluem a escalabilidade do processo, a padroniza¢éo da qualidade do produto final e

o cumprimento de rigorosas exigéncias regulatorias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA, PREPARO E PROCESSAMENTO DE MAGA

Durante a safra da maca, no més de abril de 2024, foram realizadas coletas
dos residuos in loco durante o processamento de extra¢do do suco de maca de uma
mistura de macéds de variedades Gala e Fuji. Os residuos foram cedidos por uma
empresa de alimentos e bebidas localizada na regidonordeste do estado do Rio
Grande do Sul.

Registros das macas in natura processadas no momento da coleta e seu estado
de maturacdo podem ser observados na Figura 5, demonstrando serem frutas com
imperfeicdes e maduras - a esquerda, pode-se observar a variedade Fuji, enquanto a

direita, pode-se observar a variedade Gala.

Figura 5 - Macas in natura processadas no momento da coleta [A] e grau de

maturacdo das macas in natura [B].

Fonte: A autora (2024).

Conforme a Figura 6, a primeira coleta do residuo foi realizada na saida do
equipamento turbo extrator onde é realizada a extracdo do suco. Este residuo é
composto principalmente das cascas e das sementes da magéa. A segunda coleta foi
realizada no equipamento de centrifugacao (decanter), etapa responsavel por separar
a polpa do suco para posteriores etapas de filtracdo e clarificacdo. Este segundo
residuo é composto principalmente pela polpa da maca.
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Figura 6 — Fluxograma das coletas realizadas in loco.
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Fonte: A autora (2024).

ApOs realizadas as coletas, os residuos foram acondicionados em sacos
plasticos, a temperatura de congelamento para que ndo houvessem perdas de
propriedades durante o armazenamento até o processamento do material para
realizacdo das andlises do presente estudo. Posteriormente, estes residuos foram
secos em estufa, triturados em liquidificador doméstico e peneirados em uma peneira
de 100 Mesh (149 um), para que houvesse uma padronizacdo no tamanho das
particulas, visto que a trituracéo realizada néo havia sido completamente homogénea.
A trituracdo foi empregada de forma a reduzir o tamanho das particulas, de altarigidez,
e facilitar o acesso do microrganismo aos nutrientes presentes no meio. Visualmente,
conforme Figura 7, quando comparados 0s residuos, 0S mesmos apresentam pouca
diferenca entre si, sendo o residuo composto pelas sementes e cascas [B], levemente

alaranjado, provavelmente proveniente da coloracdo das cascas da maca.
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Figura 7 - Residuo composto pelo bagaco [A] e residuo composto pelas sementes e

cascas [B].

Fonte: A autora (2024).

3.6 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi Aspergillus oryzae IPT-301, cedido
pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (Sdo Paulo, SP) e descrito por Malvessi &
Silveira (2004), Fontana et al. (2009) e Meneghel et al. (2014) como produtor de
pectinases quando cultivado em meio liquido. A cultura foi mantida em meio sélido

glicerinado, a 4°C.

3.7 MEIOS DE CULTIVO

3.7.1 Conservacao

Para a conservagdo e propagacdo do microrganismo foi utilizado o meio de
cultura descrito por Maiorano (1982), com a seguinte formulagédo, em g/L: glicerina,
25; glicose, 25; extrato de levedura, 5; &gar-agar, 20. A cultura foi crescida neste meio
sélido glicerinado por 96 horas a 28°C e, posteriormente, armazenada a 4°C. A cultura

crescida pode ser observada na Figura 8.
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Figura 8 - Placa com a cultura crescida de Aspergillus oryzae IPT-301.
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Fonte: A autora 2624).

3.7.2 Cultivos submersos

O meio de cultivo a ser utilizado como base para a producédo de pectinases,
descrito por Reginatto et al., (2017) e adaptado, é composto basicamente por farelo
de trigo, pectina e sais minerais.

Inicialmente cogitou-se a utilizacdo da concentracdo de 20 g/L de pectina
citricacomercial ou bagacos, conforme descrito por Reginatto et al. (2017). Porém,
durante a preparacao dos extratos aquosos dos residuos, foi necessario o aumento
da quantidade de 4gua adicionada, em funcédo da posterior etapa de esterilizagao.
Dessa forma, foram realizados testes com o uso de 10 g/L de pectina
correspondente no meio. A composi¢do do meio é descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢cao do meio de cultivo para producéo de pectinases.

(continua)
Composto Quantidade (g/L)
Pectina citrica comercial ou bagacos 10,00
Farelo de trigo (em extrato aquoso) 40,00
Extrato de levedura 0,05
Glicose 5,00
(NH4)2SO04 5,00
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(concluséo)

Composto Quantidade (g/L)
MgSO. 0,50
KH2PO 2,50

FeSO47H,0 6,3x10*
ZnS04 6,2x10*
MnSO4 1,0x10°

Fonte: Adaptado de Reginatto et al., (2017).

Ao esterilizar o extrato aquoso referente ao residuo de bagaco (polpa da fruta)
na concentracdo de 10 g/L, houve grande absorcdo da agua por parte do residuo,
fazendo com que a mistura se tornasse pastosa e ndo liquida, impossibilitando a
filtracdo deste extrato aquoso. Por este motivo e pela quantidade limitada do residuo,
optou-se por realizar mais uma diluicdo deste substrato, considerando uma diluicédo

na proporcao de 1:1.

3.8 PRODUCAO DE PECTINASE EM CULTIVO SUBMERSO

3.8.1 Preparo da suspenséao de esporos

A suspensao de esporos, foi preparada da mesma forma para todos 0s meios.
Em camara de fluxo laminar, foi adicionada dgua destiladaa placa com a cultura de A.
oryzae IPT-301. A mesma foi raspada para liberacdo dos esporos, formando uma
suspensao cuja concentracéo foi definida por contagem em camara de Neubauer. A
inoculagdo para os cultivos submersos foi feita com 108 esporos por litro de meio de

cultivo.

3.8.2 Cultivos em frascos sob agitacao

Os ensaios foram realizados seguindo o método descrito por Meneghel (2015).
Foram realizados ensaios em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com gargalo alongado,
contendo 100 mL de meio, cobertos com gaze e algodao hidréfobo, em agitador
reciproco (B. Braun Biotech, modelo Certomat, RFA), a 300 rpm e 28°C durante 120

horas (Reginatto, 2016), conforme Figura 9.
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Figura 9 - Representacédo do cultivo de Aspergillus oryzae em frascos Erlenmeyer,

conduzidos em agitadores de bancada.

<

Fonte: A autora (2024). ‘

Foi avaliado o efeito das fontes e concentra¢fes de indutores/residuos, bagaco
e semente de maca, considerando o teor médio de pectina relatado na literatura (cerca
de 26%), em comparagcdo com o0 meio contendo pectina comercial Dellaware
(Meneghel et al., 2014). O ajuste de pH dos meios de cultivo foi realizado pela adi¢cdo
de H2S04 1,5 mol/L.

Os meios foram submetidos a esterilizagdo em 120°C a 1 atm por 15 minutos.
Os cultivos foram realizados em duplicata, sendo que a cada 24 horas dois frascos de

cada substrato eram retirados do agitador para analise e ndo retornavam ao processo.
3.9 METODOS ANALITICOS
3.9.1 Concentragéao celular e pH

A determinacé@o da concentragdo celular foi avaliada por gravimetria, com a
quantificacdo de massa seca. Um volume conhecido de amostra foi filtrado, em papel
filtro previamente seco em estufa a 90+5°C 24 horas com auxilio de uma bomba a
vacuo, conforme Figura 10.

Depois deste procedimento, as amostras, em papel filtro, foram acondicionadas
em estufa a 90+5°C por 24 horas, para a remocao da umidade presente e, entéo, foi

determinada a concentracao celular utilizando a diferenca de massas.
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Figura 10 - Separacao da biomassa do meio fermentado por filtragdo a vacuo [A] e

papel filtro com biomassa Umida antes da secagem [B].

Fonte: A autora (2024).

Parte do volume das amostras dos cultivos foram centrifugadas, conforme
Figura 11, para obtencao de caldo isento de células, que foi usado para as analises de
acucares redutores livres (AR), acUcares redutores totais (ART) e atividade de
pectinases totais.

A analise de pH foi realizada utilizando um pHmetro de bancada calibrado e

diretamente no caldo fermentado, previamente a separacdo da biomassa.

Figura 11 - Amostras de cultivos antes da centrifugagéo [A] e apds a centrifugacao
[BI.

Fonte: A autora (2024).
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3.9.2 Acucares redutores livres (AR)

Os carboidratos soluveis foram analisados pelo método do &cido 3,5 di-
nitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). Em um tubo de ensaio, 0,25 mL da amostra
hidrolisada foi misturado com 0,75 mL da solu¢cdo DNS. Os tubos foram aquecidos em
banho-maria a 100°C por 5 minutos e depois resfriados em banho de gelo. Apds o
resfriamento, 4 mL de agua destilada foram adicionados a cada tubo, conforme Figura
12. Um branco foi preparado substituindo a amostra por agua destilada.

A absorbancia das amostras foi medida em um espectrofotémetro a 545 nm,
previamente zerado com o branco. A concentracdo de acguUcares redutores nas
amostras foi determinada com base em uma curva de calibragéo obtida a partir de

solugdes de glicose, as quais foram submetidas ao mesmo procedimento.

Figura 12 — Amostras prontas para leitura em espectrofotometro a 545 nm.

Fonte: A autora (2024).

3.9.3 AclUcares redutores totais (ART)

A determinacdo da concentracdo de acgucares redutores totais (ART) foi
realizada utilizando o método de hidrolise acida, conforme descrito por Meneghel
(2013). As amostras foram diluidas previamente em agua destilada conforme
necessidade. Aliquota de 1 mL dessa solugéo diluida foi transferida para um tubo de
ensaio, ao qual se adicionou 1 mL de acido cloridrico 2 mol/L. As amostras foram
fervidas em banho-maria a 100°C por 10 minutos com os tubos tampados e, em
seguida, resfriadas em banho de gelo. Para cada tubo, foi acrescentado 2,5 mL de

hidroxido de sodio 1 moL/L e 0,5 mL de agua destilada para ajustar o volume. Um
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branco foi preparado substituindo a amostra por agua destilada.
Concluida a etapa da hidrolise, seguiu-se com a quantificacdo dos acucares
redutores, realizada pelo método do &cido 3,5-di-nitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959)

descrito anteriormente.

3.9.4 Atividade de pectinases

A atividade das pectinases foi avaliada utilizando o método descrito por
Maiorano (1990) e modificado por Malvessi (2000). Esse procedimento baseia-se na
medida da diminui¢ao da viscosidade de uma solucdo padréo de pectina 0,63% (m/v),
que é submetida a acdo das enzimas pectinoliticas. Essas enzimas atuam rompendo
as ligaces glicosidicas internas da cadeia de acido poligalacturénico.

A solucéo padréo de pectina foi preparada dissolvendo 0,63 g de pectina em
100 mL de uma solucéo tampao de acetato de sodio — acido acético 0,05 mol/L, com
pH 4,0, e mantendo-a em agitacéo por cerca de 12 horas.

Deu-se inicio a analise com a adi¢ao de 3,2 mL de extrato enzimatico diluido
em um tubo de ensaio, o qual foi colocado em um banho termostético a 30°C. Apés a
estabilizacdo da temperatura das amostras, adicionaram-se 14,8 mL da solucdo de
pectina 0,63% (m/v). Essa mistura foi mantida em banho a 30°C por 30 minutos. Apds
esse periodo, a viscosidade da solu¢éo foi medida usando um viscosimetro (modelo
LDV-II+, Brookfield, EUA) a 60 rpm. Para cada amostra, foi preparado um controle
(branco), no qual a solucdo enziméatica diluida foi previamente inativada em banho-
maria a 100°C por 30 minutos, seguindo 0 mesmo procedimento das amostras com a
atividade enzimatica ativa.

Com os valores de viscosidade obtidos para as amostras com e sem atividade
enzimatica, foi calculado o percentual de reducéo de viscosidade (A), utilizando a

equacao 1.

visc.amostra inativada—visc.amostra
A%) = X 100 (1)

visc.amostra inativada

O percentual de reducdo da viscosidade foi associado a atividade das
pectinases, utilizando uma curva padréao construida a partir de uma série de diluicbes
(variando entre 1:30 e 1:300) do extrato enzimatico obtido ao final do cultivo. Essas

amostras diluidas foram analisadas quanto a diminuicdo da viscosidade, e com 0s
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valores obtidos foram criadas curvas que relacionam a reducdo da viscosidade (A)
com o logaritmo decimal do inverso das diluicdes, representando uma proporcéo da
concentracéo de enzimas.

Define-se uma unidade (U) de pectinase como a quantidade de enzima capaz
de provocar uma reducédo de 50% na viscosidade da solucdo, dentro das condicbes
padronizadas. Os demais valores de unidades de pectinase foram entéo calculados
proporcionalmente, e uma nova curva foi construida, associando a reducgdo da
viscosidade com o logaritmo decimal do nimero de unidades de pectinase. A partir do
ajuste linear dessa curva, foram determinados o0s coeficientes necessarios para

calcular as atividades enzimaticas, conforme descrito na equacao 2.

A-a g

PT =100 x°-x fd )

Onde PT representa a atividade enzimatica de pectinases (U/mL), A indica a
reducdo de viscosidade (%), a € o coeficiente linear da curva de calibracéo, b é o
coeficiente angular dessa curva, dil corresponde a diluicdo da preparacdo enzimatica
apos a extracdo, e v € o volume da preparacdo enzimatica utilizado na analise (em

mL) e fd é o fator de diluicdo na extracdo (mL/g de matéria seca).
3.10 PARAMETROS DE AVALIACAO DO PROCESSO

O fator de producéo especifica (Yr/x) foi calculado a partir da média dos maximos
valores de atividade enzimética (Pmax) € de concentracdo de biomassa (Xmax)
considerando, também, o tempo de cultivo em que estes foram atingidos.

A produtividade (p), representa a atividade enzimatica maxima no processo e
o tempo em que foi atingida a maior atividade enzimatica. A produtividade foi calculada
relacionando a atividade enzimatica maxima no processo (Pmax) € 0 tempo de

processo em que ocorreu Pmax (tp,max).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da realizacdo da etapa experimental proposta neste estudo, sdo
apresentados e discutidos os resultados relativos a avaliacdo da producédo de
pectinases por A. oryzae IPT-301 a partir de em residuos do processamento de
macas, ricos em pectina, em ensaios em frascos sob agitacdo. Conforme mencionado
anteriormente, a amostragem foi realizada em intervalos de 24 horas em um periodo
total de 120 horas. Importante destacar que o uso de extratos aquosos de residuos
agroindustriais teve por objetivo a obtencdo de um componente solUvel para o meio
de cultivo, capaz de induzir a producdo de enzimas pectinoliticas e permitir a
homogeneidade do sistema.

Na sequéncia, sao apresentados os resultados dos cultivos por A. oryzae IPT-
301 em frascos sob agitacdo, correspondentes aos perfis de concentracao celular, pH,
consumo de substrato e atividade de pectinases totais. Como observado na Figura
13, ha um incremento na concentracdo celular nas primeiras 48 horas de cultivo,
chegando ao pico de 18,56 g/L no meio contendo extrato aquoso de semente/cascas
de maca, de 15,32 g/L com extrato aquoso de bagaco e de 9,76 g/L em amostras de

pectina.

Figura 13 - Variacdo das concentracdes de biomassa de Aspergillus oryzae IPT-301
em funcdo do tempo decultivo com o uso de pectina comercial e de extratos

aguosos de bagaco e de sementes/cascas de macas.

24 H -
—m— Pectina

—e— Semente
20 —A— Bagaco

Biomassa (g/L)

Tempo (h)
Fonte: A autora (2024).



41

Na sequéncia, com excecdo do meio contendo extrato aquoso de
sementes/cascas, cuja biomassa foi mantida no mesmo patamar até o final do cultivo,
observou-se a reducéo do crescimento com o tempo, chegando aos valores minimos
de 8,0 e 13,0 g/L, respectivamente, nas amostras de extratos aquosos de bagacoe
pectina, em 120 horas de processo (Figura 13). Salienta-se que ndo foi feita a
caracterizacao fisico-quimica dos proprios residuos do processamento de macas e
nem dos respectivos extratos aquosos, porém os efeitos positivos em termos de
crescimento, quando comparados com 0 uso de pectina, podem estar associados a
presenca dos constituintes do farelo de trigo - carboidratos e vitaminas — e dos
préprios residuos, como proteinas, lipideos e fibras.

O pH do meio foi ajustado para 4,0 no inicio do cultivo e foi observada intensa
gueda nas primeiras 48 horas de ensaio. Foi observado, na Figura 14, um perfil
decrescente onde, com todos os substratos, valores minimos foram identificados em
48 horas, de pH 2,2 para pectina, pH 1,8 para o residuo de bagaco e também pH 1,8

para o residuo composto de sementes e cascas de macas.

Figura 14 - Perfil de pH em funcdo do tempo de cultivo de Aspergillus oryzae IPT-
301 com o uso de pectina comercial e de extratos aquosos de bagaco e de

sementes/cascas de macas.
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Fonte: A autora (2024).
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Essa queda de pH, observada na Figura 14, coincide com a fase de maior
crescimento celular (Figura 13). Na sequéncia, com a reducéo do crescimento, até o
final do cultivo observou-se um sutil aumento nos valores de pH para todas as
condic¢des, chegando a pH 2,5 com o uso de pectina, 2,16 no meio contendo extrato
aguoso de bagaco e 1,93 no caso de extrato aquoso de sementes/cascas de macas.
Este perfil de queda do pH durante a fase de intenso crescimento celular na producéo
de pectinases por fungos do género Aspergillus foi observado em relatos de outros
autores (Malvessi e Silveira, 2004; Reginatto et al., 2016); Sandri, 2010; Fontana e
Silveira, 2012; Meneghel, 2020). O comportamento esta associado a fatores como a
producdo de acidos organicos do metabolismo celular, acido carbénico gerado pela
metabolizacdo de carboidratos e a liberacdo do ion aménio (NH,*) (Moore-Landecker,
1996). Malvessi e Silveira (2004) observaram que a queda no pH é essencial para a
excregao de pectinases, corroborada por Fontana e Silveira (2012) e Meneghel et al.
(2014). Segundo os autores, no final do processo, o pH aumenta, relacionado a fase
estacionaria do crescimento celular.

Na Figura 15A, relacionado a variacdo da concentracao de acucares redutores
(AR) em funcgéo do tempo, um perfil diferenciado € observado. Em 24 horas, observa-
se um leve incremento na concentracdo de AR em todas as condi¢cfes, o que pode
estar relacionada a parcial hidrélise de compostos mais complexos pela acdo de
enzimas secretadas pelo fungo. Nos meios formulados com pectina, com extrato
agquoso de bagaco e de sementes/cascas, 0s picos observados em 24 horas foram de
9,03, 17,32 e 32,6 g/L, respectivamente. No decorrer do processo, como resultado do
crescimento celular (Figura 13), a reducdo da concentracédo de AR foi identificada a
partir de 48 horas, chegando ao final do cultivo em valores residuais de 2,75, 1,62 e
3,1 g/L, respectivamente.

Ainda no que tange ao substrato, conforme pode-se observar na Figura 15 [B],
houve uma reducéo expressiva das concentragdes de acucares redutores totais (ART)
dos valores iniciais de 11,0, 22,9 e 44,0 g/L em até 48 horas de cultivo em todas as
condicbes. Nesse tempo, a quantificacdo de ART foi de 3,9, 4,0 e 9,2¢g/L para os
substratos pectina, extratos aquosos de bagaco e de sementes/cascas,
respectivamente, e assim se mantiveram neste patamar médio até o final do cultivo.
Esses valores residuais relacionados a quantificacdo de ART podem estar

relacionados a presenca de acucares ndo metabolizaveis pela populagdo microbiana.
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Figura 15 - Variacdo das concentracdes de acucares redutores (AR) [A] e acUcares
redutores totais (ART) [B] em funcéo do tempo de cultivo de Aspergillus oryzae IPT-
301 com o uso de pectina comercial e de extratos aquosos de bagaco e de

sementes/cascas de macas.

—m— Pectina
[A] —e— Semente
—A— Bagaco
—
] —
| i—
T T T T T T
0 24 48 72 96 120
Tempo (h)
487 B] —m— Pectina
? —e— Semente
40 ~ —4—Bagaco
. 32 °
= |
2
E 24 1
< J
16
T
8 \ A ° . .
-y — 1 —— &
T T T T T

Tempo (h)

Fonte: A autora (2024).

Com relacdo a atividade enziméatica de pectinases, nas condi¢des testadas,
observa-se o perfil distinto relacionado ao uso de extrato aquoso de sementes/cascas
de macd, o qual foi crescente até 96 horas, apresentando atividade de 0,52 U/mL

(Figura 16). Em 120 horas, entretanto, foi identificada a queda para 0,43 U/mL. O
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intervalo de tempo avaliado ndo paraceu suficiente para observa-se um decaimento
na atividade da enzima quando utilizado a pectina comercial ou com extrato aquoso
de bagaco de macd, observou-se incremento gradual da atividade até 120 horas,
guando os cultivos foram encerrados. Neste tempo de cultivo, foram quantificados 0,38

U/mL e 0,46 U/mL, respectivamente (Figura 16).

Figura 16 - Atividade de pectinases totais em func&o do tempo de cultivo de
Aspergillus oryzae IPT-301 com o uso de pectina comercial e de extratos aquosos
de bagaco e de sementes/cascas de macas.
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Fonte: A autora (2024).

Embora o pico de pectinases tenha sido observado em valores de pH inferiores
(Figura 14), observa-se o aumento da atividade enzimatica em todos os substratos a
partir de 24 horas de cultivo, momento em que o pH se aproximou de 2,5 no meio
contendo extrato aquoso de bagaco de maca, e em torno de 2,8 para a pectina e com
o residuo de semente/cascas. Ao fazer a relacdo com a concentracdo de biomassa,
por sua vez, observa-se que a producdo de pectinases € incrementada na fase em
que nao se observa o perfil de aumento do crescimento, 0 que sugeriria a nao
associacdo e/ou a parcial associacao da producdo de enzimas com 0O crescimento
fungico. Salienta-se que neste trabalho néo foi realizado ensaio na auséncia total de

indutor em funcdo dos rsultados anteriores reportados na literatura. Atividade
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enzimatica de pectinases praticamente nula foi observada em cultivo na auséncia de
indutor no meio, uma vez que as enzimas fungicas do complexo pectinolitico sdo de
carater induzido (Meneghel, 2020).

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados globais dos cultivos de A. oryzae,
de forma a proporcionar a comparacao do efeito do uso das distintas fontes indutoras

sobre o metabolismo e producéo da enzima.

Tabela 3 - Parametros de avaliacao do cultivo de Aspergillus oryzae IPT-301 com o

uso de pectina comercial e de extratos aquosos de bagaco e de sementes/cascas de

macas.
A Extrato aquoso Extrato aquoso
Parametro Pectina comercial | 4q bagaco de maca de sementes/
cascas de macga
Xmax (g/mL) 0,94 1,51 1,72
tx,max (h) 48 48 72
Pmax (U/mL) 0,380 0,463 0,521
tP,max (h) 120 120 96
pH Pmax 2,47 2,16 1,89
Yeix (U/Q) 0,491 0,368 0,301
p (U/mL.h1) 0,032 0,038 0,054

Xmax— Maxima concentracdo de biomassa; tx,max— tempo em que ocorreu Xmax; Pmax — maxima atividade
de pectinases; tpmax— tempo em que ocorreu Pmax; pHpmax — valor de pH em que foi atingido Pmax; Yeix
— fator de producao especifica; p — produtividade de Pmax.

Fonte: A autora (2024).

Observa-se que a maxima concentracdo de biomassa (Xmax) foi superior ao
utilizar os extratos naturais no meio, sendo 1,51 g/mL para o bagaco de maca e 1,72
g/mL para sementes/cascas de macads em comparagcdo com a pectina comercial, de
0,94 g/mL. O tempo para atingir essa biomassa maxima (txmax) foi de 48 horas tanto
para a pectina comercial quanto para o bagago de maca. Por outro lado, com extrato
de sementes/cascas o pico de biomassa foi tardio, em 72 horas.

Quanto a maxima atividade de pectinases (Pmax), 0S valores mais altos também
foram observados nos cultivos com extratos naturais: 0,463 U/mL para bagaco de
maca e 0,521 U/mL para sementes/cascas de macéa, frente ao valor de 0,380 U/mL
obtido com pectina comercial. Porém, como mencionado anteriormente, esses dados
nao podem ser considerados na integra por ter sido considerado o valor téorico de
pectina contida no referido residuo e ndo quantificado experimentalmente em relagcéo

a pectina comercial. Ainda, como mencionado anteriormente, ndo foi feita a
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caracterizacao fisico-quimica dos meios compostos por residuos, o que poderia indicar
alguma diferenca nutricional que pudesse favorecer ou ndo o desenvolvimento
microbiano e a producao de enzimas.

O tempo para atingir essa atividade maxima (tpmax) foi de 120 horas para os
substratos de pectina comercial e bagaco de maca, enquanto no cultivo com
sementes/cascas de maca foi atingida a maxima atividade em 96 horas, indicando
maior eficiéncia temporal.

Os valores de pH no momento de maxima atividade enzimatica (pHpmax) foram
ligeiramente mais baixos para o0s extratos naturais (2,16 para bagaco e 2,10 para
sementes/cascas) em comparac¢ao com a pectina comercial (2,47), demonstrando que
a producéo de pectinases ocorre em meio acido. A producao especifica de pectinases
(Yrix) foi superior com o uso de pectina comercial (0,491 U/g), enquanto os extratos
de bagaco e sementes/cascas apresentaram valores de 0,368 U/g e 0,301 Ul/qg,
respectivamente. Isso indica que, apesar dos substratos naturais resultarem em maior
producgéo de enzimas em termos absolutos, a eficiéncia por unidade de biomassa foi
maior na pectina comercial.

Por fim, a produtividade (p) de pectinases foi mais elevada no cultivo com
sementes/cascas de macas (0,054 U/mL.h™), seguido pelo bagaco de maca (0,038
U/mL.h™) e pela pectina comercial (0,032 U/mL.h™?). Assim, conclui-se que 0s extratos
aguosos de bagaco e sementes/cascas de macas sao substratos promissores para a
producdo de pectinases por Aspergillus oryzae, oferecendo uma alternativa

sustentavel e eficiente em comparacao a pectina comercial.
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5 CONCLUSAO

De forma geral, com esse estudo foi observada aplicabilidade e o potencial dos
residuos gerados no processamento de suco de macd como indutores na formacao
de pectinases por A. oryzae em processo submerso, sendo observados resultados
superiores ao cultivo com pectina citrica comercial.

Os resultados mostraram que 0s extratos naturais apresentaram desempenho
superior ao da pectina comercial, com destaque para 0 residuo composto por
sementes/cascas, que alcancou uma atividade enzimatica maxima de 0,52 U/mL em
96 horas, comparado aos 0,38 U/mL obtidos com a pectina comercial no mesmo
periodo e aos 0,46 U/mL obtidos com o extrato aquoso de bagaco de maca em 120
horas.

Apesar dos resultados superiores em termos de produgéo de pectinases em
cultivo no qual foi usado extrato aquoso de sementes/cascas de macas, pode-se
sugerir que tenha sido similar ao obtido com o relativo ao bagaco de magéa, uma vez
que foi realizada uma diluicdo adicional na etapa inicial de extracdo, sugerindo
potencial para otimizacdo em estudos futuros.

Em relacdo a biomassa, os cultivos contendo residuos naturais mostraram
maior concentracdo celular (até 17,2 g/L), reforcando a eficiéncia dos substratos em
promover o crescimento fangico e a inducdo enzimatica.

A utilizacdo desses extratos aquosos em substituicdo a pectina purificada pode
contribuir para a diminuicdo significativa dos custos de producdo de enzimas
pectinoliticas, gerando uma economia circular. Além disso, essa substituicdo promove
uma destinacdo mais eficiente para o0s residuos agroindustriais gerados pelo
processamento de frutas no Brasil, agregando valor a esses subprodutos e
incentivando praticas mais sustentaveis.

Como perspectivas para a continuidade deste trabalho, sugerem-se a
realizacdo da caracterizacao fisico-quimica das matérias-primas, bem como a analise
prévia dos extratos aquosos quanto ao teor de pectina e de outros acucares. Além
disso, recomenda-se a realizacédo de cultivos submersos em biorreator de bancada,
com as condicbes controladas e posterior imobilizacdo dos extratos enzimaticos
brutos, os quais seriam usados na avaliagao da clarificacdo de diferentes sucos de

frutas. Também impostante salientar a necessidade de avaliacdo de diferentes tipos
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de enzimas que possam estar sendo produzidas durante o cultivo além de pectinases.
Por fim, poderia ser incluida a analise econémica para a avaliacao da viabilidade do

processo em escala industrial.
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