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RESUMO

O cultivo de Aspergillus oryzae IPT-301 em meio liquido foi estudado para avaliar a influéncia
do pH e do suprimento de oxigénio sobre o crescimento fungico e a formacao de pectinases. Definiu-
se um meio limitante para o crescimento com as seguintes concentracdes: farelo de trigo em extrato
aquoso, 40g/L; glicose, 5¢/L; sulfato de aménio, 5g/L; pectina citrica (indutor), 20g/L. O indutor foi
estudado quanto ao momento de adicdo ao meio. Com adicdo em 24h de cultivo, a maxima
concentracdo de biomassa foi atingida em cerca de 70h, quase 48h depois do observado no ensaio
controle. A atividade enzimatica maxima (27U/mL) foi semelhante a condicdo de referéncia
(24U/mL), mas a auséncia da pectina no inicio do processo facilitou a mistura e o controle do pH e do
oxigénio dissolvido. No caso, reduziram-se a maxima frequéncia dos agitadores do biorreator (650
para 600rpm) e o periodo de tempo em que este nivel de agitacdo precisou ser mantido para
possibilitar a oxigenacdo do meio (30h para 12h), o que favoreceria a preservacdo do micélio. Valores
constantes e variaveis de pH do meio foram comparados em ensaios com adi¢do de pectina em 24h e
sem controle de oxigénio dissolvido. Verificou-se que o pH constante de 4,0 favoreceu o crescimento,
que atingiu 4,5¢/L, porém a atividade enzimatica foi insignificante (1,4U/mL). Quando o pH
decresceu naturalmente até o minimo de 2,7, foram atingidos concentracdo de biomassa de 4,0g/L e
atividade de pectinases de 24U/mL; na sequéncia, porém, a atividade baixou para 2U/mL,
acompanhando o aumento do pH ap6s 96h de processo. Entretanto, em cultivo em que o pH foi
controlado em 2,7 nas horas finais do processo, a atividade enzimatica foi preservada. Estes
resultados, juntamente com 0s de ensaios enzimaticos, demonstraram que as pectinases de A. oryzae
perdem a estabilidade a medida que o pH aumenta. O ensaio com pH constante em 2,7 foi 0 Gnico em
que a atividade pectinolitica foi superior quando a pectina esteve presente desde o inicio do cultivo.
Possivelmente, a limitacdo do crescimento celular (maximo de 3,5g/L) favoreceu os mecanismos de
transferéncia e mistura, prolongando a viabilidade celular. Cultivos com pH controlado em 4,0 no
periodo de intenso crescimento celular e em 2,7 para a producdo de pectinases (Ensaios T5 e T10)
resultaram em elevadas atividades enzimaticas, especialmente quando a pectina foi adicionada em 24h
(43U/mL). No caso, as mais efetivas condigdes de transferéncia de oxigénio e mistura, aliadas ao pH
adequado ao crescimento, permitiram que a biomassa atingisse 6,3g/L €, ap6s a reducdo do pH a 2,7, a
atividade pectinolitica foi incrementada. Ensaios com oxigénio dissolvido em minimo de 30% da
saturacdo foram conduzidos em duas condi¢des: Ensaio B5 - pH inicial 4,0 e controlado em 2,7 apés
atingir este valor; Ensaio B6 - pH constante em 4,0 até 24h, seguido de reducéo para 2,7 e controle
neste valor. As concentracdes celulares atingidas em B5 (6,0g/L) e em B6 (6,8g/L) foram semelhantes
a de T10, mas suas maximas atividades pectinoliticas — 106 e 120U/mL, respectivamente — foram as
maiores deste estudo. Estes resultados se deveram, provavelmente, a intensificagdo do metabolismo
fangico associado a disponibilidade ilimitada de oxigénio. Apesar de o tempo para atingir 0s picos de
biomassa e atividade enzimatica ter sido aumentado, a produtividade do Ensaio B6 foi 3,7 vezes maior
que a do controle. Os resultados deste trabalho confirmaram que o pH e o suprimento de oxigénio em
cultivos de A. oryzae afetam decisivamente tanto o crescimento quanto a producgéo de pectinases. As
condicBes operacionais definidas possibilitaram a reducdo do crescimento celular — permitindo,
entretanto, a obtengdo de atividades enzimaticas elevadas — e, em decorréncia, um controle eficiente
dos parametros estudados.



ABSTRACT
Evaluation of the production of pectinases by Aspergillus oryzae IPT-301 in submerged process

The cultivation of Aspergillus oryzae IPT-301 in liquid medium was studied to assess the
influence of pH and oxygen supply on the fungal growth and the formation of pectinases. A growth-
limiting medium was defined with the following concentrations: wheat bran in aqueous extract, 40g/L;
glucose, 5¢/L; ammonium sulphate, 5g/L; citric pectin (inducer), 20g/L. The inducer was evaluated
with respect to the time of addition to the medium. With the addition in 24h of cultivation, maximum
biomass concentration was achieved in 70h, almost 48h after reaching the cell growth peak of the
control experiment. The maximum enzyme activity (27U/mL) was similar to that of the reference run
(24U/mL), but the absence of pectin at the beginning of the process favoured mixing and the control of
pH and dissolved oxygen concentration. In this case, the maximum impeller speed in the bioreactor
(650 to 600rpm) and the time period that this level of agitation was maintained to provide the best
possible medium oxygenation were reduced (30 to 12h), a condition that could favour the preservation
of mycelium. Constant and varied medium pH values were evaluated in experiments with the addition
of pectin in 24h and without dissolved oxygen concentration control. It was found that a constant pH
of 4.0 favoured biomass growth, but the enzyme activity was insignificant (1.4U/mL). When the pH
naturally decreased up to a minimum of 2.7, biomass concentration of 4.0g/L and pectinase activity of
24U/mL were attained; in the sequence, however, the activity fell to 2U/mL following the increase of
pH observed after 96h. Nevertheless, in the cultivation in which the pH 2.7 was maintained though the
final hours of process, the enzyme activity was preserved. These results together with those from
enzymatic tests have shown that A. oryzae pectinases loose stability as pH rises. The experiment with
constant pH at 2.7 was the only that results in superior pectinase activity with pectin present in the
medium from the beginning of the cultivation. Possibly, cell growth limitation (maximum of 3.5g/L)
favoured mass transfer and mixing mechanisms and the biomass viability was extended. Cultivations
with the pH controlled at 4.0 when the cell growth was more intense and, afterwards, at 2.7 for
pectinase production (Experiments T5 and T10) result in high enzyme activities, especially when
pectin was added in 24h (43U/mL). In the case, the more effective conditions of oxygen transfer and
mixing, allied to the adequate pH for cell growth, allowed that biomass concentration achieved 6.3g/L
and, after reducing the pH to 2.7, pectinolytic activity as increased. Experiments with dissolved
oxygen concentration at a minimum of 30% of saturation were carried out at two conditions:
Experiment B5 - initial pH 4.0 and controlled at 2.7 after reaching this value; Experiment B6 —
constant pH up to 24h, followed by reduction to 2.7 and control at this value. The cell concentrations
achieved in B5 (6.0g/L) and in B6 (6.8g/L) were similar to that of T10, but their maximum pectinase
activities — 106 and 120U/mL, respectively — were the largest in this study. Such results were probably
due to the raising fungal metabolism which is associated to the unlimited oxygen availability.
Although the time to reach the peaks of biomass and enzyme activity has been increased, the
productivity of Experiment B6 was 3.7 times larger than that of the control run. The results of this
work have confirmed that, in cultivations of A. oryzae, the pH and the oxygen supply decisively affect
both cell growth and pectinase production. The defined operational conditions provided the reduction
of cell growth — allowing, however, the achievement of high enzyme activities — and, consequently, an
efficient control of the studied parameters.



1. INTRODUCAO

O uso de enzimas em processos industriais permite a obtencdo de produtos de maior valor
agregado em sintonia com as demandas de carater tecnolégico, de mercado e de preservacao
ambiental. Com aplica¢des em diferentes setores comerciais, em especial na inddstria de alimentos, as
enzimas pectinoliticas, ou pectinases, sdo utilizadas nas etapas de extracdo, clarificacdo e
despectinizacdo de sucos de frutas e vinhos. Essas enzimas degradam as substancias pécticas que
conferem alta viscosidade a polpas e sucos de frutas, facilitando, assim, as etapas de filtracdo e
concentracdo e aumentando o rendimento global do processo.

O mercado de enzimas para a industria de alimentos e bebidas tem demonstrado constante
crescimento e as pectinases tém papel destacado neste setor que, em 2005, foi o segundo maior
importador de enzimas do Brasil (Bon et al., 2008).

As pectinases podem ser obtidas tanto por cultivo submerso (CSm) como por cultivo em estado
solido (CES), tendo, geralmente, como agentes de producdo, fungos filamentosos do género
Aspergillus. Na literatura, sdo encontrados diversos trabalhos publicados referentes a processos sem
agua livre (CES), focando a maior producéo de enzima. Entretanto, quando levado a maiores escalas
de produgdo, o CES apresenta limitagbes quanto ao controle de pardametros, como suprimento de
oxigénio, temperatura, umidade e pH.

H& mais de uma década, estudos relacionados a producgdo de pectinases por Aspergillus vém
sendo realizados no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, especialmente
quanto a avaliacdo de condicBes de cultivo e potencial de microrganismos selecionados. A partir
destes estudos e do acompanhamento do estado da arte na literatura especializada, fica evidente a
necessidade de acompanhamento e controle de parametros como temperatura, pH e suprimento de
oxigénio para favorecer o crescimento celular e, assim, proporcionar o incremento da produgdo de
pectinases. Além disso, ha claras indicagdes de que os parametros operacionais, especialmente o pH,
influenciam de forma diferente o processo; ou seja, valores ideais das variaveis de processo para a
producdo de pectinases podem ndo favorecer o crescimento flngico, assim como as condicBes para
aumento de biomassa hem sempre promovem a liberagéo das enzimas de interesse.

Na produgdo de pectinases por Aspergillus oryzae em CSm, a alta viscosidade do meio de
cultivo, principalmente em funcdo da presenca de pectina, usada como indutor para a formagéo das
enzimas, e as intensas modificacbes reoldgicas, decorrentes do aumento da biomassa fungica,
prejudicam consideravelmente as condi¢Ges de mistura e a transferéncia de calor e de massa.

Cultivos em biorreatores com agitacdo mecéanica (STR), muito utilizados neste processo em
razdo da sua grande flexibilidade operacional, requerem a aplicacdo de grande poténcia ao eixo do
agitador para suprir oxigénio a populagdo microbiana e para manter o sistema homogéneo. Nesta
condi¢do, as pas das turbinas promovem uma diferenca significativa entre as velocidades de
movimento do meio liquido e da biomassa, podendo provocar efeito de cisalhamento e destruigdo

parcial do micélio fingico. Deste modo, para a avaliacdo de um parametro de processo, como o pH ou



0 suprimento de oxigénio ao cultivo, em biorreatores do tipo STR, é necessario que se busquem
condi¢des de operacdo que resguardem ao maximo a integridade do microrganismo.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo geral contribuir com o conhecimento sobre a
producdo de pectinases por Aspergillus oryzae, em cultivo submerso, observando a influéncia dos
parametros operacionais identificados como o0s mais criticos — pH e suprimento de oxigénio — sobre 0
crescimento flngico e a producgdo das enzimas. Nos estudos, 0s seguintes objetivos especificos foram
enfocados:

. formular um meio de cultivo limitante para o crescimento de A. oryzae IPT-301, a fim de
proporcionar adequadas mistura e transferéncia de oxigénio a fase liquida sob frequéncias de
agitadores mais baixas que as normalmente utilizadas neste processo;

. definir a estratégia de adi¢do do indutor enzimatico — pectina citrica — ao meio de cultivo, de forma a
minimizar o efeito prejudicial da viscosidade provocada por este polissacarideo sobre o controle dos
pardmetro operacionais em teste;

. avaliar a influéncia do pH do meio de cultivo, em valores constantes e variaveis, sobre os resultados
do processo;

. analisar o processo conduzido sob condic@es limitadas e ndo limitadas com respeito a concentracéo

de oxigénio dissolvido no meio de cultivo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Substancias pécticas e pectinases

As pectinases, ou enzimas pectinoliticas, constituem um grupo de enzimas que agem sobre as
substancias pécticas. As substancias pécticas, por sua vez, constituem um grupo heterogéneo de
polissacarideos complexos que se encontram, principalmente, na lamela média e na parede celular de
plantas superiores, na forma de pectato de célcio e de magnésio (Figura 1) (Cheftel et al., 1999,
Jayani et al., 2005).
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Figura 1 - Estrutura da parede celular vegetal (Grupo Virtous, 2008).

As substancias pécticas, representadas na Figura 2, sdo constituidas por uma cadeia principal
composta por unidades de acido galacturdnico ligadas entre si através de ligagdes a-1,4 e contém,
basicamente, dois tipos de estruturas interligadas: as ramnogalacturonanas e as homogalacturonanas
(Cheftel et al., 1999). As primeiras sdo formadas por unidades de acido galacturénico entremeadas de
unidades de ramnose, com cadeias laterais compostas de galactose e arabinose. Por sua vez, as
homogalacturonanas séo formadas por unidades de acido galacturdnico, podendo ser subdivididas em
dois grupos: as pectinas, que se caracterizam por ter, pelo menos, 75% dos seus grupos carboxila
esterificados com radicais metoxila, e 0 &cido poligalacturénico ou péctico, em que as carboxilas das
unidades de acido galacturdnico ndo se encontram esterificadas (Whitaker, 1984).
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Figura 2 — Estrutura priméria de substancias pécticas (Jayani et al., 2005).

Segundo a American Chemical Society, as substancias pécticas sdo classificadas em protopectina,
acido pectinico, pectina e &cido péctico (Serra et al., 1992; Alkorta et al., 1998). A pectina é 0
material polimérico completamente solivel em &gua que pode conter até mil residuos de

monossacarideos por molécula e cuja estrutura pode variar de acordo com a espécie de planta de



origem e 0 processo de extracdo (Waschek et al., 2008). No entanto, a solubilidade diminui com o
aumento da cadeia do polissacarideo péctico, sendo que solugdes aquosas de pectina em
concentracdes da ordem de 1 a 2% (m/v) sdo altamente viscosas. Fatores como massa molecular, grau
de esterificagdo, forca idnica, temperatura e concentracdo influenciam fortemente esta viscosidade
(Fogarty & Kelly,1983).

A acdo das enzimas pectinoliticas acontece através de reacbes de hidrolise e de trans-
eliminacdo, provocando a despolimerizacdo das moléculas, e através de reacfes de desesterificacdo,
hidrolisando a ligacdo éster entre os grupos carboxila e metil das pectinas (Kashyap et al., 2001).

Dependendo do mecanismo de acao, as enzimas pécticas sdo divididas em despolimerizantes e
desmetoxilantes. As enzimas despolimerizantes agem catalisando a quebra das liga¢es a-1,4 da
cadeia principal do polissacarideo péctico, enquanto a desmetoxilante desesterifica a pectina a acido
péctico por remog&o dos residuos metoxila (Pilnik & Rombouts, 1981; Kashyap et al., 2001).

Kashyap et al. (2001), classificam as pectinases despolimerizantes pelos seguintes critérios:

e modo pelo qual a ligacdo é rompida (hidrélise ou trans-eliminag&o);
e posicdo de ataque ao substrato (endopectinase ou exopectinase);
¢ tipo de substrato hidrolisado (4cido péctico ou pectina).

A Figura 3 apresenta 0 modo de a¢do das enzimas pectinoliticas de acordo com a classificagao

proposta por Kashyap et al. (2001).
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Figura 3 - Modo de acao das enzimas pectinoliticas.

As formas de acdo das enzimas incluidas no grupo das pectinases sao resumidas a seguir.

e Poligalacturonases (PG) - Catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas a-1,4 de residuos ndo
esterificados de &cido galacturbnico, tendo como substratos preferenciais acidos pécticos ou
acidos poligalacturénicos com baixo grau de esterificacdo. As endo-poligalacturonases (endo-PG)
quebram ao acaso as ligacOes internas da cadeia de &cido poligalacturdnico e as exo-
poligalacturonases (exo-PG) catalisam a hidrolise das ligagGes terminais da cadeia de pectina.
Para estas enzimas, quanto maior o grau de esterificacdo, menor a velocidade e a proporcéo de
hidrélise, uma vez que sua acdo catalitica é facilitada na presenca de grupos carboxilicos livres.

e Polimetilgalacturonases (PMG) - Hidrolisam a pectina aleatoria ou sucessivamente.

e Polimetilgalacturonato liases (PMGL) ou pectina-liases - Rompem as ligacdes glicosidicas entre



residuos de &cido galacturénico por trans-eliminagéo de hidrogénio.

e Poligalacturonato liases (PGL) ou pectato-liases - Atuam sobre o substrato desmetoxilado.

e Pectinesterase (PE) - Unica representante das pectinases desmetoxilantes, catalisa a
desesterificacdo dos grupos metoxila, transformando pectina em acido péctico, liberando metanol.

As pectinases foram algumas das primeiras enzimas a serem utilizadas comercialmente, porém,
a partir da década de 1960, avangos em estudos sobre a natureza dos tecidos vegetais proporcionaram
0 aumento da eficiéncia destas enzimas em processos industriais, especialmente na inddstria de
alimentos, na maceracédo de polpas durante o processamento de frutas, na extracédo e clarificacio de
sucos e na industria de vinhos (Rombouts & Pilnik,1980; Uenojo & Pastore, 2007).

O tratamento enzimatico da polpa de frutas com preparacdes comerciais & base de pectinases
promove a quebra das cadeias poliméricas de carboidratos, tais como pectinas, hemiceluloses,
celuloses e amidos, reduzindo a viscosidade e a turbidez no processo de extragdo de sucos,
aumentando o rendimento, promovendo a clarificacdo e extracdo de substancias que conferem aroma
e cor. A hidrélise das substancias pécticas da ordem de 5% promove uma reducdo de 50% na
viscosidade (Penha, 2012). Dziezak (1991) e Kurma & Sharma (2013) obtiveram aumento de cerca de
12% no rendimento de extracdo de sucos de mamé&o papaia e cenoura, utilizando enzimas pécticas.
Sandri et al. (2011) avaliaram a utilizacdo de preparagGes pectinoliticas fungicas em processo de
clarificacdo de sucos de mag4, butia, mirtilo e uva. Os autores obtiveram até 40% de aumento no nivel
de clarificagdo e reducdo de até 30% de turbidez nos sucos tratados enzimaticamente. Olivier et al.
(2008) verificaram que a utilizagdo de pectinases durante a maceracdo pode resultar em um vinho de
coloragdo mais intensa e mais estavel, mesmo quando usadas uvas rosadas em vez de tintas.

Além da aplicacdo na industria de alimentos, muitos estudos tém sido realizados sobre as

aplicagdes de enzimas pectinoliticas em diferentes processos industriais, como resumido no Quadro 1.

Quadro 1 - Principais aplicagGes das enzimas pectinoliticas.

Aplicacbes Referéncias
Clarificacdo de sucos e vinhos Reid & Ricard (2000); Hoondal et al. (2002); Gummadi &

Panda (2003); Busto et al. (2006); Olivier et al. (2008);
Sandri et al. (2011); Sandri et al. (2013)

Tratamento e degomagem de fibras | Nair & Panda (1997); Silva et al. (2000); Kashyap et al.
vegetais, processo de cura de café, |(2001); Kapoor et al. (2001); Sharma & Satyanarayana
cacau e tabaco. (2006)

Extracdo de Oleos essenciais e |Coelho et al. (1995); Hoondal et al. (2002); Gummadi &
pigmentos de materiais vegetais. Panda (2003); Hadj-Taieb et al. (2006)

Producdo de téxteis e de papéis Reid & Ricard (2000); Olsson et al. (2003); Kaur et al.
(2004); Jayani et al. (2005); Sharma & Satyanarayana (2006)
Preparacédo de alimentos funcionais | Lang & Ddrnenburg (2000); Uenojo & Pastore (2007)
Tratamento de aguas de lavagem Aitken (1993); Karam & Nicell (1997)




2.1.1 Fatores que influenciam a acéo das pectinases

A atividade catalitica das enzimas, de acordo com Cabral et al. (2003), é influenciada por
fatores como concentracdo enzimatica, concentragdo do substrato, pH e temperatura.

A velocidade da reacdo enzimatica depende da ligacdo entre o sitio catalitico da enzima e o
substrato especifico. Assim, ao aumentar a concentracao de substrato, a velocidade de reacdo tende a
um limite proporcional & quantidade em enzimas do sistema. A partir desse ponto, nenhuma
influéncia tem o substrato sobre a atividade enzimatica (Cabral et al., 2003).

A temperatura é um fator fundamental para a atividade das enzimas. O aumento de temperatura
provoca maior agitacdo das moléculas de enzima e substrato e, portanto, maiores possibilidades de
elas se chocarem para ocorrer a rea¢do. Porém, se for ultrapassada certa temperatura, a agitacdo das
moléculas se torna tdo intensa que as ligagcBes que estabilizam a estrutura espacial da enzima se
rompem e ela é desnaturada. Ueda et al. (1982) verificaram que a temperatura 6tima de acdo das
poligalacturonases é de 60°C. Jayani et al. (2005) identifica a faixa de 30°C a 50°C como 6tima,
destacando que algumas pectinases mantém a estabilidade até 75°C. Mohsen et al. (2009)
determinaram que poligalacturonases séo relativamente instaveis a altas temperaturas e que, em estudo
de termoestabilidade destas enzimas, a perda de atividade é proporcional ao aumento da temperatura,
sendo que a 50°C, h& perda de 82% de atividade ap6s 120 minutos de incubagdo.

A influéncia do pH sobre a atividade enzimatica esta relacionada ao estado de ionizacdo de
residuos de aminoacidos da enzima, que sdo essenciais a catalise. Ueda et al. (1982) verificaram que o
pH 6timo de acdo de quatro enzimas do complexo pectinolitico é diferente, variando de 4,0 a 8,5. Os
autores identificaram, de forma analoga, que cada enzima estudada é estavel em diferentes faixas de
pH e que os processos de producdo devem ser conduzidos de forma a privilegiar a estabilidade da
enzima de interesse, em detrimento das demais.

Uma caracteristica que favorece a aplicacdo de pectinases fungicas na industria de alimentos € o
fato de o pH ideal de acéo de suas enzimas se aproximar do valor de pH de muitos sucos de frutas, ou
seja, na faixa de 3,0 a 5,5 (Ueda et al., 1982). Malvessi & Silveira (2004), Jayani et al. (2005) e
Fontana et al. (2009) verificaram que valores &cidos de pH favorecem a atividade de pectinases, sendo
4,0 o pH 6timo de agdo enzimatica. Sandri et al. (2013) obtiveram maiores valores de atividade de
pectinases de A. niger em pH 4,0 e verificaram que, em maiores valores, ocorre queda gradual da
atividade. J& Gomes et al. (2010), ao caracterizarem poligalacturonases utilizando planejamento
fatorial, identificaram a maior atividade em pH 5,5.

Com relacdo a estabilidade de pectinases frente ao pH, Gummadi et al. (2007) relataram que
poligalacturonases fungicas, em geral, permanecem estaveis na faixa de pH de 3,0 a 5,0. Para 0 caso
das pectinases produzidas por A. niger, a espécie usada na maioria dos trabalhos, h4 consenso entre
diferentes autores: Gomes et al. (2010) verificaram que as enzimas sdo estaveis por mais tempo em pH
5,0; Souza et al. (2010) definiram que, entre os valores de pH de 3,0 a 8,0, apenas na faixa de 3,5a 5,5

0 complexo enzimatico se mostrou estavel; Mohsen et al. (2009) mostraram que a estabilidade



enzimatica é preservada numa faixa de pH de 3,0 a 6,0, com reducdes de atividade da ordem de 54%

em pH 7,0 e de 83% em pH 8,0, apds 3,5h de incubacdo nestes valores de pH.

2.2 Microrganismos produtores de pectinases

As pectinases podem ser produzidas por muitas espécies de fungos filamentosos, algumas
leveduras e bactérias. Para a selecdo de microrganismos pectinoliticos, as fontes normalmente
utilizadas sdo vegetais deteriorados e residuos agricolas. Microrganismos como Bacillus, Erwinia,
Kluyveromyces, Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Pseudomonas, Penicillium e Fusarium sdo
conhecidos como produtores de pectinases (Kashyap et al., 2001).

As preparagBes enziméticas comerciais sdo geralmente produzidas com fungos filamentosos,
especialmente A. niger, uma vez que este fungo possui a classificacdo GRAS (“generally recoganized
as safe””) da “Food and Drugs Administration” (FDA), 6rgao do governo dos EUA responsavel pelo
controle de alimentos e medicamentos, cujas normas sdo internacionalmente aceitas. No Brasil, A.
niger e outros fungos do género Aspergillus — como A. awamori, A. foetidus e A. oryzae — além de
Penicillium simplicissium, Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei, estdo relacionados na Resolugdo
RDC 26/2009 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) como microrganismos

passiveis de serem utilizados na indistria de alimentos para producédo de pectinases.

2.3 Processos de producéo de pectinases

A producdo de enzimas microbianas pode ser realizada em dois tipos de processos, classificados
de acordo com a quantidade de agua envolvida:

e processo submerso, com presenca de agua livre;

e processo em estado sélido, caracterizado como um cultivo onde o microrganismo se desenvolve
sobre uma superficie sélida sem a presenca de agua livre, porém com umidade na faixa de 15 a
70% (Solis-Pereira et al., 1996).

Os dois tipos de processo, devido as suas caracteristicas particulares, apresentam vantagens e

desvantagens, como é exemplificado a seguir, a partir do trabalho de Cannel & Moo-Young (1980):

e devido a auséncia de agua livre, os sistemas em estado s6lido operam com menores volumes, ndo
exigindo a remocdo de grandes quantidades de 4gua para a concentracdo do produto;

e 0 baixo grau de umidade nos sistemas em estado sdlido torna 0 ambiente inapropriado para muitos
microrganismos potencialmente contaminantes;

e nos sistemas submersos, a remog¢do do calor decorrente do processo é facilitada, assim como o
controle de pardmetros de processo — pH e suprimento de oxigénio;

e ahomogeneizacdo da temperatura do meio é mais simples em sistemas submersos;

e 0 conhecimento da engenharia de processo dos sistemas submersos é incomparavelmente maior
que o dos sistemas em estado solido.



O cultivo em estado solido apresenta algumas limitagbes que devem ser levadas em
consideracdo nas operagdes em grande escala, destacando-se a grande dificuldade de remocéo do calor
gerado pelo metabolismo do microrganismo. Ao contrario, nos cultivos submersos, o volume de agua
presente no meio facilita o controle da temperatura. Outro fator a ser considerado é que a
heterogeneidade da mistura no cultivo em estado solido dificulta o controle dos pardmetros de
processo, como, por exemplo, 0 crescimento microbiano (Lonsane et al., 1991).

2.3.1 Processo submerso de obtengdo de pectinases

Na produgdo de pectinases em processo submerso por fungos filamentosos, fatores como a
composicdo do meio de cultivo, a temperatura, o pH, o suprimento de oxigénio e o cisalhamento
provocado pela agitagdo, entre outros, exercem forte influéncia sobre os resultados do processo. Os
estudos existentes na literatura descrevem o comportamento da maioria destes fatores; entretanto, sdo
especificos para determinadas linhagens microbianas, em geral pertencentes ao género Aspergillus.

Aguilar & Huitron (1986) estudaram a produgdo de pectinases em regime descontinuo
alimentado em processo submerso e verificaram que a repressdo catabdlica dos produtos de
degradacdo da pectina sobre a sintese de pectinases por Aspergillus é diminuida. Entretanto, dada a
diversidade de produtos formados pela acdo do complexo pectinolitico sobre o substrato, ndo foi
possivel identificar quais as substancias diretamente envolvidas no processo de repressao.

A escolha do tipo de biorreator é definida de acordo com o microrganismo de interesse e 0
produto desejado. O modelo mais utilizado, responsével por cerca de 90% das aplicagdes, € o reator
com agitacdo mecénica (STR) (Figura 4), por apresentar alta flexibilidade de utilizacdo, promover
homogeneizagdo eficaz dos nutrientes, possibilitar eficientes transferéncias de calor e de massa para

garantir a manutencdo da temperatura e o suprimento de oxigénio (Schmidell et al., 2001).
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Figura 4 — Desenho esquematico de um biorreator com agitagdo mecénica (Madigan, 2010).



O biorreator STR consiste em um tanque cilindrico, normalmente equipado com chicanas, cuja
funcdo € evitar a formagdo de vortice durante a agitacdo do liquido. O eixo central do fermentador é
equipado com uma ou mais turbinas, que podem ser de diferentes tipos, sendo a de pas planas a mais
amplamente utilizada. Os STR possuem também sistema de aeragdo, normalmente instalado na parte
inferior da cuba, préximo aos impelidores (Schmidel et al., 2001). No entanto, a frequéncia de
agitadores necessaria para promover a transferéncia de massa pode, muitas vezes, provocar dano ao
microrganismo, principalmente quando se trata de um fungo filamentoso, devido a zonas de alto

cisalhamento causadas pelas pas dos impelidores (Chisti & Jauregui-Haza, 2002).

2.4 Fatores que influenciam a producéo de pectinases em processo submerso

Os parametros de operacdo que exercem influéncia direta sobre os resultados do processo de
producdo de pectinases sdo: temperatura, pH e concentragdo de oxigénio dissolvido. A composic¢ao do
meio de cultivo, que engloba as fontes de nitrogénio e fosfatos, concentragdo de nutrientes e fontes de
carbono e indutor, também pode afetar o processo de obtencdo de pectinases. As condigcdes de
agitacdo e mistura do cultivo definem a eficiéncia das transferéncias de calor e de massa, a fim de

garantir o suprimento adequado de nutrientes e oxigénio e a homegeneidade do sistema.

2.4.1 Meio de cultivo

A composicdo do meio de producdo € parametro de fundamental importancia para o
crescimento celular e para a produgdo de enzimas microbianas, uma vez que este pode conter
substancias que afetam os fendmenos de inducdo, repressdo catabolica, inibi¢do de producéo e, em
caso de enzimas extracelulares, os mecanismos de liberacao de proteinas (Galiotou et al., 1997).

Segundo Rombouts & Pilnik (1980), os meios de cultivo elaborados com concentragdes
balanceadas de pectina com agUcares, como glicose e lactose, levam a melhores resultados na
producdo de enzimas pécticas em processos submersos. Além disso, a presenca de pectina tem efeito
indutor e favorece a excrecdo da enzima. No entanto, por razdes econémicas, a pectina é usualmente
substituida por residuos agroindustriais com alto teor de pectina.

Maldonado & Strasser de Saad (1998) avaliaram o efeito da adicdo de pectina (15g/L) e glicose
(5, 10 e 20g/L) em cultivo submerso. Os autores observaram que as atividades de pectinesterase e
poligalacturonase aumentaram quando a pectina foi utilizada como Unica fonte de carbono. Em
presenca de glicose, houve reducdo da producdo da enzima e aumento da concentracdo de biomassa.

Teixeira et al. (2000) estudaram a relacdo entre diferentes fontes de carbono e a producéo de
pectinesterases, endo e exo-poligalacturonases de Aspergillus japonicus em meio liquido. Segundo o
estudo, o tipo e a concentracdo dos componentes utilizados, glicose, sacarose e glicerol, além de
pectina, afetam diretamente a atividade enzimética e, quando adicionados ao meio de cultivo em altas

quantidades, tém efeito de repressdo sobre todas as enzimas analisadas.
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O efeito da concentracédo de glicose sobre o crescimento de A. oryzae foi estudado por Fontana
& Silveira (2012a), que avaliaram que a concentracdo celular é proporcional ao aumento desta fonte
de carbono no meio de cultivo. No entanto, na concentragdo de 50g/L, a mais alta avaliada, ocorre
leve reducdo na biomassa, sugerindo inibi¢do do crescimento celular.

Fawole & Odunfa (2003), ao estudarem as fontes de carbono e nitrogénio do meio para a
producdo de enzimas pécticas por A. niger, observaram que altas quantidades de glicose causam
efeito de inibicdo sobre a producdo de endo e exo-PG, porém néo afetam a concentracdo celular. No
mesmo trabalho, os autores avaliaram o efeito de oito diferentes fontes de nitrogénio sobre a atividade
enzimatica e identificaram sulfato e nitrato de aménio como fontes ideais, observando que glicina e
triptofano ndo suportaram a producédo de enzimas pectinoliticas.

Solis-Pereira et al. (1993) descreveram o uso de sulfato de aménio como fonte de nitrogénio na
composicdo do meio de cultivo de A. niger, que apresentou melhores resultados de crescimento
celular. Entretanto, Galiotou-Panayotou et al. (1997), com a mesma espécie de fungo, observaram
maiores atividades enziméticas com fosfato de amonio.

O emprego de farelo de trigo em cultivos submersos para a produgdo de poligalacturonases tem
sido relatado por seu efeito positivo, destacando-se os trabalhos de Maiorano (1990), Kapritchkoff
(1996), Blandino et al. (2001), Malvessi & Silveira (2004) e Fontana & Silveira (2012) em cultivos
de fungos do género Aspergillus. De acordo com Malvessi (2000), meios liquidos formulados sem
farelo de trigo apresentam atividades de poligalacturonases inferiores quando comparados aos meios
formulados com farelo de trigo. Blandino et al. (2001) avaliaram que meios formulados com farelo de
trigo favorecem o crescimento celular de A. awamori e a producéo de endo e exo-poligalacturonases

guando em presenca de pectina.

2.4.2 Temperatura

O efeito da temperatura sobre a producdo de enzimas pectinoliticas vem sendo estudado por
diversos autores que, em sua maioria, avaliaram a faixa de 15°C (Bailey, 1990) a 45°C (Shivakumar
& Krishnanand, 1995). Em processos submersos, no entanto, Maiorano (1990) utilizou a faixa de
25°C a 30°C para cultivos de A. niger e A. oryzae.

Bailey (1990), em estudo sobre a producdo de poligalacturonases por A. niger em cultivo
submerso, observou que a temperatura 6tima para a producéo destas enzimas depende da composicéo
do meio de cultivo, variando de 15°C a 30°C.

Patil & Dayanand (2005) isolaram cepas de A. niger de miolo de girassol para avaliar as
variaveis do processo de producdo de pectinase, identificando a temperatura como o principal
parametro de controle do processo, quanto aos efeitos ocorridos sobre a sintese da enzima. Neste
estudo, a temperatura em que houve a maxima producdo foi 34°C.

Favole & Odunfa (2003) estudaram a producdo de enzimas pécticas a partir de A. niger e
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identificaram comportamentos similares na atividade enzimética e no desenvolvimento micelial de
acordo com a variacdo de temperatura, sendo o valor ideal para ambos de 40°C.

Fang et al. (2007), em cultivo de Aspergillus carneus, concluiram que a melhor temperatura
para o crescimento celular e a produgéo de enzimas foi de 30°C.

O efeito da temperatura sobre o crescimento de fungos da espécie Aspergillus fumigatus em
cultivo submerso foi estudado por Lenartovicz et al. (2002), que determinaram 30°C como valor
Otimo e 42°C como a maxima temperatura na qual ocorre crescimento significativo, sendo gue acima

disso ocorre limitagéo.

2.4.3 pH

A influéncia do pH sobre a producéo e a composicao do complexo pectinolitico sintetizado por
A. oryzae foi estudado por Ueda et al. (1982) através de ensaios de controle do parametro com valores
fixados em 4,0 e 6,0, mantendo o pH em 4,0 por 24 horas de processo e, entdo, aumentando-o para
8,5. Os autores observaram que a composi¢do do complexo enzimatico foi alterada, conforme o pH,
provavelmente devido ao perfil da curva de estabilidade que cada enzima apresenta.

A produgdo de enzimas pécticas por fungos do género Aspergillus ocorre em faixa acida de pH,
como observado nos trabalhos de Fawole & Odunfa (2003) e de Patil & Dayanand (2006), que
obtiveram os melhores valores de atividade pectinolitica e crescimento celular em pH 5,0.

O efeito do pH inicial do processo de fermentacdo submersa sobre a producdo de enzimas
pectinoliticas por Aspergillus flavipes foi avaliado por Martinez-Trujillo et al. (2009). Os autores
utilizaram os valores de pH de 3,5, 4,2 e 5,0, deixando-o livre durante o processo, e reportaram que,
apesar de em pH 3,5 o fungo apresentar valores inferiores de crescimento celular, foi neste pH que as
maiores atividades enzimaticas de endo e exo-pectinases foram registradas. Por outro lado, as maiores
produtividades em enzimas deste estudo foram obtidas em pH 4,2 e 0 maior crescimento celular em
pH 5,0.

Malvessi & Silveira (2004) testaram a influéncia do pH do meio de cultivo sobre a produgéo de
poligalacturonases por A. oryzae em processo submerso, verificando que o crescimento celular foi
favorecido em valores de pH em torno de 4,0 e que a sintese de poligalacturonases foi aumentada em
valores de pH em torno de 3,0. Observou-se acentuado decréscimo de atividade com o aumento do
pH a niveis proximos da neutralidade. Em ensaios em que o pH foi mantido em 2,7 ap6s decrescer
naturalmente a este valor, as atividades de poligalacturonases ndo mostraram a tendéncia
caracteristica de queda ao final do processo.

De acordo com Fontana (2009), também em estudos sobre o cultivo de A. oryzae para produgdo
de poligalacturonases, quando o pH foi controlado para um minimo de 2,7, houve um aumento
siginificativo na producdo de endo e exo-poligalacturonases, enquanto que, abaixo deste valor, 0

metabolismo do microrganismo e a producdo das enzimas foram prejudicados.
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A variacdo do pH também exerce influéncia sobre a morfologia fungica. Esta dependéncia pode
ser explicada pelas caracteristicas eletrostaticas da superficie dos esporos. Em valores baixos, a
superficie dos esporos estd protonada, promovendo uma espécie de repulsdo que os mantém afastados,
evitando a formacédo dos pellets. J& em valores mais elevados de pH, entre 5,0 e 7,0, a aglomeragédo
dos esporos é facilitada, promovendo maior formagéo de pellets (Wainwright et al., 1993).

2.4.4 Agitagéo e mistura

Em biorreatores agitados mecanicamente, a agitagdo influencia a definicdo dos coeficientes de
transferéncia de calor e de massa, evita a precipitagdo de sélidos e facilita sua dissolugdo, aumenta a
capacidade de mistura gas/liquido e permite a manipulacdo da velocidade superficial dos gases
liberados (Gogate et al., 2000).

Processos submersos necessitam de condigdes controladas de agitacéo e aeracdo para garantir a
eficiéncia da fermentacdo com adequado fornecimento de oxigénio e consequente consumo de
energia. Friederich et al. (1994) avaliaram que, durante a fase de crescimento microbiano, quando ha
um alto consumo de oxigénio dissolvido, as condi¢cGes de suprimento de oxigénio devem ser
controladas para manter a viabilidade celular de A. niger.

Os fungos filamentosos, contudo, sdo microrganismos com diferentes morfologias e alguns
apresentam formacao de pellets ou de filamentos livres, tornando-os particularmente exigentes quanto
a transferéncia de oxigénio durante o cultivo. Ju et al. (1991) relacionaram esta transferéncia a
parametros operacionais como a agitacdo, a vazdo volumétrica de ar e as dimensdes geométricas do
biorreator.

Como demonstrado por Bailey & Pessa (1990) e Heydarian et al. (2009), fungos filamentosos,
quando expostos a altas frequéncias de agitadores, sofrem ruptura do micélio devido ao cisalhamento,
gerando reducdo de biomassa e consequente reducdo na producdo enzimatica. Outros relatos deste
efeito sdo apresentados a seguir.

Em estudo com T. reesei em fermentacdo submersa, Ganesh et al. (2000) verificaram que o
aumento da frequéncia dos agitadores é proporcional a diminuicdo na atividade enzimatica de
celulases.

Olsvik & Kirstiansen (1992) avaliaram a reologia de um cultivo de A. niger em biorreator com
agitacdo mecanica, com aeracdo especifica de 1vvm e agitacdo de 300, 360 e 420rpm. A consisténcia
e a concentracdo das células obtidas em amostragem a 420rpm foram acentuadamente diminuidas em
comparagéo com o processo conduzido a 300rpm.

Objetivando estudar os efeitos causados pelo aumento da frequéncia de agitadores empregada
em culturas fangicas sobre a estrutura de pellets e a formacdo de produtos por A. niger, Lin et al.
(2010) mantiveram a poténcia especifica do sistema, alterando as intensidades de agitagdo e aeracao.

Os autores observaram que, quando a intensidade de aeracdo era maior do que a de agitagdo, a



13

velocidade de produgdo de glicoamilase foi 96,4% superior em relacdo a condicdo em que altas
frequéncias de agitadores eram empregadas.

Lai et al. (2005), ao estudarem a influéncia das condi¢fes de cultivo sobre a producdo de
lovastatina por Aspergillus terreus em reator de agitacdo mecanica de 5L, usando 3L de meio e duas
turbinas do tipo Rushton, verificaram que a maxima agitacdo possivel para ndo causar a quebra das
hifas do microrganismo sem regeneracdo foi de 425rpm. Os autores avaliaram ainda que, quando a
velocidade de agitacdo foi superior a 425rpm, houve queda na produtividade celular, ainda que o nivel

de oxigénio dissolvido estivesse em 100%.

2.4.5 Suprimento de oxigénio

Os microrganismos aerobios e os anaerobios facultativos, quando utilizados em processos
biotecnoldgicos, necessitam de uma disponibilidade ilimitada de oxigénio dissolvido no meio para
garantir o adequado crescimento. O consumo de oxigénio dissolvido também influencia a manutencgéo
celular e a producdo de metabolitos. Quando em escassez, afeta diretamente o desempenho do
processo (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009).

O suprimento de oxigénio em cultivos submersos é promovido através da operagdo de
dissolucdo de oxigénio contido na fase gasosa (normalmente ar) para a fase liquida, para que esteja
disponivel para o consumo microbiano. O fato de o oxigénio ser pouco solivel em éagua torna a
extensdo dos processos aerébios e a obtencdo de produtos completamente dependentes da capacidade
de se transferir oxigénio para a fase liquida (Schmidell et al., 2001). Por exemplo, a pressdo ambiente
de latm e a temperatura de 30°C — condicGes frequentes em processos fermentativos aerébios — a
concentracdo de oxigénio dissolvido em &gua destilada, na saturacdo, é de apenas 0,23mmol/L
(7,5mg/L). A dissolucdo de substancias, soltveis ou ndo, no meio de cultivo — fontes de carbono,
nitrogénio, fdésforo, aminoacidos, sais inorganicos, dentre outros — assim como a presenca de
compostos que aumentam a viscosidade, reduzem ainda mais a concentracdo de oxigénio na
saturacao.

A transferéncia de oxigénio e a velocidade em que ela ocorre dependem de fatores como o
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa, a area interfacial especifica das bolhas, a forca
motriz do gas, dos sélidos e a velocidade de recirculacéo do liquido no biorreator (Merchuk & Siegel,
1995). Cultivos microbianos conduzidos em escala de laboratdrio, em frascos sob agitacéo, a aeragdo
e a agitacdo sdo proporcionadas por meio da rotacdo ou da acdo reciproca do sistema. Quando
utilizados biorreatores, em escala de bancada e piloto, o suprimento de oxigénio € usualmente
conduzido por meio de injecdo de ar comprimido e dispositivos mecanicos que proporcionam a
agitacdo do caldo de fermentacdo (Wang, 1979).

Em processos com microrganismos aerébios, é esperado, em principio, que um suprimento ndo

limitado de oxigénio — ou seja, a manutencdo da concentracdo de oxigénio dissolvido sempre acima de
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seu valor critico — seja suficiente para garantir a eficiéncia do processo. Na literatura, entretanto, ha
relatos que sugerem que a questdo requer um cuidado especial, conforme é relatado a seguir.

O efeito da velocidade de transferéncia de oxigénio (OTR) em processos de producdo de
enzimas pectinoliticas por A. niger foi estudado por Zetelaki-Horvath & Vas (1981). Os autores
relatam que o melhor rendimento micelial foi observado a uma OTR de 100mmol/L/h, no entanto, as
atividades de pectina liase e endo-polimetilgalacturonase foram aumentadas com OTR de
60mmol/L/h e, para a endopoligalacturonase, a OTR de 49mmol/L/h foi a melhor condicéo.

Lai et al. (2005), em cultivo de A. terreus para obtencdo de metabdlitos secundarios, estudaram
o efeito de concentracdes constantes de oxigénio dissolvido entre 10 e 40% de saturacdo e observaram
aumento de biomassa em concentracbes de oxigénio dissolvido de 30% e 40%; porém, o alto
cisalhamento causado pela frequéncia de agitadores necessaria para manter o percentual de 40%,
provocou destruicdo dos pellets e redugdo consideravel do titulo de produto obtido em relacdo a
condicéo para que se mantivesse 30% da saturagéo.

Li et al. (2008), avaliando o efeito do enriquecimento de oxigénio em cultivo de A. niger,
verificaram que ndo houve qualquer indicio de inibicdo de crescimento ou consumo de nutrientes pelo
microrganismo mesmo em altos niveis de suprimento de oxigénio. No entanto, nas condi¢Bes de
operacdo que resultaram em concentracdo de oxigénio dissolvido acima de 50% de saturacdo, ndo
houve diferenca significativa em termos de titulos de biomassa.

Em estudo de cinética de crescimento e producédo de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001,
Bettin (2010) avaliou a influéncia da concentracdo de oxigénio (OD) sobre o processo e identificou
que altos valores de OD nédo sdo adequados para a produgdo da enzima, sendo que a limitagdo, mesmo
que temporéria, teve efeito positivo sobre os titulos enzimaticos. Ja o crescimento celular sé foi
afetado quando o cultivo foi mantido com 0% da saturagdo em OD. Os niveis mais elevados de

atividade foram detectados na condicao de 30% de saturacéo, em 96 horas de cultivo.

Os relatos apresentados demonstram que ha forte influéncia da composicéo do meio de cultivo
e dos parametros de processo sobre cultivos fingicos para obtencao de pectinases. E possivel verificar
que o efeito destas variaveis, apesar de largamente estudados, ndo foram totalmente compreendidos,
uma vez que a resposta de cada microrganismo depende das condi¢fes de cultivo e do efeito
combinado destes pardmetros. A compreensdo aprofundada da cinética do processo pode contribuir

para os aumentos de rendimento e produtividade e para a reducdo dos custos operacionais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Aspergillus oryzae IPT-301, cedido pelo Instituto de Pesquisas
Tecnologicas (Sdo Paulo, SP), conhecido por sua capacidade de produzir pectinases quando cultivado
em meio solido (Maiorano, 1991) e em meio liquido (Malvessi & Silveira, 2004; Fontana et al.,
2005).

A conservacdo do microrganismo foi feita em meio solido glicerinado, a 4°C, com repiques

mensais de cultura de estoque. A incubacéo foi realizada em estufa a 30°C por quatro dias.

Figura 5 - Aspergillus oryzae IPT-301: A, cultura em meio sélido ap6s quatro as de incubacéo; B,
aspecto dos esporos obtidos da placa, em microscépio eletrénico de varredura (MEV) com ampliacéo
de 1.000 vezes.

3.2 Meios de cultivo

Para a conservagao e a propagacao dos microrganismos para preparo dos indculos, foi utilizado
0 meio de cultura descrito por Maiorano (1982), com a seguinte composi¢do (g/L): glicose, 25,
glicerina, 25, extrato de levedura, 5, agar-agar, 20.

O meio de producdo de pectinases WBE (wheat bran extract), descrito por Fontana et al.
(2009), serviu como base para a definicdo das formulagdes testadas no presente trabalho (g/L):

Farelo de trigo* (em extrato aquoso?) 80
Pectina citrica® 20
Glicose 22
Extrato de levedura 0,05
(NH4),SO4 50
MgSO, 0,5
KH,PO, 2,5
FeSO, 7H,0 6,3x10"
Znso, 6,2x10™

MnSO, 1,0x10°
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'Vicato Alimentos (Sananduva, RS)

2 Para a obtengdo do extrato aquoso de farelo de trigo, a massa de material a ser empregada na formulagéo
do meio era suspensa em 500mL de &gua e autoclavada a latm por 15min. Apds resfriamento, a mistura era
filtrada para evitar a presenca de s6lidos em suspensdo e o extrato resultante utilizado na preparagéo do meio.

¥ GENU® Pectin tipo USP-B, CPKelco (S&o Paulo)

O ajuste do pH do meio era realizado pela adi¢do de NaOH 2,5mol/L ou HCI 2mol/L e 0 meio

era autoclavado por 20 minutos.

3.3 Preparo de indculos

O preparo de indculos seguiu 0 mesmo procedimento em todos 0s ensaios. Em camara de fluxo
laminar, 4gua destilada esterilizada era adicionada ao tubo ou a placa de Petri com a cultura do
microrganismo. Os esporos eram raspados com ajuda de uma alca esterilizada e a suspensdo resultante
transferida para um frasco Duran. Este frasco era agitado até a homogeneizac¢éo da suspenséo, cuja
concentragdo era determinada por contagem em camara de Neubauer. A inoculacdo era feita, entéo,

com 10°® esporos por litro de meio.

3.4 Condicoes de cultivo

Os cultivos de A. oryzae descritos neste trabalho foram conduzidos em frascos sob agitacéo e
em biorreatores de bancada. Na sequéncia, sdo apresentados detalhes sobre as condi¢fes experimentais

utilizadas nos estudos.

3.4.1 Ensaios em frascos sob agitacéo

Os cultivos de A. oryzae em frascos foram conduzidos em agitador reciproco, construido na
UCS (Figura 6). Foram utilizados frascos Erlenmeyer de 500mL, com gargalo alongado, contendo
100mL de meio, cobertos com uma manta de gaze e algoddo hidréfobo. A frequéncia de agitacdo era
mantida em 300rpm e a temperatura do ambiente em 30°C. Nos ensaios realizados nesta condi¢éo, em

cada amostragem, era utilizado um frasco que néo retornava ao agitador.

Figura 6 - Frascos em agitador reciproco para cultivo submerso de Aspergillus oryzae.
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3.4.2 Ensaios em biorreator de bancada

Os ensaios em biorreator foram conduzidos em dois biorreatores diferentes — B. Braun Biotech
modelo Biostat B (RFA) e Tecnal modelo Tecbio (Brasil) —, cujas caracteristicas sdo descritas na
sequéncia.

O biorreator B. Braun Biotech modelo Biostat B tem uma cuba de vidro com volume atil de 5L,
sendo, neste trabalho, operado em volume de 3,5L. A unidade de controle do equipamento permite a
determinagdo e a manutencdo de pardmetros basicos de processo como o pH, a temperatura e a
concentragdo de oxigénio dissolvido (Figura 7).

Figura 7 - Biorreator de agitagdo mecéanica Biostat B (RFA), B. Braun Biotech.

A cuba do reator possui didmetro interno de 160mm e a agitagdo, no reator, é proporcionada por
trés turbinas do tipo Rushton com 60mm de didmetro, com seis laminas planas cada, separadas a uma
distancia de 25mm. A dispersao do ar é feita a partir de um anel perfurado instalado na extremidade
inferior do eixo central do agitador, a 20mm do fundo da cuba. O reator contém um conjunto com
quatro chicanas equidistantes, com 10mm de largura cada uma.

O controle da temperatura, em 28°C, era feito a partir de um banho circulante conectado a
camisa da cuba do reator.

O eletrodo de pH era calibrado antes da esterilizacdo e o controle deste parametro era feito a
partir de dispositivo automatizado do reator que possuia acoplado duas bombas peristalticas, uma para
base (NaOH 2,5mol/L) e outra para o acido (HCI 2,0mol/L). Este sistema permitia, ainda, registrar o
volume adicionado de cada reagente.

As concentracdes de oxigénio dissolvido eram obtidas na forma de percentagem da saturacdo do
meio com oxigénio, com o auxilio de uma sonda polarografica conectada ao reator. O sistema
permitia, ainda, o controle da concentracéo de oxigénio dissolvido através de alteracbes da vazédo de
entrada de ar e/ou da frequéncia dos agitadores.
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O sistema de amostragem consistia de um tubo de aco inoxidavel, cuja extremidade situava-se
préximo ao fundo da cuba, conectado a uma mangueira de silicone que, ap6s a passagem por uma
bomba peristéltica, retornava ao reator. O mesmo sistema, com reversdo no sentido da bomba
peristéltica, era usado para realizar a inoculagao.

O biorreator de bancada Tecnal modelo Tecbio tem cuba com volume total de 7,5L, tendo sido
operado, nos cultivos deste trabalho, com volume de 4L (Figura 8).

r -
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Figura 8 - Biorreator de agitacdo mecanica Tecbio, Tecnal.

Neste reator, apesar de o didmetro interno da cuba ser o mesmo do reator Biostat B, 160mm, e
as turbinas também serem do tipo Rushton, elas possuiam didmetro de 55mm. Trés turbinas,
equidistantes eram usadas para proporcionar a agitacdo no biorreator. Os sistemas de aeracao, coleta
de amostras e inoculagdo eram 0s mesmos ja descritos para o reator B. Braun Biotech.

O controle da temperatura, em 28°C, era proporcionado por um banho circulante ligado a um
tubo em “U” conectado a tampa do reator, internamente a cuba.

O controle do pH era feito com um controlador Provitec modelo pH 1200 (Brasil), equipado
com duas bombas peristalticas (DM5900), uma para NaOH e outra para HCI nas mesmas
concentragdes informadas para os cultivos no outro reator. A alimentacdo destes reagentes era feita a
partir de uma bureta para permitir monitorar os volumes adicionados.

O biorreator Tecnal ndo permitia o controle automatico da concentragdo de oxigénio dissolvido,

tendo sido operado com vazdo de ar e frequéncia de agitadores constantes.

3.5 Experimentos realizados

Os itens a seguir descrevem e os ensaios realizados neste trabalho e o objetivo de estudo em

cada um. As condicGes experimentais e a forma de conducdo de cada ensaio também séo descritas.

3.5.1 Formulagdo do meio de cultivo

Variagdes no meio WBE foram testadas em ensaios em frascos sob agitacdo. Estes ensaios

tiveram o objetivo de definir uma formulacdo de meio que fosse limitante para o crescimento celular —
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de forma a reduzir-se a demanda de oxigénio pelo cultivo e ter-se uma adequada transferéncia de
oxigénio ao sistema —, mas que permitisse a obtencdo de titulos elevados de pectinases. Nestes testes,
foram avaliadas diferentes concentragdes das fontes de carbono (farelo de trigo, glicose e pectina), de
fonte de nitrogénio inorganico (sulfato de aménio) e de indutor (pectina).

Inicialmente, variaram-se as concentracGes de farelo de trigo, glicose e sulfato de amonio,
mantendo-se 0s teores dos demais componente do meio WBE. As variacGes testadas para estes

componentes sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - VariacGes testadas na composicao do meio WBE (wheat bran extract).

Meio Farelo de trigo Glicose (NH4),SO,
(extrato aquoso) (g/L) (g/L) (g/L)
F20-G0-N3 20 0 3,0
F20-G10-N3 20 10 3,0
F20-G0-N5 20 0 5,0
F20-G10-N5 20 10 5,0
F40-G0-N3 40 0 3,0
F40-G10-N3 40 10 3,0
F40-G0-N5 40 0 5,0
F40-G10-N5 40 10 5,0
F60-G0-N3 60 0 3,0
F60-G10-N3 60 10 3,0
F60-G0-N5 60 0 5,0
F60-G10-N5 60 10 5,0
F80-G0-N3 80 0 3,0
F80-G10-N3 80 10 3,0
F80-G0-N5 80 0 5,0
F80-G10-N5 80 10 5,0

Na sequéncia, 0 meio de cultivo F40-GO-N5, que apresentou resultados mais adequados ao
estudo foi avaliado em biorreator de bancada Biostat B (Ensaios B1, B2 e B3), com diferentes
concentracdes de glicose (0, 5 e 10g/L). De acordo com Fontana & Silveira (2012a), a glicose tem
forte influéncia sobre o perfil de pH do cultivo, que, por sua vez, intefere de forma decisiva sobre a
producdo de pectinases.

Os ensaios conduzidos para avaliacdo de diferentes concentracGes de indutor sobre a producéo
de pectinases foram conduzidos preliminarmente em frascos sob agitacdo. Considerando a alta
viscosidade conferida ao meio de cultivo pela presenca do indutor, especialmente durante a fase de
crescimento celular mais intenso, e objetivando proporcionar o controle mais efetivo das variaveis do

processo e a melhoria na transferéncia de oxigénio, avaliou-se a adi¢do do indutor ao cultivo em
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frascos sob agitacdo, sob diferentes condigfes. Os ensaios conduzidos para avaliagdo do indutor foram
0S seguintes:
¢ F1 - concentragdes de pectina citrica de 0, 5, 10, 15, 20 e 25g/L;
e F2 - adicdo de 20g/L de pectina em 20, 24 e 28 horas de processo;
¢ F3 - concentracBes de pectina entre 5 e 20g/L de pectina adicionadas ap6s 24 horas de cultivo;
e F4 - adicdo de 10g/L de pectina no tempo inicial e 10g/L em 24 horas de cultivo.
Com os resultados obtidos nos ensaios em frascos sob agitacdo, o Ensaio B4 foi conduzido em

biorreator de bancada com adicdo de 20g/L de pectina em 24h de processo.

3.5.2 Avaliacdo do pH sobre o cultivo

Os ensaios para avaliagdo do pH foram conduzidos com a formulacdo denominada F40-G5-N5,
que apresentou os resultados mais adequados para o estudo. O Ensaio F5, para a avaliagdo do pH
inicial dos meios de cultivo, foi conduzido em frascos sob agitacdo. Os valores de pH avaliados foram
2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0. Neste ensaio, o pH ndo foi controlado durante o processo, apenas determinado
nas amostras coletadas.

Os cultivos conduzidos em biorreator Tecnal, modelo Techio, com fluxo de ar de 1,67L/min e
frequéncia de agitadores de 480rpm, com o objetivo de avaliar o efeito do pH sobre o crescimento
celular e a producdo de pectinases foram realizados em duplicata, sob cinco diferentes condicdes,
durante os seguintes ensaios, em presenca de pectina desde o tempo inicial:

e T1 - pH mantido constante em 4,0;
e T2 - pH mantido constante em 2,7;
¢ T3 - pH inicial de 4,0 e, apds queda, controlado em minimo de 2,7;
e T4 - pH inicial 4,0 e, ap6s queda, mantido constante em 2,7 até o final do cultivo;
¢ T5 - pH inicial 4,0 mantido constante até 24 horas, em seguida reduzido para 2,7 pela adi¢do de HCI
e controlado até o final do cultivo.
E, com adicdo de pectina em 24h de processo:
¢ T6 - pH mantido constante em 4,0;
e T7 - pH mantido constante em 2,7;
e T8 - pH inicial de 4,0 e, ap6s queda, controlado em minimo de 2,7;
¢ T9 - pH inicial 4,0 e, ap6s queda, mantido constante em 2,7 até o final do cultivo;
¢ T10 - pH inicial 4,0 mantido constante até 24 horas, em seguida reduzido para 2,7 pela adi¢do de

HCI e controlado até o final do cultivo.

3.5.3 Avaliagéo da estabilidade enzimatica frente ao pH

A estabilidade do complexo pectinolitico produzido frente ao pH foi avaliada a 30°C e a partir

de extrato enzimatico com atividade de pectinases previamente determinada. Foram, entéo, realizadas
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diluicbes em solugédo tampéo de Mc’llvaine, preparadas em valores de pH de 2,0, 3,0, 4,0 5,0, 6,0, 7,0
e 8,0. O valor de pH da solucdo tampdo é atingido pela variacdo das propor¢des, em volume, de
fosfato dissddico 0,2mol/L e &cido citrico 0,1mol/L, utilizadas na preparacdo (Assumpcdo & Morita,
1968).

As amostras diluidas nos tampdes especificados foram mantidas em estufa a 30°C, sendo
retiradas aliquotas apos 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas. Posteriormente, a atividade enzimética de

pectinases foi estimada conforme descrito no item 3.6.6.

3.5.4 Avaliagéo do oxigénio dissolvido sobre o cultivo

A partir da definicdo de um meio de cultivo limitante para o crescimento e de condi¢Bes de
adicdo do indutor que permitiram o controle do parametro oxigénio dissolvido durante o processo,
foram conduzidos ensaios em biorreator de bancada B. Braun Biotech, modelo Biostat B. O biorreator
foi programado de forma a manter-se a concentragdo de oxigénio dissolvido no nivel desejado, em
termos de porcentagem de saturacéo, pela variacdo automatica da frequéncia dos agitadores e/ou do
fluxo de ar.

No caso deste estudo, o objetivo foi permitir a maxima velocidade especifica de respiracao.
Neste sentido, a concentracdo de oxigénio dissolvido deve ser mantida acima da concentragdo critica,
para que o oxigénio ndo se torne limitante. A concentracdo critica de oxigénio, em &gua, para A.
oryzae é de cerca de 0,02mmol/L (Bailey & Ollis, 1986; Schmidell et al., 2001). Considerando que a
concentragdo de oxigénio dissolvido em &gua, em altitude local, é de 0,213mmol/L, e que a presenca
dos nutrientes do meio de cultivo reduz este valor, a concentragdo critica de oxigénio para A. oryzae,
nas condicGes de estudo é de cerca de 10% da saturacdo. Assim, optou-se por manter-se a
concentragdo de oxigénio dissolvido em 30% da saturagdo, admitindo-se que, neste valor, tinha-se a
garantia de disponibilidade suficiente de O, para 0 microrganismo.

Os cultivos conduzidos para avaliar o efeito da disponibilidade ilimitada de O, sobre o
crescimento celular e a producdo de pectinases, foram os seguintes:
¢ B5 — oxigénio dissolvido mantido em 30% da saturacdo apds decrescer até este valor e condi¢des de
pH do Ensaio T4 (pH inicial 4,0 mantido em 2,7 até o final do cultivo, apds queda natural);

e B6 — oxigénio dissolvido mantido em 30% da saturacéo apds decrescer até este valor e condi¢des de

pH do Ensaio T5 (pH mantido em 4,0 até 24 horas, queda forcada para 2,7);

3.6 Métodos analiticos

3.6.1 Coleta e tratamento de amostras

As amostras retiradas durante os ensaios eram dividas em duas aliquotas. Uma parte, cerca de

3mL, era centrifugada a 10.000rpm em centrifuga para tubos Eppendorf, Sigma, modelo 1-13,
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Alemanha, equipada com rotor de 9cm de didmetro, por 10 minutos, e o sobrenadante armazenado sob
refrigeracdo para determinacdo de atividades enziméticas e quantificacdo de agucares redutores. A
segunda parte, cerca de 5mL, era usada para a quantificacdo da concentracdo de biomassa fungica.

3.6.2 Determinacdo da concentracdo celular

A determinagéo da concentracdo celular foi realizada diretamente por gravimetria. Um volume
conhecido de amostra foi submetido & filtracdo a vacuo em papel filtro Whatman n°® 1 previamente
seco em estufa a 80°C por 20 minutos. Durante o procedimento, as amostras foram exaustivamente
lavadas para garantir a eliminagdo de componentes do meio que eventualmente estivessem aderidos a
biomassa. As amostras foram entdo submetidas & secagem em estufa a 80°C, por 24 horas. Apds
resfriamento em desumidificador, a massa de células secas foi estimada por pesagem, descontando-se
a massa inicial do filtro seco. A concentragdo celular foi determinada pela divisdo da massa de células

secas pelo volume da amostra.

3.6.3 Determinacdo de agucares redutores (AR)

Os acUcares redutores foram analisados pelo método do acido 3,5-di-nitrossalicilico (DNS)
(Miller, 1959). O procedimento para execu¢do do ensaio consistia em diluir convenientemente as
amostras em agua destilada, levando-se em consideracdo o tempo de cultivo e, em tubo de ensaio,
adicionar 0,25mL de amostra diluida a 0,75mL de solucdo DNS. Um branco era preparado
substituindo-se o volume de amostra diluida por agua destilada. Os tubos eram, entdo, levados a um
banho a 100°C por 5 minutos, em seguida, resfriados em banho de gelo e 4mL de agua destilada eram
adicionados as preparacfes. A absorbancia das preparacdes era medida em espectrofotdmetro (PG
Instruments, EUA), a 545nm. As concentracfes de acUcares redutores presentes nas amostras eram
determinadas através de curva de calibracdo construida com solugdes de glicose entre 100 e

1000mg/L, submetidas ao mesmo procedimento.

3.6.4 Determinacédo de agucares redutores totais (ART)

A concentracdo de ART foi determinada conforme método descrito por Bitmann (1974), que
prevé a hidrolise acida, adaptado para amostras isentas de sélidos em suspensdo. Inicialmente, as
amostras eram diluidas em agua destilada, levando-se em consideracdo o tempo de cultivo. Em um
tubo de ensaio, adicionava-se 1mL da amostra diluida e 1mL de &cido cloridrico 2,0,mol/L. Um
branco era preparado substituindo-se a amostra por dgua destilada. Os tubos eram colocados em banho
a 100°C por 10 minutos e resfriados em banho de gelo. Em seguida, eram adicionados a cada tubo,
2,5mL de hidroxido de sddio 1mol/L, para corre¢do do pH e 0,5mL de &gua destilada para equalizagdo
do volume.

A quantificacdo de ART era feita a partir das amostras hidrolisadas, pelo método DNS descrito
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no item 3.6.3 e os resultados foram expressos em grama de glicose por litro de meio de cultivo,

levando-se em conta os volumes iniciais de amostra e a diluicéo.

3.6.5 Determinacao da concentracdo de acido galacturénico

A quantificacdo do &cido galacturénico formado foi realizada por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC), em equipamento Shimadzu modelo LC 20 AD (Japéo) utilizando detector de
indice de refracdo, coluna Aminex HPX-87H (300mm x 7,8mm x 9um) e como fase mdvel H,SO,
0,5mmol/L. As amostras eram previamente filtradas (filtro poliamida, 0,2 um), carregadas no volume
do loop de injecdo (20uL) e sua eluicdo ocorria a 0,6mL/min, a 60°C. O cromatograma gerado foi
quantificado através da curva de calibracdo obtida por solucdo de referéncia com concentracdo
maxima de 10g/L.

3.6.6 Determinacédo da atividade de pectinases

A atividade de pectinases foi avaliada pelo método descrito por Maiorano (1990) e modificado
por Malvessi (2000). Este método é baseado na medida da reducdo da viscosidade de uma solucdo
padrdo de pectina 0,63% (m/v) submetida & acdo de enzimas pectinoliticas que rompem as ligacdes
glicosidicas internas da cadeia de acido poligalacturdnico.

Em trabalhos anteriores (Malvessi & Silveira, 2004; Fontana et al., 2009), este método foi
relacionado a quantificagdo da atividade de endo-PG, considerando-se um papel predominante desta
enzima na reducéo da viscosidade da solugéo de pectina. Entretanto, tendo em vista que a hidrdlise do
polissacarideo depende da acdo do conjunto de enzimas do complexo pectinolitico, conforme
apresentado no item 2.2, os resultados da andlise, no presente trabalho, sdo referidos como pectinases
totais.

A solugdo padrdo de pectina foi preparada pela dissolu¢do de 0,63g de pectina em 100mL de
solugdo tampdo acetato - &cido acético 0,05mol/L pH 4,0 e mantida sob agitacéo por uma noite.

O tampdo foi preparado a partir de trés solucdes:

Solucéo A: acido acético (P.A.) 39
agua destilada 100mL

Solucéo B: acetato de sédio (3H,0) 6,839
agua destilada 100mL

Solucéo C: benzoato de sédio 10g
agua destilada 100mL

Foram misturados, entdo, 73,6mL da solugdo A com 26,4mL da solucdo B e 2,5mL da solucéo
C, completando-se o volume para 1000mL com &gua destilada.
A execucdo da técnica analitica inicia com a ambientagdo da solucdo de pectina e da solucdo da

amostra, convenientemente diluida no préprio tamp&o, em um banho termostético ajustado a 30°C por
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10 minutos. A um tubo de ensaio contendo 3,2mL da solugdo enzimética diluida eram adiconados
14,8mL da solugéo de pectina, agitando-se vigorosamente. Esta mistura era, entdo, mantida em banho
termostéatico, a 30°C, por 30 minutos. Decorrido este tempo, a viscosidade da mistura era determinada
em viscosimetro Brookfield modelo LDV-II+, a 60rpm. Para cada amostra, era preparado um branco
da reacdo com solucdo enzimatica inativada em banho a 100°C por 30 minutos, submetida ao mesmo
procedimento da amostra.

Com os valores de viscosidade das preparagdes contendo a amostra ativa e a inativada, era

calculado o percentual de reducdo de viscosidade (A) pela relacdo apresentada na equacgdo (1):

A = viscosidade da amostra inativada — viscosidade da amostra . 100 Q)
viscosidade da amostra inativada

O percentual de reducdo de viscosidade era relacionado com a atividade de pectinases,
utilizando-se curvas padrdo construidas a partir de uma série de diluicbes (entre 1:1 e 1:1000) do
sobrenadante de uma amostra de preparacdo pectinolitica do final do cultivo. Estas amostras diluidas
eram analisadas quanto a reducdo de viscosidade e, com os valores obtidos, eram construidas curvas
relacionando a reducdo de viscosidade (A) com o logaritmo decimal do inverso das diluices
representando uma proporgao da concentragdo de enzimas. Uma unidade (U) de pectinase foi definida
como a quantidade de enzima (abscissa) que causa a reducdo de 50% da viscosidade da solugéo, nas
condigOes padronizadas. Os demais valores de nimero de unidades de pectinases foram calculados
proporcionalmente e uma nova curva, entdo, foi construida, relacionando a redugdo de viscosidade
com o logaritmo decimal do nimero de unidades de pectinases. A partir do ajuste linear desta curva,
foram obtidos os coeficientes utilizados para o célculo das atividades enzimaticas de acordo com a

equacao (2) abaixo.

A-a -
p-1gs . ©)
\

Onde:

P — atividade enzimatica de pectinases (U/mL)
A — reducdo de viscosidade (%)

a — coeficiente linear da curva de calibracéo

b — coeficiente angular da curva de calibracéo
dil — diluicdo da preparacdo enzimatica

v — volume de preparacdo enzimatica utilizado na analise (mL)
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3.6.7 Determinacao da atividade de proteases

A atividade proteolitica foi determinada utilizando-se como substrato azocaseina dissolvida em
tampéo fosfato de s6dio 50mmol/L, pH 7,0. As reacdes ocorreram a 40°C por 40 minutos, sendo
interrompidas pela adi¢do de &cido tricloroacético (TCA) 10% (m/v). Para cada amostra enzimatica
preparou-se um branco, submetido ao mesmo procedimento, misturando, nesta ordem, enzima, TCA e
azocaseina. Apo6s, as amostras foram deixadas em repouso por 15 minutos, para a completa
precipitacdo dos fragmentos maiores de azocaseina e centrifugadas a 10.000rpm por 5 minutos, sendo
adicionado, em seguida, hidroxido de sddio 1mol/L. A absorbancia das solucdes foi medida em
espectrofotdmetro, a 440nm (Sarath et al., 1989).

Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
produzir, em cubeta de 10mm, a variacdo de uma unidade na absorbancia, sob as condi¢des do

método.

3.6.8 Obtencdo de imagens em microscopio eletrdnico de varredura (MEV)

As amostras para anélise em MEV foram obtidas por centrifugagdo da biomassa seguida de
lavagem com agua destilada, repetida por quatro vezes. Uma aliquota de cada amostra de biomassa,
isenta de residuos de componentes do meio de cultivo, foi disposta sobre suporte especifico para
analises microscapicas (stub). Os stubs com as amostras foram acondicionados em estufa, a 60°C por
24h, para a remocdo da umidade. A avaliagdo microscopica foi realizada em equipamento Shimadzu
SSX550, com aumento de 200 vezes, apds deposicdo de ouro por Magnetron Sputtering Plasma
(Wasa et al., 2004).

3.7 Determinagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio em meio isento
de células

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K a) foi determinado utilizando-se
0 método estatico definido por Moo-Young & Blanch (1989), em que um eletrodo de oxigénio
dissolvido é acoplado ao reator para registrar os valores de porcentagem de oxigénio na saturacao.

Inicialmente, com a frequéncia de agitadores mantida no valor em que se desejava medir o Ka,
introduzia-se um fluxo de nitrogénio no reator até que o eletrodo de oxigénio dissolvido acusasse um
valor minimo e constante. O sistema era, entdo, calibrado em 0% de oxigénio. Na sequéncia, ar
comprimido seco era injetado no reator na vazdo em que se desejava medir o K a até que o sistema
registrasse um valor maximo e constante; o medidor era, entéo, calibrado em 100% de oxigénio.

Feita a calibracdo, nitrogénio era novamente introduzido no reator até que 0% de oxigénio fosse
medido. O sistema era aerado e com auxilio de um cronémetro, eram registrados os dados de tempo e
percentual de oxigénio na saturacdo. A partir dos dados obtidos, 0 K.a era calculado a partir da

equacéo (3):
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dC «
E - KLa(C o C) ©)

Onde:

dC - x A .

E — variagdo da concentracdo de oxigénio dissolvido com o tempo
C” — concentragéo de oxigénio dissolvido na saturacdo do meio

C — concentracdo de oxigénio dissolvido hum dado instante de tempo

Integrando a equacdo de C; a C, para 0s tempos de 0 a t, tem-se:

G

1 t
~—dC=|K,ad
C{c-c !Lat

In(C"-C,)-In(C"-C))=-K_a-dt

Sendo C,=0-C e C,=B-C’, onde ae B sio os percentuais da saturacdo para C; e C,,
tem-se:
C -p-C

In = _
C -a-C

=K,a-t

1 1-
Kia=-=-In—= 4
L c N, (4)

3.8 Determinac&o da velocidade especifica de crescimento celular

A partir das concentracGes celulares (X) medidas nas amostras durante o tempo de cultivo (t),
ajustava-se uma curva sigmoide X = f(t), com o auxilio do programa computacional Microcal Origin.
A equacdo que descrevia esta curva ajustada era derivada, obtendo-se dados que descreviam as
velocidades instantaneas de crescimento (dX/dt) em funcdo do tempo. Assim, pela divisdo de dX/dt
pela concentracdo celular no mesmo tempo de cultivo (equacdo 5), foi possivel a determinacdo das

velocidades especificas de crescimento (lx) ao longo dos cultivos.

1 dX
W = (5)

Onde:
Hx — velocidade especifica de crescimento celular (h™)
X — concentracao celular (g/L)

t — tempo de cultivo (h)
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3.9 Determinacao dos fatores de producdo e conversado e da produtividade do processo

O fator de producéo especifica relaciona a formagdo de enzimas com a concentracdo celular no
processo.
P

YP/X = Xﬁ (6)

max

Onde:
Yrix — fator de producéo especifica (U/mg)
Pmax — Maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/mL)

Xmax — Maxima concentracao celular obtida no processo (g/L)

O fator de conversdo de substrato em produto, por sua vez, relaciona a produgdo de enzimas
com o consumo de substrato.
P

Yois = So% (7)

P,max

Onde:

Ypis — fator de conversdo de substrato em enzimas (U/mg)

Pmax — Maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/mL)
So — concentracdo inicial de substrato (g/L)

Sp.max — concentracdo de substrato no instante em que ocorreu Py (9/L)

O fator de conversdo de substrato em célula relaciona a producdo de biomassa com o consumo
de substrato.
X

Y></s = So% (8)

X, max
Onde:

Y s — fator de conversdo de substrato em células (g/g)
So — concentracdo inicial de substrato (g/L)

Sx max — cOncentragdo de substrato no instante em que ocorreu Xmax (g/L)

A produtividade volumétrica representa a concentragdo de produto acumulado por tempo de

processo.

= (9)

P,max

pv:t



Onde:
py — produtividade volumétrica (U/mL/h)
Pmax — atividade enziméatica maxima do processo (U/mL)

tp max — tempo de processo em que ocorreu Py (h)

28
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no presente trabalho.

Inicialmente, o processo submerso de producgdo de pectinases por Aspergillus oryzae IPT-301 ¢é
apresentado com o objetivo de descrever os principais eventos e a cinética caracteristica.

Nos itens seguintes, sdo apresentados e discutidos os resultados de ensaios relacionados aos
seguintes aspectos do processo:

e avaliagdo de diferentes formulages de meios de cultivos — incluindo variacdes das fontes de
carbono, indutor e nitrogénio — com o fim de definir uma composicdo de meio limitante para o
crescimento fungico;

e definicdo do tempo e condigdes de adigdo do indutor, pectina citrica, ao meio de cultivo,
buscando-se minimizar a dificuldade operacional devida ao aumento da viscosidade provocado
por este polissacarideo;

e analise do processo conduzido sob valores constantes ou variaveis de pH;

e estudo do efeito da concentracdo de oxigénio dissolvido sobre o cultivo.

Ao final do capitulo, hd uma discussédo geral sobre os resultados, em que se procurou destacar
0s aspectos principais e 0s pontos criticos do processo estudado.

4.1 Apresentacdo de um processo submerso de obtengdo de pectinases produzidas por

Aspergillus oryzae

Tendo em vista a complexidade do processo submerso de producédo de pectinases por A. oryzae,
optou-se por descrever, inicialmente, um cultivo caracteristico. Neste ensaio, 0 meio utilizado foi o
WABE. Os resultados gerais do cultivo sdo apresentados na Tabela 2 e os perfis de crescimento celular,
consumo de substrato, oxigénio dissolvido, pH e atividade de pectinases sdo mostrados na Figura 9.

Na Figura 10, sdo apresentados o0s aspectos de um cultivo, no momento da inoculagdo (Figura
10A) e ap6s 24h (Figura 10B), no estagio mais critico com respeito a reologia do meio reacional.

Como mostrado na Figura 9, o crescimento microbiano, nestas condicOes, apresenta uma fase
lag de aproximadamente 12h. Apdés este periodo, o intenso metabolismo fungico, evidenciado pelo
aumento linear do teor de biomassa, provoca queda acentuada da concentracdo de oxigénio dissolvido
até 24h de cultivo. A maxima concentracdo de biomassa (14,2g/L) foi obtida em cerca de 30h de
cultivo (Tabela 2).

O aumento visivel da viscosidade do meio de cultivo (Figura 10) também pode contribuir,
juntamente com o0 aumento da biomassa, para a reducdo da concentracdo de oxigénio dissolvido a
valores limitantes para o fungo. Com cerca de 32h de cultivo, observa-se uma forte desacelaragdo do
crescimento celular e a fase estacionéria € atingida em cerca de 36h de processo. Neste periodo, com a
reducdo da demanda de oxigénio pelo cultivo, constata-se 0 aumento gradual da concentracdo de
oxigénio dissolvido.
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Tabela 2 - Resultados gerais de cultivo caracteristico de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada.

Xmax -

Xmax (9/L)
ty max (D)
Seons (Q/L)
Pmax (U/ML)
tp max ()
Yeix (U/mg)
Ys (9/9)
Yeis (U/mg)
pv (U/mL/h)
PHmin

PHfinal

14,2
30
18,8
20
96
1,41
0,75
1,05
0,21
2,7
4,3

méxima concentracdo de biomassa; tx max — tempo em

que ocorreu Xy Scons — cOnsumo total de ART ; P — Maxima
atividade de pectinases; tp max — tempo em que ocorreu Py Yeix
— fator de produgdo especifica; Yy, — fator de conversdo de
substrato em células; Yp,s — fator de conversdo de substrato em
pectinases; py — produtividade volumétrica; pHyi, — minimo
valor de pH do cultivo; pHsin — valor final de pH do cultivo.

Biomassa, AgUcares redutores totais (g/L)

pH

Figura 9 - Variagdo da atividade de pectinases, do pH e das concentra¢Bes de biomassa, aglcares

redutores totais e oxigénio dissolvido em cultivo de Aspergillus oryzae, em biorreator de bancada.
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O consumo de agUcares redutores totais acompanhou o crescimento celular entre 12 e 24h de
processo. Apo6s, a velocidade de consumo diminuiu, chegando a concentragfes constantes apés 36h,
possivelmente resultantes de substancias redutoras ndo metabolizaveis pelo fungo.

O fator de producdo especifica (Yrix), apresentado na Tabela 2, permite verificar que 1,41
unidades de pectinases resultam de cada miligrama de biomassa formada. Este resultado é importante
nas discussdes deste trabalho, uma vez que se buscaram condigdes limitantes para o crescimento
celular, mas que favorecessem a producéo de enzimas, sendo que quanto maior o valor de Ypx mais

pectinases estdo sendo formadas ou menor concentragédo celular estd sendo obtida.

Figura 10 - Aspecto de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada: A, Oh; B, 24h de
processo.

O pH inicial do meio foi de 4,0 e o perfil cinético deste parametro pode ser caracterizado por
duas fases peculiares: queda brusca nas horas iniciais (12-24h) e aumento gradual apés 72h de
processo, além do periodo em que este parametro é controlado automaticamente (24-72h). Segundo
Moore-Landecker (1996), o perfil de queda do pH durante a fase de intenso crescimento celular esta
associado a acumulacao de acidos organicos — especialmente gluconico, piravico, citrico e succinico —
formados durante o ciclo do acido citrico. O autor afirma, ainda, que o didxido de carbono,
subproduto do metabolismo de carboidratos, combinado com a &4gua, em meios liquidos, forma &cido
carbonico que, por sua vez, contribui para a acidificacdo do meio.

Por outro lado, Sternberg & Dorval (1979), em estudo sobre o fungo celulolitico Trichoderma
reesei, sugerem que, quando a fonte de nitrogénio utilizada, seja organica ou inorganica, contém o ion
amonio (NH,"), este é preferencialmente consumido pelo microrganismo, havendo a liberagéo para o

meio de compostos i6nicos, como o SO, , que reagem com agua formando 4acidos. Os autores
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observaram também que, ao final da fase &cida da fermentacdo, o organismo libera a amonia
previamente consumida, por lise celular, provocando aumento do pH do meio.

A fim de testar esta hipdtese, considerando que os fungos filamentosos sdo capazes de
metabolizar nitratos inorganicos (Pereira et al., 2003), um cultivo de A. oryzae foi conduzido
substituindo-se a fonte de nitrogénio do meio WBE, o sulfato de amdnio, por nitrato de potéssio, em
concentragdo que mantivesse a mesma quantidade de nitrogénio disponivel para o microrganismo. Os

valores de pH, ao longo do tempo, para as primeiras horas deste cultivo, sdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11 - Variacdo de pH em cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator, com utilizacdo de

diferentes fontes de nitrogénio inorganico.

Verificou-se que o perfil caracteristico de queda ndo ocorreu e, pelo contrario, um aumento dos
valores de pH, durante a fase de intenso crescimento celular, foi constatado. Dillon et al. (1999)
observaram comportamento similar no cultivo de Penicillium echinulatum para a producdo de
celulases. No estudo, os autores verificaram que, mesmo com altas concentracdes de celulose, ndo
houve queda de pH para valores abaixo de 5,0 em cultivo sem controle deste parametro.

Ainda, de acordo com Moore-Landecker (1996), a utilizacdo de nitratos inorganicos faz com
que o meio se torne alcalino conforme o ion nitrato é removido pelo consumo fingico e, ao passo que
0 uso de sais de amonio provocam a acidificacdo do meio durante o crescimento celular, a liberagdo
de amonia pela desaminacdo de amino4cidos e proteinas pode causar o aumento do pH, quando o
microrganismo se encontra em fase estacionaria. Além disso, a liberacdo de ions hidroxido resultantes
da reacdo de desnitrificagdo, necesséria para 0 metabolismo de nitratos por fungos, também contribui
para a elevacgéo do pH.

O comportamento do pH durante o cultivo tem forte influéncia sobre a produgédo de pectinases
por A. oryzae. Conforme Malvessi & Silveira (2004) e Fontana & Silveira (2009) demonstraram, a

exposi¢do do microrganismo a valores de pH menores que 2,7 desacelera o metabolismo fangico e
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reduz os titulos enzimaticos. No entanto, os autores afirmam que esta queda € necessaria para a
liberacdo das pectinases. De fato, como observado na Figura 9, a atividade enzimética s6 é observada
apos a diminuicdo do pH, em cerca de 30h de cultivo, com forte aumento da velocidade de formacao
de pectinases entre 54h e 72h de processo. Apds este periodo, a velocidade se reduz, até o
encerramento do processo em 96h.

Os processos com perfis cinéticos de crescimento e produgdo ndo associados séo
caracterizados, segundo Gaden (1959), por duas fases distintas, a primeira com alto crescimento
microbiano e pouca ou nenhuma formacéo de produto e, a segunda, em que a formacédo de produto é
maximizada, como é o caso do processo submerso de producao de pectinases por A. oryzae.

Alguns dos ensaios deste trabalho foram realizados em frascos sob agitacdo. Estes cultivos sdo
Uteis para obtengdo de dados comparativos, mas se caracterizam pelas condi¢des dificultadas de
fornecimento de oxigénio ao cultivo e de mistura. De um modo geral, a concentracdo de biomassa
fangica e a atividade de pectinases alcancadas sdo menores que as observadas em cultivos em
biorreator. Com respeito ao pH, nas primeiras horas de cultivo, o perfil de queda caracteristico é
verificado; entretanto, por ndo haver controle automatico do pardmetro, o pH atinge minimos em
torno de 2,0, permanecendo neste patamar. Este comportamento do pH também é um fator limitante
para o crescimento celular de fungos, especialmente em valores extremos, tanto acidos quanto basicos
(Moore-Landecker, 1996). Portanto, nos demais itens, a discussdo dos resultados sempre levara em
conta as caracteristicas de cada processo e explicitara a forma como foram conduzidos.

Para efeito de comparacdo entre os cultivos em frascos sob agitacdo e em biorreator de
bancada, amostras obtidas em 24h de ambos os processos foram submetidas a avaliagdo em
microscopio eletrénico de varredura (MEV), com aumento de 200 vezes (Figura 12).

Figura 12 - Imagens obtidas em microscopio eletronico de varredura de amostras de 24h de cultivo de
Aspergillus oryzae IPT-301: A, frascos sob agitagdo, B, biorreator de bancada.

Pela andlise das imagens, € possivel observar que, em ensaios em biorreator de bancada, o
crescimento celular parece ter ocorrido de forma mais homogénea, com as hifas mais compactadas,
possivelmente, pelas condicBes facilitadas e constantes de mistura e transferéncias de calor e massa,

gue reduzem o diametro dos pellets formados.
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4.2 Formulacdo de meio de cultivo para a producédo de pectinases

A producgdo de pectinases por A. oryzae sofre influéncia direta da composi¢cdo do meio de
cultivo, com seus constituintes podendo provocar efeitos de indugdo, inibicdo ou repressdo da
producdo enzimatica (Blandino et al., 2001).

Os meios de cultivo normalmente empregados em producdo de pectinases devem ser
compostos por carboidratos, fonte de nitrogénio, vitaminas, sais minerais e indutor enzimatico, que
pode ser pectina ou matéria organica rica em pectina (Rombouts & Pilnik, 1980). O meio WBE foi
otimizado por Fontana et al. (2009), usando planejamento fatorial, com o objetivo de alcancar altos
titulos enzimaticos de poligalacturonases de A. oryzae. Os autores observaram que, além da presenca
de extrato de farelo de trigo e glicose no meio de cultivo, as alteracBes reoldgicas provocadas pela
propria biomassa fungica afetaram fortemente a transferéncia de oxigénio.

Neste sentido, o objetivo deste estudo de formulagéo foi a obtencdo de um meio de cultivo
soluvel, limitante para o crescimento celular fungico e que permitisse a producéo de pectinases em
niveis elevados, a fim de que as condigdes de transferéncia e mistura pudessem ser facilitadas,
possibilitando o controle efetivo dos demais pardmetros de processo. Ressalte-se, no caso, que 0
controle da concentracdo de oxigénio dissolvido em biorreatores de agitacdo mecénica é feita
prioritariamente pela variacdo da frequéncia dos agitadores, o que pode ser prejudicial a estrutura do
micélio do fungo, como j& foi mencionado neste trabalho. Assim, condi¢Ges facilitadas de
transferéncia e mistura permitiriam a avaliacdo real do efeito de alteracbes de pH e oxigénio
dissolvido sobre o cultivo, com a menor influéncia possivel da reologia do meio.

Os ensaios para definicdo de meio foram divididos em trés momentos: primeiramente, em
frascos sob agitacdo, avaliaram-se as concentrac@es de farelo de trigo, glicose e sulfato de amonio,
com base no meio WBE (Fontana et al., 2009). A partir da melhor condi¢do definida em frascos,
foram realizados novos ensaios em biorreator, alterando-se a concentracdo de glicose. Por fim, foram

avaliadas diferentes concentragdes de indutor — pectina citrica — em frascos e em biorreator.

4.2.1 Avaliagdo de diferentes concentracgdes de farelo de trigo, glicose e sulfato de aménio

Os ensaios iniciais para avaliacdo das concentracdes de farelo de trigo — na preparacdo do
extrato aquoso —, glicose e sulfato de amoénio foram realizados em frascos sob agitacdo, por 96h. Na
Tabela 3 sdo apresentados os resultados gerais destes ensaios.

Verificou-se que a maxima concentracdo celular atingiu niveis proximos, em torno da faixa de
8,0 a 9,0g/L, para quase todas as formulacGes testadas, mesmo naguelas em que 0s nutrientes em
estudo se encontravam em menores concentracdes. Entretanto, com o meio F80-G10-N5, que entre 0s
testados era 0 que mais se aproximava da composicdo original do WBE, 0 X« alcancado foi o mais
baixo. Possivelmente, as condicBes dificultadas de transferéncia de oxigénio para 0 microrganismo,
inerentes a cultivos em frascos sob agitacdo, tenham tornado o oxigénio o nutriente limitante para o
crescimento celular e, no caso do meio F80-G10-N5, esta situag&o tenha sido mais pronunciada, uma
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vez que a concentracdo de agucar redutor total, ao final do cultivo, foi maior em relagdo as demais
formulagbes testadas. O pH é outro pardmetro que pode ter dificultado o crescimento celular, ja que,
em todas as formulagdes, especialmente naquelas em presenca de glicose, os valores finais ficaram
abaixo de 2,7 e, conforme ja relatado por Moore-Landecker (1996), o pH pode ser um fator limitante
para o crescimento celular de fungos, especialmente em valores extremos.

Tabela 3 - Resultados gerais do cultivo de Aspergillus oryzae em frascos sob agitacdo a 300rpm, 28°C
e 96h, para avaliagéo das concentracOes de farelo de trigo (F), glicose (G) e sulfato de aménio (N).

Meio Xiax Prax PHfinal Yeix Stinal
(g/L) (U/mL) (U/mg) (g/L)

F20-G0-N3 7,70 5,00 2,42 0,65 1,90
F20-G10-N3 7,90 3,20 2,16 0,40 1,55
F20-G0-N5 9,20 6,20 2,49 0,67 2,45
F20-G10-N5 8,50 4,20 2,20 0,50 1,75
F40-G0-N3 8,90 6,50 2,43 0,73 1,80
F40-G10-N3 8,10 4,70 2,23 0,58 2,30
F40-G0-N5 8,00 12,60 2,53 1,57 1,40
F40-G10-N5 8,50 3,90 2,36 0,46 2,45
F60-G0-N3 8,50 12,90 2,49 1,52 0,90
F60-G10-N3 7,90 6,70 2,26 0,85 2,35
F60-G0-N5 8,40 12,90 2,59 1,54 0,80
F60-G10-N5 8,00 6,20 2,36 0,78 2,35
F80-G0-N3 9,00 13,50 2,49 1,50 0,91
F80-G10-N3 9,10 6,30 2,36 0,69 2,05
F80-G0-N5 8,10 12,30 2,61 1,53 0,75
F80-G10-N5 6,70 5,50 2,21 0,82 3,80

Xmax — MAaxima concentragdo de biomassa; P, — maxima atividade de pectinases; pHsny— pH ao final do
cultivo; Ypx — fator de producdo especifica; Ssina — ART no tempo final de cultivo.

Quanto a producdo de pectinases, observou-se que a presenca de glicose no meio de cultivo néo
favoreceu a producdo especifica (Ypx) destas enzimas. Maldonado & Strasser de Saad (1998)
relataram efeito positivo na producdo de pectinases quando a pectina é utilizada como Unica fonte de
carbono; no entanto, resultados superiores em Yp;x foram obtidos com meios contendo extrato de
farelo de trigo entre 40 e 80g/L, corroborando os resultados de Malvessi & Silveira (2004), em que
alta atividade de pectinases foi obtida na presenca de farelo de trigo no meio de cultivo.

Assim, apesar das limitagcBes discutidas com respeito as condi¢cBes de cultivo, em Vérias
formulacGes testadas, foram obtidos valores de fator de producdo especifica (Ypx) em torno de
1,5U/mg. Dentre estas formulacdes, optou-se pelo meio F40-G0-N5, para o estudo seguinte deste
trabalho, por conter a menor quantidade de farelo de trigo na preparacdo do extrato.
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4.2.2 Avaliacao do efeito da concentracgdo de glicose

Apesar de ter-se verificado o efeito negativo da glicose sobre a producdo de pectinases em
ensaios em agitador (Tabela 3), Fontana & Silveira (2012) relataram que, em biorreator, a presenca de
glicose favorece o crescimento celular e, em concentracBGes de até 10g/L, leva a obtengdo de altos
titulos de pectinases. Neste sentido, foram conduzidos trés ensaios em biorreator, B1, B2 e B3, com o
objetivo de verificar a influéncia da glicose sobre o processo, com 0 meio de cultivo F40-G0-N5 em
sua formulacdo original (sem glicose) e contendo 5g/L (F40-G5-N5) ou 10g/L (F40-G10-N5) do
substrato. Os resultados gerais destes cultivos séo apresentados na Tabela 4 e os perfis ilustrados na
Figura 13.

Tabela 4 - Resultados gerais de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada com

diferentes concentracdes de glicose.

Bl B2 B3
Xmax (@/L) 6,0 6,8 7,1
tx max () 72 48 43
Scons (9/L) 2,7 10,5 15,3
Pmax (U/mL) 13,5 20,0 12,0
tp.max () 96 96 72
Yex (U/mL) 2,25 2,90 1,70
Y s (9/9) 2,22 0,65 0,46
Ypss (UImg) 5,00 1,85 0,80
pv (U/mL/h) 0,14 0,20 0,17
PH min 2,7 2,7 27
PHfinal 4,3 4.4 2,9

Xmax — Maxima concentracfo de biomassa; ty max — tempo em que ocorreu Xpmax;
Scons — cOnsumo total de ART ; P, — maxima atividade de pectinases; tpmax —
tempo em que ocorreu P...; Ypx — fator de producdo especifica; Yy,s — fator de
conversdo de substrato em células; Yp;s — fator de conversdo de substrato em
pectinases; py — produtividade volumétrica; pHi, — minimo valor de pH do
cultivo; pHying — valor final de pH do cultivo. B1 — F40-G0-N5; B2 — F40-G5-N5;
B3 — F40-G10-N5.

Em biorreator de bancada, em que a mistura e as transferéncias de calor e de massa sdo mais
eficientes do que em frascos sob agitacdo, verificou-se que o crescimento de A. oryzae IPT-301 foi
favorecido pela presenca de glicose no meio. Em B2 (5g/L de glicose), obteve-se atividade enzimatica
(20,0U/mL) cerca de 50% maior que nas demais condi¢fes, em 96 horas de processo (Tabela 4).

O maior fator de producéo especifica foi obtido em B2 (Tabela 4), confirmando que, também
para estes meios, a producdo de enzimas ndo tem relacdo com a concentracgdo celular, ja que o titulo
de biomassa, neste caso, foi menor que aquele obtido em B3. Ja os maiores fatores de conversédo de
substrato em biomassa e em enzimas foram obtidos no Ensaio B1 (sem presenca de glicose),

justamente por conter menor concentragédo de agucar.
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Além disso, o perfil de pH de cada condicao, apos a fase de controle em minimo de 2,7, foi
diferente, mostrando que a presenca de glicose tem influéncia sobre este parametro. Constatou-se que
quanto maior a quantidade de glicose inicialmente adicionada ao meio de cultivo, mais tempo o pH se
mantém em seu minimo, sendo que, em presenca de 10g/L do substrato (B3), o pH méximo, medido
ao final do cultivo, foi 2,9, enquanto nas demais condigdes ficou acima de 4,0. Este comportamento
corrobora os resultados de Fontana & Silveira (2012) em estudo sobre a producdo de endo e exo-
poligalacturonases por A. oryzae. Os autores relataram que menores valores de pH minimo e final

foram obtidos com maiores quantidades de glicose adicionadas ao meio WBE.
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Figura 13 - Variacdo das concentracfes de biomassa e acUcares redutores totais, da atividade de
pectinases e do pH em cultivo de Aspergillus oryzae, em biorreator, com diferentes concentracdes de
glicose: (m) B1, 0g/L; (o) B2, 5¢/L; (A) B3, 10g/L.

Assim, a glicose, em baixas concentragOes, leva a um perfil de variacdo de pH favoravel a
formac&o das enzimas. A influéncia deste pard@metro sobre a producdo de pectinases e o crescimento
de A. oryzae é discutida, em detalhes, adiante neste trabalho.

A partir dos ensaios em biorreator, 0 emprego de uma concentracdo inicial de 5g/L de glicose

ficou definido para a sequéncia dos estudos, nomeando-se 0 meio formulado como F40-G5-N5.
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4.2.3 Avaliagdo da concentracao do indutor — pectina citrica

A partir do meio F40-G5-N5, passou-se a avaliacdo do indutor, pectina citrica. Conforme ja
descrito no capitulo Revisdo Bibligrafica, a pectina € um composto utilizado na industria de
alimentos, por sua propridade de formar gel, na fabricacdo de geleias. Esta propriedade acaba
aumentando consideravelmente a viscosidade do meio de cultivo e dificultando as transferéncias de
calor e de massa e a promocao da homogeneidade da mistura.

Fontana & Silveira (2012) estudaram o efeito da concentracdo de indutor sobre o cultivo de A.
oryzae utilizando o meio WBE. No entanto, a pectina, por ser extraida de frutas e vegetais, possui
caracteristicas Unicas e inerentes a cada lote produzido, com propriedades como o grau de
esterificacdo e a granulometria, podendo afetar a reologia do meio de cultivo de maneira diferente.
Assim, a avaliagdo da concentragdo do indutor deve ser retomada a cada novo lote a ser utilizado.

Portanto, objetivando avaliar a melhor condicdo de trabalho, com relagdo & viscosidade do
meio de cultivo e a atividade de pectinases, o Ensaio F1 foi conduzido com diferentes concentragdes
de pectina, entre 0 e 25g/L. Os resultados deste ensaio sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados gerais do cultivo de Aspergillus oryzae em frascos sob agitagdo a 300rpm, 28°C
e 96h, com diferentes concentrag@es de pectina.

Pectina u Xinax Prnax Yeix
(g/L) (cP) (g/L) (U/mL) (U/mg)
0 1,34 3,5 3,3 0,94
5 2,12 45 3,5 0,78
10 3,62 5,4 6,1 1,13
15 5,78 7,1 6,8 0,96
20 9,02 7,2 12,1 1,69
25 11,70 7,6 12,4 1,64
B — viscosidade determinada em meios isentos de células.;

Xmax — Maxima concentracdo de biomassa; P, — maxima atividade de
pectinases; Yp/x — fator de producéo especifica

O crescimento celular foi favorecido nos cultivos com as maiores concentracdes de pectina
testadas — 15 a 25¢/L —, demonstrando que este composto € utilizado como fonte de carbono pelo
microrganismo, mesmo em presenga de outras fontes.

O cultivo sem a presenca de indutor revelou atividade enzimatica de pectinases. Este resultado
confirma que, conforme ja relatado por Martinéz-Trujillo et al. (2009), em cultivo de Aspergillus
flavipes e por Kawano et al. (1999), utilizando Penicillium frequentans, parte das enzimas do
complexo pectinolitico formado é de ordem constitutiva. Os autores verificaram que exo-pectinases e
pectina-liases sdo produzidas em niveis basais, apesar de serem estimuladas na presenca do indutor.
Ainda, Blandino et al. (2001) registraram atividade de endo-poligalacturonases em cultivo de A.
awamori na auséncia de substancias pécticas, utilizando farelo de trigo no meio de cultivo, e

atribufram este resultado a caracteristica constitutiva destas enzimas.
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A atividade enzimatica obtida em presenca de 5g/L de pectina foi similar aquela de cultivo sem
indutor, demonstrando que esta concentracao nao é suficiente para induzir a producéo de pectinases.

As concentracbes de pectina estudadas que proporcionaram maiores valores de atividade
enzimética e producdo especifica foram de 20 e 25g/L (Tabela 4). No entanto, considerando a
proximidade entre os resultados destas condicdes, a escolha da concentracdo de indutor a ser utilizada
se deu com base na menor viscosidade do meio do cultivo (20g/L de pectina).

4.3 Avaliagdo do tempo e das condicdes de adi¢éo do indutor

A presenca da pectina em meio de produgdo de pectinases é essencial por seu efeito indutor,
conforme ja discutido anteriormente. No entanto, na tentativa de facilitar o fornecimento de oxigénio
para 0 microrganismo durante a fase de intenso crescimento celular, avaliou-se a possibilidade de
adicionar o indutor ao cultivo apés este periodo. A possibilidade de trabalhar com meio com menor
viscosidade, sem prejuizo para a atividade enzimética, é fundamental para a melhoria das condicoes
de avaliacdo dos parametros operacionais, uma vez que, conforme é possivel verificar na Figura 14,
h& uma relacdo exponencial entre a viscosidade e a concentracdo de pectina presente no meio de
cultivo.

12 = Pontos experimentais
Ajuste exponencial
R"2 = 0.98496

Viscosidade (cP)

T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Pectina (% m/iv)
Figura 14 - Relacdo entre viscosidade e concentragdo de pectina do meio de cultivo F40-G5-N5,

isento de células.

Conforme ja relatado, as maiores velocidades de crescimento de A. oryzae ocorrem entre 12 e
24h de processo. Sendo assim, e considerando que ha outras fontes de carbono disponiveis para o
microrganismo, além da pectina, o Ensaio F2 foi conduzido em frascos sob agitacéo, para avaliar trés
tempos de processo para adigédo do indutor — 18, 24 e 28h —, em comparac¢do com a condicdo controle,
de adicdo de pectina no tempo inicial. A concentracdo de pectina adicionada foi de 20g/L e os
resultados estéo apresentados na Tabela 6.

Os resultados permitem verificar que, quando o indutor foi adicionado em 24 e em 28h de
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processo, tanto o crescimento celular quanto a atividade pectinolitica resultantes foram semelhantes;
no entanto, na condicdo de adicdo de pectina em 18h, houve reducéo de cerca de 40% de atividade
enzimética em relacdo ao cultivo em presenca do indutor desde o tempo inicial. Em 18h de cultivo, o
pH do meio encontrava-se em 3,4 e a concentracdo de biomassa era de 5,3g/L. Apos a adi¢do do
indutor, neste caso, ndo houve mais crescimento celular. A atividade de pectinases pode ter sido
prejudicada tanto pela menor populacdo microbiana quanto pelo alto valor de pH em relagdo as

demais condicdes, desfavoravel a producdo enziméatica no momento da adi¢do do indutor.

Tabela 6 - Resultados de cultivo de Aspergillus oryzae em frascos sob agitacdo com adicdo de

pectina em diferentes tempos.

Tempo de adigdo do indutor (h)
0 18 24 28
Xmax (9/L) 7,2 53 7,0 6,8

PHad 2,2 3,4 2,3 2,2
Pmax (U/mL) 12,1 7,3 12,6 11,8
Yox (Uimg) 1,69 137 180 173

Xmax — Ma&xima concentragcdo de biomassa; pH.qq — Vvalor
do pH no momento da adi¢do do indutor; Py, — maxima
atividade de pectinases; Ypx — fator de producdo
especifica

Em frascos sob agitacdo, a reducdo da viscosidade inicial do cultivo, pela auséncia de pectina,
ndo teve efeito sobre o crescimento celular, possivelmente porque, como ja discutido anteriormente,
as condicOes de transferéncia de oxigénio sdo dificultadas mesmo em meios agquosos e pouco
viscosos, nesta condicdo. Por outro lado, a possibilidade de realizar-se a adi¢do do indutor apés a fase
de intenso crescimento celular, sem perda de atividade enzimética, quando levada a cultivos em
biorreator, facilitaria o controle de oxigénio dissolvido para o microrganismo, reduzindo as altas
frequéncias de agitacao e fluxos de aeragdo normalmente empregados. Fontana & Silveira (2012a), ao
reduzirem a concentragdo de pectina do meio WBE, puderam diminuir as frequéncias de agitadores e
vazdes de ar necessarias para controlar a concentracdo de oxigénio no meio de cultivo de A. oryzae.

Neste sentido, ainda em etapa preliminar ao processo em biorreator, a concentracdo de pectina
foi novamente estudada, agora com sua adicdo em 24h de cultivo (Ensaio F3). Os resultados gerais
deste ensaio estdo apresentados na Tabela 7 e os perfis cinéticos de crescimento celular e atividade de
pectinases, na Figura 15. Nesta condi¢do, com adicéo tardia do indutor, os cultivos foram levados até
191h, a fim de verificar se o pico de atividade poderia ocorrer também, tardiamente.

Apesar de o consumo de substrato ter sido similar em todas as condi¢Oes avaliadas (Tabela 7),
maiores concentracdes de biomassa fungica e atividade de pectinases continuaram sendo obtidos
quando 20g/L de pectina foram adicionados ao cultivo em 24h de processo. Fontana & Silveira

(2012a) observaram, de forma andloga, que as atividades enzimaticas de endo e exo-
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poligalacturonases de A. oryzae aumentam de acordo com a concentragcdo de indutor presente no

meio.

Tabela 7 — Resultados gerais de cultivo de Aspergillus oryzae, em frascos sob agitacdo a 300rpm,
28°C e 191h, com diferentes concentra¢des de pectina adicionada em 24h de processo.

Pectina adicionada em 24h (g/L)

5 10 15 20

Xinax (9/L) 6,0 7.0 8,0 8.2

ty rmax (D) 120 120 120 120
Seons (9/L) 12,6 12,5 12,5 12,5
Prmax (U/ML) 9,5 12,5 13,5 20,0
th.max () 166 166 166 166
Yeux (UImg) 1,58 1,79 1,60 2,43
Ys (9/9) 0,48 0,56 0,64 0,64
Yess (U/mg) 0,75 1,00 1,08 1,60
pv (U/mL/h) 0,06 0,07 0,08 0,12
PHumin 2,02 2,05 1,84 2,06
PHfina 3,02 2,64 2,60 2,74

Xmax — Maxima concentracdo de biomassa; tyx max — tempo em que ocorreu Xpax; Scons —
consumo total de ART; P, — maxima atividade de pectinases; tp max — tempo em que
ocorreu P Ypx — fator de producéo especifica; Yy;s — fator de conversdo de substrato em
células; Yps — fator de conversdo de substrato em pectinases; py — produtividade
volumétrica; pH i, — minimo valor de pH do cultivo; pHgina — valor final de pH do cultivo.

Considerando que o método utilizado neste trabalho para determinacdo da concentracdo de
substrato, neste caso ART, ndo sofre influéncia da pectina do meio, pode-se sugerir que a maior
biomassa obtida com 20g/L de indutor esteja relacionada ao consumo da pectina como fonte de
carbono adicional, uma vez que o consumo de substrato medido foi 0 mesmo em todas as condi¢oes
(Tabela 7).

A observacdo do perfil de atividade enzimatica (Figura 15) indica que o cultivo nestas
condi¢des deve ser conduzido além de 96h, uma vez que o pico de atividade enzimatica ocorreu em
torno de 167h de cultivo, com 20g/L de pectina. Para verificar se este atraso esta associado a
adaptacdo do microrganismo & presenca de pectina, porém mantendo-se a reducdo de viscosidade
inicial do cultivo, foi conduzido o Ensaio F4, ainda em frascos sob agitacdo, em que a pectina teve
sua concentracdo de 20g/L adicionada 50% no tempo inicial e 50% em 24h de processo. Os maximos
valores obtidos neste ensaio, em comparacdo com a adicéo total da pectina em 24h (ensaio controle),
estdo apresentados na Tabela 8.

Os resultados indicam que a presenca de parte da pectina no inicio do cultivo ndo afeta os
tempos dos picos de concentracdo de biomassa e de atividade enzimatica, porém esta condigdo

tornou-se desfavordvel para o cultivo, j& que os maximos valores obtidos foram menores.
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Possivelmente, mesmo uma quantidade reduzida de pectina presente no inicio do cultivo afeta a
transferéncia de oxigénio para o microrganismo durante a fase de intenso crescimento, indicando que

0s resultados obtidos ndo estdo relacionados a adaptacdo do fungo ao meio com indutor.

Biomassa (g/L)

Pectinases (U/mL)
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192
Tempo (h)

Figura 15 - Variagdo da concentragcdo de biomassa e da atividade de pectinases em cultivo de
Aspergillus oryzae, em frascos sob agitacdo, com diferentes concentracdes de pectina adicionada em
24h de processo: (m) 5g/L; (@) 10g/L; (A) 15g/L e (V) 20g/L.

Tabela 8 - Resultados de cultivo de Aspergillus oryzae em ensaio em frascos sob agitacdo com

diferentes condicdes de adi¢do de 20g/L pectina.

Fa F3

(controle)
Xmax (g/L) 5,6 8,2
tx max () 120 120
Pmax (U/mL) 11,0 20,0
tP,max (h) 166 166
Yp/x (U/mg) 1,96 2,43

Xmax — Méxima concentracdo de biomassa; ty max — tempo
para atingir Xmay; Pmax — Maxima atividade de pectinases;
tmax — tempo para atingir Ppax; Ypx — fator de producéo
especifica.

F4 — adicdo de 50% da pectina em Oh e 50% em 24h; F3 -
adicdo de 20g/L de pectina em 24h;.
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Com base nos resultados atingidos nos cultivos em frascos sob agitacdo, a condicdo definida
para avaliacdo em biorreator (Ensaio B4) foi aquela em que toda a pectina foi adicionada ao cultivo as
24h de processo. Na Tabela 9 e na Figura 16, séo apresentados estes resultados, em comparagdo com

0 cultivo em que a pectina, na mesma concentracao, foi adicionada no tempo inicial (ensaio controle).

Tabela 9 - Resultados gerais de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada com adicéo do

indutor em diferentes tempos de processo.

B4 B2
(controle)

Xmax (9/L) 8,1 6,8
tx max () 70 48
Scons (9/L) 11,5 10,7
Pmax (U/mL) 23,0 27,0
tp.max () 110 96
Yex (U/mg) 2,84 3,97
Y s (9/9) 0,70 0,63
Yess (U/mg) 2,00 2,52
pv (U/mL/h) 0,21 0,28
PHmin 2,7 2,7
PHfina 6,9 7,2
K.a (h™) 19,0 8,0
O2,min (%) 20 0
Atog min (D) 3 20

Xmax — maxima concentracéo de biomassa; tx max — tempo em que ocorreu
Xmaxs Scons — consumo total de ART ; P — maxima atividade de
pectinases; tp max — tempo em que ocorreu P,y Ypx — fator de produgéo
especifica; Yys — fator de conversdo de substrato em células; Yp,s — fator
de conversdo de substrato em pectinases; py — produtividade volumétrica;
PHmin — minimo valor de pH do cultivo; pHgn — valor final de pH do
cultivo; Kia — coeficiente de transferéncia de oxigénio medido em meio
isento de células, O,mn — minima concentracdo de oxigénio
observada/mantida no processo, Atoy min — intervalo de tempo em que foi
observado/mantido O min.

B4 — adicdo de pectina em 24h; B2 — adicdo de pectina em Oh.

Como esperado, a concentracdo de biomassa foi favorecida quando o indutor foi adicionado ao
cultivo apos a fase de intenso crescimento celular. O teor de biomassa, neste caso, foi superior e 0
fungo continuou crescendo ap6s a adicdo da pectina, atingindo seu maximo (8,1g/L) em cerca de 70h
de processo, ou seja, quase 24h depois do pico de crescimento do ensaio controle (6,8g/L).

A atividade enzimatica, apesar de ndo ter sido favorecida no Ensaio B4, atingiu valor similar,
porém com pico 24h depois, 0o que levou a reducdo da produtividade volumétrica. Também, a
producdo especifica do Ensaio B4 foi menor, uma vez que a maior concentragdo de biomassa ndo

resultou em maior atividade enzimatica (Tabela 9). Este resultado reforca a constatacdo de que a
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producdo de pectinases ndo ¢ totalmente dependente da concentracéo celular.

Com relacéo ao consumo de substrato, em ambos os cultivos em estudo, um perfil de queda até
30h de cultivo foi verificado. No entanto, neste tempo de processo, no Ensaio B4, o valor de ART foi
cerca de 80% menor, provavelmente em decorréncia da maior disponibilidade de oxigénio para o
microrganismo, que teria levado ao aumento das velocidades de crescimento celular e de consumo de
substrato. O maior consumo, em B4, levou a reducdo do fator de conversdo de substrato em enzimas
(Yrss), porém a alta concentracdo de biomassa obtida proporcionou maior valor de fator de conversao

de substrato em células (Yxs) (Tabela 9).
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Figura 16 - Variacdo das concentracGes de biomassa e ART, da atividade de pectinases e do pH, em
cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada com adicdo do indutor em 24h de processo
(B4). Simbolos abertos referem-se ao Ensaio B4 e simbolos fechados ao B2 (controle): (m, 0)

biomassa; (e, o) ART; (A, A) pectinase; (¥, YpH.

Nas duas condicGes testadas, o perfil de ART apresentou um aumento subito, em
aproximadamente 30h, para o ensaio controle, e em 48h para o Ensaio B4. Verifica-se, no segundo
ensaio, que o aparecimento da atividade enzimatica ocorre em tempo proximo ao pico de ART.
Possivelmente, a escassez de nutrientes mais acessiveis obriga 0 microrganismo a liberar as enzimas

necessarias para hidrolise da pectina em espécies redutoras passiveis de assimilacéo.
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O perfil de atividade enzimatica, nas duas condi¢des estudadas, apresenta queda acentuada logo
apos o pico. Este comportamento pode ser explicado pelo aumento do pH a valores maiores do que
6,0 e, nestas condicoes, a estabilidade do complexo enzimético formado poderia ser afetada (Ueda et
al., 1982; Galiotou-Panayotou et al., 1997; Mohsen et al., 2009). Outra hip6tese seria o favorecimento
da acdo de proteases alcalinas sobre as pectinases formadas, em decorréncia do aumento do pH,
conforme sugerido por Malvessi & Silveira (2004).

As principais vantagens da conducdo de cultivo sem a presenca de pectina sdo a capacidade de
manutencdo da homogeneidade do sistema, a facilidade de transferéncia de calor e de massa e a
possibilidade de controle efetivo de pardmetros de processo. A diferenca entre os cultivos, com e sem

pectina, pode ser visualmente detectada, conforme mostrado na Figura 17.

Figura 17 - Aspecto de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada, em 24h de processo:

A, sem pectina; B, com 20g/L de pectina.

Além do aspecto visual, 0 aumento na transferéncia de oxigénio foi verificado pelos valores de
oxigénio dissolvido medidos ao longo do tempo. Estes valores, apresentados na Figura 18,
permaneceram zerados durante cerca de 20h quando em presenca de pectina desde o inicio. Ja no
Ensaio B4, o valor minimo de porcentagem de saturacdo ficou em torno de 20%, detectado na fase
critica de crescimento celular. Também, foram determinados os valores dos coeficientes de
transferéncia de oxigénio (K.a), em ambos os ensaios, antes da inoculacdo. No ensaio controle, foi
obtido o valor de 7,8h™ e, em B4, 18,9h™, indicando claro aumento na capacidade de transferéncia de
oxigénio da fase gasosa para o meio liquido. Segundo Posser & Tough (1991), em meios com
micelios dispersos, a limitagdo de oxigénio exige o aumento da taxa de agitacdo que, devido as
caracteristicas reologicas, leva ao incremento da viscosidade aparente e consequente redugdo dos
transportes de nutrientes, oxigénio e calor, elevando o custo e prejudicando a eficiéncia da mistura.

Considerando este incremento na taxa de transferéncia de oxigénio, as taxas de agitagdo e aeragdo
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empregadas puderam ser diminuidas (Figura 18). Esta redugdo € importante, especialmente
vislumbrando-se um aumento de escala para este processo, onde altas frequéncias de agitadores
inviabilizam a operacionalidade do sistema. O fato de a taxa de agitacdo néo ser levada aos limites de
operacdo do biorreator indica a possibilidade do controle de oxigénio dissolvido no cultivo.
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Figura 18 - Variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido e da frequéncia de agitadores empregada

em cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada com adigdo de pectina em diferentes
tempos: (m) Oh — B2 (o0) 24h — B4.

4.4 Avaliagéo do pH

O efeito do pH sobre cultivos fungicos para obtencdo de pectinases foi estudado por diversos
autores (Ueda et al., 1982; Galiotou-Panayotou et al., 1997, Bueno et al., 2002; Fawole & Odunfa,
2003; Naidu & Panda, 2003; Malvessi & Silveira, 2004; Patil & Dayanand, 2006; Fontana et al.,
2009; Martinez-Trujillo et al., 2009; Mohsen et al., 2009; Souza et al., 2010; Gomes et al., 2011,
Fontana & Silveira, 2012a). Conforme ja relatado no capitulo Reviséo Bibliogréfica, este parametro
influencia fortemente e de forma diferente o crescimento celular e a produgdo enzimaética.

Neste trabalho, a avaliacdo do pH inicial do meio sobre a producdo de pectinases por A. oryzae
foi realizada, preliminarmente, em frascos sob agitacdo. Na sequencia, foram realizados ensaios em

biorreator, utilizando-se diferente estratégias para o controle do pH durante o cultivo.
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Os ensaios para avaliacdo do pH sobre o cultivo foram realizados preliminarmente em frascos

sob agitacdo, com o objetivo de estudar o efeito do pH inicial. Na tentativa de proporcionar uma

concentracdo adequada de oxigénio para 0 microrganismo durante a fase de crescimento celular, a

pectina foi adicionada ao meio apds 24h de cultivo. O Ensaio F5 foi conduzido com valores iniciais

de pH entre 2,0 e 6,0 e os resultados gerais estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultados de cultivo de Aspergillus oryzae em frascos sob agitacdo a 300rpm e 28°C,

com diferentes condigGes de pH inicial.

pH inicial do cultivo

2,0

Xmax (9/L) 4,1
e (M) 72
Proc (UML) 3,0
o (N) 120
PHmin 1,76
toH,min 72
PHfinal 2,07

Seons (9/L) 10,7
Yeix (U/mQ) 0,72
Y s (9/9) 0,89
Yeis (U/mQ) 0,50

py (U/mL/h) 0,025

3,0
5,6
120
9,4
120
2,34
16
2,39
11,5
1,66
0,88
1,47

0,078

4,0
6,9
96
91
120
2,42
16
2,48
10,6
1,29
1,04
1,37

0,076

50
5,9
48
10,7
120
2,45
16
2,45
10,4
1,81
0,69
1,49

0,089

6,0
5,6
48
7,3
120
2,03
16
2,03
10,7
1,29
0,65
0,83

0,061

Xmax — Maxima concentracdo de biomassa; tx max — tempo em que ocorreu
Xmax; Pmax — Ma&xima atividade de pectinases; tp max — tempo em que ocorreu
Pmaxi Scons — consumo total de ART; Ypx — fator de producéo especifica; Yy
— fator de conversdo de substrato em células; Yp,s — fator de conversdo de
substrato em pectinases; py — produtividade volumétrica.

Verificou-se que A. oryzae, assim como 0s demais fungos do género, sdo capazes de crescer

numa faixa ampla de pH (Moore-Landecker, 1996), corroborando os estudos de Bueno et al. (2005),

gue avaliaram valores de pH inicial numa faixa de 2,5 a 6,5, relatando que os fungos identificados no

estudo como do género Aspergillus cresceram em todas as condigdes.

No entanto, no ensaio com valor inicial de pH 4,0, foi determinada a maior concentracdo em

biomassa, atingindo 6,9g/L em 96h de cultivo, 0 que corrobora as observagdes de Malvessi et al.

(2004), de que o crescimento de A. oryzae é favorecido em pH em torno de 4,0. Akbar et al. (2012),

avaliando o crescimento celular de Aspergillus tamarii e Aspergillus carbonarius e Baracat et al.

(1991), em cultivo de A. fumigatus, relatam que o valor de pH inicial 4,0 favorece o crescimento

destes fungos.
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Na condicdo de pH inicial igual a 3,0, o crescimento celular maximo obtido foi semelhante aos
dos ensaios conduzidos com pH de 5,0 e 6,0; no entanto, em pH inicial 3,0, o pico (5,6g/L) foi
alcancado apenas em 120h de processo. Na condicdo de pH inicial 2,0, apesar de o pico de
crescimento celular ter sido atingido em 72h, o valor méximo de biomassa obtido foi inferior a todas
as outras condicOes testadas.

Com relagdo a variagdo do pH ao longo dos cultivos, em todos os casos, foram medidos
valores inferiores a 3,0 antes de 20h de processo, com excec¢do da condicdo de pH inicial 2,0 em que o
minimo foi alcancado em 72h de processo. A partir deste ponto, ndo foi verificada variacdo expressiva
do pH até o final do ensaio (191h) em nenhuma das condi¢Ges avaliadas, tendo este parametro se
estabilizado em torno dos respectivos valores minimos alcangados. Galiotou-Panayotou et al. (1997),
utilizando fungos do género Aspergillus para a producdo de pectinases, verificaram um
comportamento similar do pH durante o cultivo em frascos sob agitacdo, apresentando queda nas
primeiras horas de cultivo para valores préximos de 2,3, mantendo-se neste valor até
aproximadamente 120h de processo.

Verificou-se que, em todas as condi¢cGes analisadas, o consumo de substrato (Scns) foi
semelhante; no entanto, os valores dos fatores de conversdo de substrato em células (Yxs) e em
pectinases (Yp;s) foram diferentes. Em condi¢do de pH inicial 4,0, obteve-se 0 maior valor de Yygs,
evidenciando que o crescimento celular foi favorecido neste ensaio. JA& os maiores valores de Yps
resultaram dos ensaios com pH inicial 3,0, 4,0 e 5,0. Porém, quando o indutor enzimatico foi
adicionado ao cultivo (em 24h), o pH de todas as condicdes ja era menor do que 3,0. No caso, 0s
resultados se justificam pelas maiores concentracdes de biomassa, no momento da adi¢do de indutor,
nos cultivos com pH inicial 3,0, 4,0 e 5,0 (2,0, 2,5 e 2,3g/L, respectivamente) em comparagdo com 0s
demais, o que teria favorecido a producdo no mesmo tempo de processo.

Observou-se que houve producdo de pectinases em todos os ensaios. Entretanto, com pH
inicial em 2,0, a atividade enzimatica atingida foi inferior a dos demais cultivos, possivelmente pelo
fato de o crescimento celular ter sido prejudicado nesta condicao.

A maior atividade pectinolitica foi obtida no cultivo com pH inicial 5,0 (10,7U/mL);
entretanto, nas demais condigdes, foram alcancadas atividades enzimaticas também expressivas, 0 que
pode ser justificado pelo fato de o pH ter permanecido em valores em torno de 2,5 por um longo
periodo até o final dos cultivos, corroborando os relatos de Malvessi & Silveira (2004) e de Fontana &
Silveira (2012), que identificaram o valor de pH de 2,7 como ideal para producdo de
poligalacturonases. Os cultivos que apresentaram as maiores atividades enzimaticas foram aqueles
com pH inicial de 3,0, 4,0 e 5,0, atingindo valores de P, Superiores a 9,0U/mL. Da mesma forma,
Galiotou-Panayotou et al. (1997) relatam maiores atividades de pectinases, em cultivos com fungos do

género Aspergillus, numa faixa de pH inicial de 3,0 a 5,0.
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4.4.2 Efeito do pH sobre o crescimento de Aspergillus oryzae e a producéo de pectinases
em cultivo em biorreator

O estudo do efeito do pH sobre o cultivo de A. oryzae IPT-301 em biorreator foi conduzido
com base no Ensaio F5, em que 4,0 foi o valor inicial que proporcionou maior obtengédo de biomassa,
assim como, nos estudos de Malvessi & Silveira (2004) e Fontana & Silveira (2009).

Conforme discutido anteriormente, em auséncia de indutor, os parametros de cultivo sdo mais
facilmente controlaveis e o efeito do pH pode ser estudado sem grande influéncia da reologia do meio.
No entanto, como a presenca de pectina € indispensavel para obten¢do de alta atividade enzimatica, os
ensaios para avaliacdo do pH em biorreator foram conduzidos, de forma comparativa, com a pectina
adicionada no inicio (T1 a T5) e em 24h de cultivo (T6 a T10). As seguintes condi¢bes para o pH
foram testadas: T1 e T6, pH mantido constante em 4,0; T2 e T7, pH mantido constante em 2,7; T3 e
T8, pH inicial de 4,0 e, apds gqueda, controlado em minimo de 2,7; T4 e T9, pH inicial 4,0 e, ap6s
gueda, mantido constante em 2,7 até o final do cultivo; T5 e T10, pH inicial 4,0 mantido constante até
24 horas, em seguida reduzido para 2,7 pela adi¢do de HCI e controlado até o final do cultivo.

Ressalte-se que, neste grupo de ensaios, ndo houve o controle do oxigénio dissolvido, uma vez
gue o objetivo foi avaliar unicamente o efeito do pH e, para isso, as condi¢Ges de agitacdo e aeracdo
foram mantidas constantes durante todo o processo (480rpm e 0,42vvm, respectivamente).

Os resultados gerais dos cultivos, para todas as condi¢des de pH avaliadas sdo resumidos na
Tabela 11. O crescimento celular e a producgéo de pectinases foram favorecidos nos Ensaios T5 e T10,
0s quais foram conduzidos nas mesmas condi¢cdes com respeito ao pH. No entanto, o maior fator de
producdo especifica (Ypx) foi obtido em T2, sendo que nos ensaios em que a pectina foi adicionada
ao cultivo em 24h, os valores de Ypx foram similares. Estes resultados indicam que, nesta condigéo,
maiores concentracfes de biomassa resultaram em altas atividades de pectinases.

Na Figura 19, sdo ilustrados os perfis de crescimento celular e velocidades especificas em
fungdo do tempo nos ensaios T1 a T3 (indutor adicionado em t=0h) e T6 a T8 (indutor adicionado em
t=24h). Esta andlise inicial foi feita considerando-se as 33 primeiras horas de cultivo, visto que, apds
este periodo, o crescimento microbiano nestes ensaios ja se encontrava em fase estacionaria. Ressalte-
se que os Ensaios T4, T5, T9 e T10, no periodo 0 a 33h, tiveram condigdes operacionais idénticas as
de T3, T1, T8 e T6, respectivamente.

Com relagdo aos cultivos com pectina presente no meio desde o seu inicio, constata-se que em
T2, com pH 2,7 constante, o pico de concentracdo celular e, também, a maxima velocidade especifica
de crescimento foram 0s menores entre as condicOes testadas. Este comportamento se deveu, muito
provavelmente, ao fato de o metabolismo flngico ter sido negativamente afetado pelo baixo valor do
pH do meio. Estes resultados estdo de acordo com o descrito no ja comentado trabalho de Malvessi &
Silveira (2004), que mostraram que um pH da ordem de 3,0 favorece a producdo mas nao o
crescimento de A. oryzae, que, por sua vez, ocorre com maior intensidade em pH mantido em 4,0.

Entretanto, em T3, com pH inicial de 4,0, porém decrescente no decorrer do cultivo, foi obtida uma



Tabela 11 - Resultados gerais de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada, sob diferentes condi¢es de pH, com adigdo do indutor em
diferentes tempos de processo.

Adicao do indutor em t=0h Adicdo do indutor em t=24h

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
Xmax (Q/L) 3,7 3,1 4,5 4,3 5,0 4,6 g8 3,8 3,6 6,3
tx max () 23 24 25 24 92 28 27 24 24 36
s max (h™) 0,18 0,14 0,20 0,20 0,18 0,16 0,15 0,16 0,16 0,18
tux max (N) 18 15 15 15 18 13 15 17 17 19
Seans (9/L) 12,1 9,8 10,7 10,1 10,9 11,8 10,0 10,8 10,2 10,8
Pmax (U/mL) 1,4 35 27 23 36 n.d. 20 24 24 43
tp.max () 62 136 96 96 140 n.d. 153 115 72 140
Yeix (U/mg) 0,38 11,3 6,00 5,35 7,20 n.d. 6,06 6,32 6,67 6,82
Yyxs (9/9) 0,31 0,32 0,42 0,43 0,46 0,39 0,33 0,35 0,35 0,58
Yrss (U/mg) 0,12 3,57 2,52 2,28 3,30 n.d. 2,00 2,22 2,35 3,98
pv (U/mL/h) 0,02 0,26 0,28 0,24 0,26 n.d. 0,13 0,21 0,33 0,31
PHmin 4,0 2,7 2,7 2,7 2,7 4,0 2,7 2,7 2,7 2,7
PHfinal 4,0 2,7 7,5 2,7 2,7 4,0 2,7 72 2,7 2,7

Xmax — Maxima concentragéo de biomassa; ty mex — tempo em que ocorreu Xmax; Hx max — Maxima velocidade especifica de crescimento celular; t,x max —
tempo em que OCOIreu Ux max; Scons — cONSUMO total de ART ; P, — maxima atividade de pectinases; tp max — tempo em que ocorreu Py Ypx — fator de
producdo especifica; Yys — fator de conversdo de substrato em células; Yps — fator de conversdo de substrato em pectinases; py — produtividade volumétrica;
PHumin — minimo valor de pH do cultivo; pHgi,a — valor final de pH do cultivo.

n.d. — ndo determinado.

CondicGes: T1 e T6, pH mantido constante em 4,0; T2 e T7, pH mantido constante em 2,7; T3 e T8, pH inicial de 4,0 e, apds queda, controlado em minimo de
2,7, T4 e T9, pH inicial 4,0 e, ap6s queda, mantido constante em 2,7 até o final do cultivo; T5 e T10, pH inicial 4,0 e mantido constante até 24 horas, em seguida
reduzido para 2,7 pela adicdo de HCI e controlado até o final do cultivo.
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maior concentracdo de biomassa em relacdo a T1, com pH 4,0 constante, embora os valores das
méaximas velocidades especificas de crescimento nestes ensaios tenham sido préximos. A observagéo
do mais alto valor de Yy, em T3, em comparacdo com T1 e T2, sugere que a disponibilidade de outra
fonte de carbono, a pectina, em condicdo de pH que possibilita a producdo de pectinases pode ter
favorecido o crescimento celular. Assim, as pectinases teriam agido sobre a pectina presente no meio,
liberando carboidratos assimilaveis pelo microrganismo e, assim, possibilitando um maior
crescimento fungico. No caso, é preciso salientar que o método de dosagem de ART adotado neste

trabalho néo é capaz de quantificar a pectina.
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Figura 19 - Variagdo da concentracdo de biomassa e da velocidade especifica de crescimento obtidos

em cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada em diferentes condi¢bes de pH: A, em
presenca de pectina: (m, ...) T1: pH mantido constante em 4,0; (A, —) T2: pH mantido constante em
2,7; (o, - - =) T3, pH inicial de 4,0 e, ap6s queda, controlado em minimo de 2,7. B, adi¢do de pectina
em 24h: (m, ...) T6: pH mantido constante em 4,0; (A, —) T7: pH mantido constante em 2,7; (o, - - -)
T8, pH inicial de 4,0 e, ap6s queda, controlado em minimo de 2,7.

Nos cultivos conduzidos sem pectina até 24h, verificou-se que o controle do pH em 4,0 (Ensaio
T6) favoreceu o crescimento celular, proporcionando a obtencdo de maiores titulos de biomassa em
relacdo as demais condigdes testadas. Os perfis de velocidade especifica de crescimento (Jx)

apresentaram comportamento similar, com valores de Pxmax Muito proximos; porém, estes picos
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foram alcancados em tempos diferentes de processo para cada condicdo, sugerindo que a adaptacédo
do microrganismo a cada condicéo de pH ocorre de forma diferente. No Ensaio T6, 0 valor de Py max
foi atingido em menor tempo de cultivo (13h), em razdo do favorecimento do crescimento celular
neste pH. Por outro lado, no Ensaio T7, em pH 2,7 constante, o0 pico de [y ocorreu mais tarde,
alcancando-se menor concentracao de biomassa.

Verifica-se que o pH afeta diretamente o crescimento celular de A. oryzae, sendo que o efeito
deste pardmetro depende da condicdo de adi¢do do indutor ao cultivo. Os ensaios mantidos em pH 2,7
constante, T2 e T7, foram 0s que apresentaram menores concentracfes de biomassa, em todos 0s
tempos de processo.

Nos Ensaios T1 e T2, o pH foi controlado pela adicdo de NaOH 2mol/L. O volume deste
reagente, adicionado ao longo do cultivo, foi registrado e verificou-se que h& semelhanca entre os
perfis de crescimento celular e de adi¢do de base, conforme mostrado na Figura 20. Esta constatacéo
reforca as afirmagOes de Moore-Landecker (1996), discutidas anteriormente neste trabalho, referentes
ao perfil de queda do pH durante a fase de intenso crescimento celular estar associada a acumulagédo
de acidos organicos oriundos do metabolismo fungico. Assim, em cultivos conduzidos com o meio
F40-G5-N5 e com controle de pH em valores constantes, o volume de NaOH adicionado pode ser um
indicador de acimulo de biomassa ou mesmo ser utilizado como medida indireta de crescimento

celular, a partir do equacionamento da relagéo entre as grandezas, conforme apresentado na Figura 21.
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Figura 20 - Variacdo das concentragdes de biomassa e dos volumes de NaOH adicionados em cultivo
de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada sob diferentes condi¢cdes de pH: T1 - pH mantido

constante em 4,0; T2 - pH mantido constante em 2,7: (m) volume de NaOH, (A) biomassa.

O estudo do efeito do pH sobre a producéo e a atividade de pectinases obtidas em cultivo de A.
oryzae foi realizado utilizando todas as condicOes apresentadas na Tabela 11 (Ensaios T1 a T10). Os
perfis de pH e atividade de pectinases para os cultivos em presenca de pectina desde o tempo inicial
(T1 a T5) estdo apresentados na Figura 22, e para os cultivos com adicdo de pectina em 24h (T6 a

T10), na Figura 23. Nestes ensaios,avaliou-se o cultivo até 160h.
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Figura 21 — Variacdo dos volumes de NaOH adicionados em relagcdo a concentracdo de biomassa em

cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada: T1 - pH mantido constante em 4,0; T2 - pH

mantido constante em 2,7.
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Figura 22 - Variacdo da atividade de pectinases e do pH em cultivo de Aspergillus oryzae em

biorreator de bancada com adigdo de pectina em t=0h, (m) T1 - pH mantido constante em 4,0; (A) T2

— pH mantido constante em 2,7; (o) T3 - pH inicial de 4,0 e, apds queda, controlado em minimo de

2,7, (®) T4 - pH inicial 4,0 e, ap6s queda, mantido constante em 2,7 até o final do cultivo; (A) T5 - pH

inicial 4,0 e mantido constante até 24 horas, em seguida reduzido para 2,7 pela adicdo de HCI e

controlado até o final do cultivo.
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Os resultados permitem verificar a forte influéncia do pH sobre a producdo e a atividade de
pectinases. Os Ensaio T1 (pH 4,0 constante) se mostrou favoravel ao crescimento celular (Figura
19A), embora os titulos enzimaticos obtidos tenham sido praticamento nulos, mesmo em presenca de
pectina (Tabela 11). Assim, esta condi¢do ndo foi avaliada quanto a producdo de pectinases com
adicdo do indutor em 24h de cultivo.

Contudo, o Ensaio T2 (pH 2,7 constante), apesar de proporcionar baixos valores de
concentracdo de biomassa em relacdo as demais condicGes testadas, permitiu a obtencdo de altos
valores de atividade enzimatica, atingindo pico em 136h de processo e resultando no mais alto valor
de Ypx entre as condicdes testadas (Tabela 11). Estes resultados confirmam que o valor de pH de 2,7
favorece fortemente a producao de pectinases. Quando a pectina foi adicionada em 24h de cultivo, em
T7, a maxima atividade pectinolitica obtida foi semelhante aos Ensaios T8 e T9, porém este valor foi
atingido apenas em cerca de 153h, aproximadamente 38h mais tarde que em T8 e 81h mais tarde que
em T9.

Pectinases (U/mL)

pH

4,5

0 1I2 2I4 3I6 4I8 6IO 7I2 8I4 9IG 1(I)8 1%0 1;32 1214 156

Tempo (h)
Figura 23 - Variacdo da atividade de pectinases e do pH em cultivo de Aspergillus oryzae em
biorreator de bancada com adicdo de pectina em t=24h, (A) T7 — pH mantido constante em 2,7; (o)
T8 - pH inicial 4,0 e, apds queda, controlado em minimo de 2,7, (®) T9 - pH inicial 4,0 e, ap6s queda,
mantido constante em 2,7, até o final do cultivo; (A) T10 - pH inicial 4,0 mantido constante até 24

horas, em seguida reduzido para 2,7 pela adicdo de HCI e controlado até o final do cultivo.
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Assim como Malvessi & Silveira (2004), Fontana et al. (2009) e Fontana & Silveira (2012) ja
demonstraram que altas producdes de pectinases sdo observadas em meios com valor pH em torno de
3,0, que é desfavoravel para o crescimento fungico, sugerindo que a producdo destas enzimas se da
preferencialmente em condigdes de estresse do microrganismo.

Nos Ensaios T3, T4, T8 e T9, a queda natural do pH do cultivo foi permitida até 2,7, quando
entdo este parametro passou a ser controlado. A méaxima atividade de pectinases obtida foi semelhante,
no entanto, ap6s 120h de processo, observou-se reducdo gradual dos titulos enziméticos, nos Ensaios
T3 e T8, até atingir valores quase nulos, em 160h de cultivo. Este comportamento pode estar associado
ao perfil de pH, o qual apresentou aumento gradual, por ndo ser controlado, a partir de 96h, atingindo
valores acima de 6,0 apds 140h de processo. Ao contrério, nos Ensaios T4 e T9, o controle do pH em
2,7 até o final do cultivo possibilitou a manutencdo da atividade enzimatica maxima até 160h.

Malvessi & Silveira (2004), em estudo da influéncia do pH sobre a producdo de
poligalacturonases, também verificaram queda da atividade enziméatica em valores de pH acima de 6,0
e associaram esse fato a condicdo favoravel de acdo de proteases, que seriam liberadas no meio de
cultivo e teriam capacidade de degradar as pectinases formadas no processo, conforme previamente
descrito por Kusters van Sorensen et al. (1992) para pectina-liase produzida por A. niger. A fim de
verificar se a reducdo da atividade enzimatica ocorreria por acdo de proteases, o perfil de atividade
destas enzimas foi determinado para o Ensaio T3. Os resultados de atividade de proteases em
comparagdo com a de pectinases, para este ensaio, estdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24 - Variacdo da atividade de pectinases e de proteases em cultivo de Aspergillus oryzae em
biorreator de bancada, no Ensaio T3 — pH inicial 4,0 e controlado em minimo de 2,7: (o) pectinases,
(V) proteases.

O pico de atividade de proteases, em torno de 0,1U/mL ocorreu quando a atividade de
pectinases ja havia decaido para cerca de 2U/mL. Portanto, a queda da atividade de pectinases, neste
caso, ndo teve relagdo com a presenga de proteases, nas condi¢des do método de determinacdo das
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atividades enzimaéticas. Possivelmente, a reducdo da atividade enzimética esteja relacionada com o
aumento do pH, uma vez que, segundo Ueda et al. (1982) e Mohsen et al. (2009), o complexo
pectinolitico formado durante o processo se mantém estavel apenas em valores de pH entre 3,0 € 6,0 ¢,
segundo os autores, a estabilidade se reduz drasticamente quando a enzima € exposta a valor de pH
fora desta faixa.

Para avaliar o efeito do pH sobre a estabilidade das pectinases de A. oryzae IPT-301 formadas
no cultivo, o extrato enzimatico bruto foi exposto a diferentes valores de pH (2,0 a 8,0) e mantido a
temperatura do cultivo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 25. Confirmou-se que
baixos valores de pH sdo favoraveis a preservacdo da atividade de pectinases. Nos caldos enzimaticos
submetidos a pH de 2,0, 3,0 e 4,0, houve preservacdo de 80% da atividade enzimatica, em relacdo ao
valor inicial, até 96 h, sendo o pH 3,0, entre os testados e assim como relatado por Mohsen et al.
(2009), a melhor condicdo, com manutencao de cerca de 93% do valor inicial.
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Figura 25 — Atividade de pectinases em extrato bruto exposto a diferentes valores de pH em funcgéo

do tempo: (m) 2,0; () 3,0; (A) 4,0; (1) 5,0; () 6,0; (V) 7,0; (A) 8,0.

Observou-se um aumento acentuado da atividade enzimatica nas condic¢Ges de pH de 4,0 e 5,0,
nas primeiras 16h de incubacdo, possivelmente por estas condi¢fes terem favorecido o crescimento
celular, o que foi constatado visualmente. Na condicdo de pH 5,0, foi observada a preservacdo da
atividade enzimética por cerca de 48h, enquanto pH 6,0, 7,0 e 8,0 se mostraram altamente
desfavoraveis & manutencdo da atividade enzimdtica, apresentando queda brusca na atividade
pectinolitica ja nas primeiras horas de incubagdo. Estes resultados corroboram os estudos de Mohsen
et al. (2009), que verificaram que em pH 7,0 e 8,0, apenas 54% e 17% da atividade inicial foi mantida,
respectivamente, apés 3,5 horas de incubacdo. Assim, € possivel afirmar que, conforme observado nos
Ensaios T3 e T8 (Figuras 22 e 23), valores de pH acima de 6,0 afetam drasticamente a atividade de
pectinases, possivelmente levando a desnaturacdo da enzima, uma vez que 0 ensaio para determinagdo

da atividade enzimatica foi realizado em pH 4,0.
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Os Ensaios T5 e T10, conduzidos em condicGes de pH que dividem o cultivo em dois momentos
— crescimento celular e producdo de pectinases — foi 0 que resultou nas mais altas atividades
enzimaéticas, especialmente quando a pectina foi adicionada ao cultivo em 24h (T10). Aparentemente,
as condicOes facilitadas de transferéncia de oxigénio e mistura, aliadas ao pH ideal para o
desenvolvimento microbiano, além de favorecerem o acimulo de biomassa, mantiveram as células
viaveis por mais tempo, tornando-as aptas a producdo de pectinases quando forgcou-se a queda do pH
para 2,7. Os resultados destes ensaios estdo mostrados nas Figuras 26 e 27.

Apesar de ter sido verificada queda de biomassa logo ap6s a reducdo de pH, em presenca de
pectina desde o inicio do cultivo, o perfil de aumento de concentracdo celular, observado entre 40 e
84h de cultivo, indica que o microrganismo se adaptou rapidamente as novas condic¢@es. J& quando o
pH foi reduzido sem a presenca de pectina, a biomassa fungica néo teria sofrido influéncia negativa
por esta operagdo. A concentragdo de biomassa, neste caso, decresceu ap6s 48h de cultivo, mantendo-
se, no entanto, no mesmo patamar até 160h.
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Figura 26 - Variacdo da atividade de pectinases, do pH e das concentragdes de biomassa, aclcares

redutores e agUcares redutores totais em cultivo de Aspergillus oryzae, em biorreator de bancada, no
Ensaio T5 - pH ajustado e mantido em 4,0 até 24 horas de processo e queda forcada para 2,7, com
pectina presente desde o inicio do cultivo: (o) biomassa, (A) pH, (o) AR, (m) ART, (e) pectinases,

(A) acido galacturénico.
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Com respeito & andlise apresentada a seguir, € importante ressaltar que o método utilizado para
determinagdo de ART ndo contabiliza a pectina presente no meio. Assim, os perfis cinéticos de AR e
ART indicam que as pectinases formadas promoveram a hidrolise da pectina do meio a compostos que
foram consumidos pelo fungo, mesmo em fase estacionaria. Esta afirmagdo esta baseada nos valores
de concentragdo de acido galacturdnico determinados em alguns tempos de cultivo (Figura 26). Este
composto é o principal mondmero da cadeia de pectina e sua presenca no meio esta diretamente
associada a atividade hidrolitica das pectinases. No ensaio em que a pectina foi adicionada em 24h de
cultivo, a constatacdo da liberacao de pectinases ocorreu em menor tempo de cultivo (36h - Figura 27)
em relacdo ao ensaio em presenca de indutor desde o inicio (64h — Figura 26); além disso, o valor

méaximo obtido, no primeiro caso, foi cerca de 10% maior.
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Figura 27 - Variagdo da atividade de pectinases, do pH e das concentragGes de biomassa, agucares
redutores e agUcares redutores totais em cultivo de Aspergillus oryzae, em biorreator de bancada, no
Ensaio T10 - pH ajustado e mantido em 4,0 até 24 horas de processo e queda forcada para 2,7, com

adigdo de pectina em 24h de cultivo: (0) biomassa, (A) pH, () AR, (m) ART, () pectinases.

4.5 Avaliagdo do processo sem limitagé@o de oxigénio dissolvido

Nos Ensaios T9 e T10, em que a pectina foi adicionada ao meio de cultivo em 24h, observaram-

se elevadas atividades enzimaticas em decorréncia das condicOes facilitadas de transferéncia de
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oxigénio e mistura, conforme ja discutido anteriormente. Assim, nos Ensaios B5 e B6, nos quais o
oxigénio dissolvido foi mantido automaticamente em torno de 30% da saturagdo, mantiveram-se as
formas de operagdo empregadas em T9 e T10, respectivamente. Na Tabela 12, s&o mostrados 0s
resultados gerais dos Ensaios B5 e B6 e repetidos 0s dos seus respectivos controles, Ensaios T9 e T10.
Nas Figuras 28 e 29, sdo ilustrados os perfis cinéticos observados em B5 e B6, respectivamente.

Tabela 12 - Resultados gerais de cultivos de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada sem
limitacdo de oxigénio (Ensaios B5 e B6) e respectivos cultivos controle sob limitacdo de oxigénio
(Ensaios T9 e T10).

B5 T9 B6 T10
(controle de B5) (controle de B6)

Xmax (9/L) 6,0 3,6 6,8 6,3
tx max () 42 24 36 36
Hx max (h™) 0,18 0,16 0,30 0,18
tuxmax (D) 15,5 17 17,5 19
Seons (9/L) 11,8 10,2 11,2 10,8
Prmax (U/ML) 106 24 120 43
tp,max () 156 72 120 140
Yeix (U/mg) 18,2 6,67 17,6 6,82
Yxss (9/9) 0,47 0,35 0,62 0,58
Yess (U/mg) 8,47 2,35 10,7 3,98
pv (U/mL/h) 0,64 0,33 1,0 0,31
PHmin 2,7 2,7 2,7 2,7
PHsinal 2,7 2,7 2,7 2,7

Xmax — MAaxima concentracdo de biomassa; ty max — tempo em que ocorreu Xma; HMxmax — Maxima
velocidade especifica de crescimento celular; tx max — temMPo em que 0COITeu Hx max; Scons — CONSUMO total
de ART ; P — maxima atividade de pectinases; tp max — tempo em que ocorreu Pp.y; Yex — fator de
producéo especifica; Yy, — fator de conversdo de substrato em células; Yp;s — fator de conversdo de
substrato em pectinases; py — produtividade volumétrica; pH i, — minimo valor de pH do cultivo; pHgina —
valor final de pH do cultivo.

B5 — O, dissolvido mantido em 30% da saturagéo; T9 — sem controle de oxigénio dissolvido. pH inicial
4,0 e, apds queda, mantido constante em 2,7 até o final do cultivo.

B6 — O, dissolvido mantido em 30% da saturacédo; T10 — sem controle de oxigénio dissolvido. pH inicial
4,0 e mantido constante até 24 horas, em seguida reduzido para 2,7 pela adicdo de HCI e
controlado até o final do cultivo.

Como mostrado na Tabela 12 e na Figura 28, a concentracdo celular no Ensaio B5 atingiu valor
méaximo de 6,0g/L, cerca de 40% maior que no ensaio controle, evidenciando que o fornecimento
ilimitado de oxigénio ao microrganismo favoreceu o crescimento. No entanto, apds 120h, observou-se
reducdo progressiva da concentracdo de biomassa até cerca de 2,5g/L. Este perfil pode estar associado
a escassez de substrato no meio de cultivo, revelada pelos baixos valores de AR e ART verificados a

partir de 96h de processo. Segundo Li et al. (2008), a disponibilidade ilimitada de oxigénio leva ao
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aumento das atividades metabdlicas de fungos do género Aspergillus e, apesar de a velocidade
especifica de crescimento do ensaio B5 ser similar a do ensaio T9, houve maior consumo de
nutrientes. O decréscimo da concentragdo celular de A. oryzae em B5 levou ao aumento dos niveis de
oxigénio dissolvido, atingindo 90% de saturacdo apos 96h de processo.

A alta concentracdo de biomassa atingida no Ensaio B5 pode ter levado a obtencéao de atividade
enzimatica maxima de 106U/mL, praticamente quatro vezes maior que a do controle (24U/mL). Ao
contrério do que foi observado por Zetelaki-Horvath & Vas (1981), Lai et al. (2005), Li et al. (2008) e
Bettin (2010), conforme descrito na Revisdo Bibliografica, a ndo limitacdo de oxigénio dissolvido
favorece o crescimento celular e também, a producdo da enzima. Acrescente-se que, ainda que o
tempo de cultivo em que foi observado o pico de atividade de pectinases em B5 tenha ocorrido mais
de 80h mais tarde que em T9, tanto os fatores de conversdo quanto o fator de producdo especifica e a

produtividade volumétrica foram maiores, indicando aumento no rendimento global do processo, em
relacdo ao controle.

—
=
:
:
.
;
:
:
.
~o
/
T T
~ [ee]

o

X,

\ N—0~ ®

o 3.
—~ o Le ©O
= A o
2 @
© rS o
@ <.
g ——AAAA__ Laaa— — —A g &
5 —
3] AAAAiA 3 S}O
N

o,

F2 <

N s

AR, ART (g/L)

20

iy
1
@\.600
an
O\o
/]
om
‘\.
L]
-
[ ]
L]
T T
oy D
o o
(Twy/n) seseundad

= 0
T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156

Tempo (h)
Figura 28 - Variagdo das concentra¢des de biomassa, aclcares redutores, agucares redutores totais e

oxigénio dissolvido, da atividade de pectinase e do pH em cultivo de Aspergillus oryzae, em biorreator
de bancada, com concentracdo de oxigénio mantido em minimo de 30% da saturacdo, no Ensaio B5 -
pH inicial 4,0 e mantido constante em 2,7, ap6s decrescer naturalmente até este valor: (o0) biomassa,
(A) pH, (m) ART, (o) AR, () pectinases, (A) oxigénio dissolvido.
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As concentracdes de biomassa alcangadas nos Ensaios B6 e T10 foram similares, podendo ter
sido favorecidas pela condicdo de pH. Em ambos os ensaios, estas concentraces sofreram leve
decréscimo ap6s 48h, mantendo-se praticamente constantes até o cultivo ser encerrado (Figuras 27 e
29). No entanto, em B6, a velocidade especifica de crescimento celular foi superior. Aparentemente, a
ndo limitacdo de oxigénio dissolvido para o fungo, combinada com a condicdo de pH que favorece o

desenvolvimento do microrganismo, acelerou o crescimento celular.
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Figura 29 - Variagdo das concentra¢des de biomassa, aclcares redutores, agucares redutores totais e

oxigénio dissolvido, da atividade de pectinase e do pH em cultivo de Aspergillus oryzae, em biorreator
de bancada, com concentracdo de oxigénio mantido em minimo de 30% da saturacéo, no Ensaio B6 -
pH ajustado e mantido em 4,0 até 24 horas de processo e queda for¢ada para 2,7: (o) biomassa, (A)
pH, (m) ART, (o) AR, (®) pectinases, (A) oxigénio dissolvido.

Em B6, 0 maximo teor de oxigénio dissolvido ao fim do cultivo foi de 65% da satura¢do, menor
que o de B5, sugerindo uma maior demanda de oxigénio pelo cultivo. Este dado, aliado a manutengédo
da concentracdo de biomassa até o final do processo, indica que, nesta condicao, foi possivel manter a
viabilidade celular por mais tempo. No caso, a maior concentracdo de células viaveis, em B6, teria
proporcionado os altos valores de atividade enzimatica obtidos neste ensaio. O pico de atividade de

pectinases foi cerca de trés vezes maior que o controle, sendo observado cerca de 20h antes, fazendo
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com que fosse obtida a maior produtividade de todos os ensaios deste trabalho, 1,0U/mL/h.

A adicdo de pectina aos cultivos em 24h levou a um sensivel aumento de AR e ART em torno
de 36h de processo, resultante de substancias redutoras liberadas pela hidrdlise do indutor pela agdo
das pectinases formadas no processo. No entanto, em B5, o substrato foi totalmente consumido até 72h
e, em B6, mesmo em 160h, o valor de ART ainda era superior.

A atividade enzimética comecou a ser verificada a partir de 36h, tanto em B5 quanto em B6. No
Ensaio B5, a atividade de pectinases aumentou gradativamente até cerca de 20U/mL, em 110h de
cultivo. Apobs este periodo, ocorreu rapido incremento, até aproximadamente 106U/mL, associado a
gueda brusca da concentracao de biomassa. Este comportamento pode estar relacionado a liberacao de
enzimas intracelulares, por autolise celular. Segundo Kawano et al. (1999), parte consideravel das
enzimas pectinoliticas produzidas por Penicillium frequentans sdo encontradas no interior da célula.
Os autores descrevem que as pectinases enddgenas podem ser resultantes de diferentes padrBes de
glicosilacéo ou da formag&o de agregados entre as cadeias polipeptidicas das poligalacturonases. Stack
et al. (1980), por sua vez, verificaram que apenas 25% das poligalacturonato liases produzidas por
Erwinia carotovora sdo secretadas para o meio de cultivo. Slezarik & Rexdva (1967) observaram
producdo de endo-poligalacturonases intra e extracelulares em mesma propor¢do, em cultivo de
Monilinia laxa. Mill & Tuttobello (1966) identificaram duas exo-poligalacturonases, obtidas em
cultivo de A. niger, como sendo intracelulares. J4& em B6, a maior disponibilidade de substrato teria
possibilitado a liberacdo de maior quantidade de enzimas (120U/mL), atingindo pico de atividade em
120h e mantendo-se este valor até o final do cultivo. As condigdes de consumo de substrato deste
ensaio podem estar relacionadas aos valores de pH proporcionados pela estratégia adotada para o
controle deste parametro. Apos a reducéo forcada para o valor de 2,7, em 24h, o consumo de substrato
foi mais lento em B6.

Os altos valores de atividade enzimatica obtidos podem estar relacionados ao aumento da
concentragdo de biomassa, em razdo da ndo limitacdo de oxigénio disponivel para o microrganismo. Li
et al. (2008) afirmam que o consumo de nutrientes, especialmente carbono e nitrogénio, em cultivo de
A. niger com disponibilidade ilimitada de oxigénio, é direcionado a outras atividades metabolicas além
da sintese de biomassa. Segundo os autores, 0s fungos se adaptam ao ambiente, refor¢ando a atividade
proteolitica intracelular e o estresse oxidativo gerado na célula leva ao aumento na liberacdo de
enzimas hidroliticas para obtencéo de substrato. Este relato respalda os resultados obtidos nos Ensaios
B5 e B6, uma vez que se observou o consumo mais acelerado de substrato em relagéo ao cultivo com
meio WBE com pectina adicionada em Oh, apresentado no inicio deste capitulo. Em 24h, a
concentracdo de ART em B5 e B6 era de cerca de 2g/L, enquanto no cultivo com meio WBE se
encontrava em torno de 4g/L. O consumo mais rapido de substrato ndo levou a maiores titulos em
biomassa; no entanto, constitui-se num indicativo de que pode haver reducdo no tempo de processo

quando o cultivo for conduzido sem limitac&o de oxigénio.
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4.6 Discusséo geral

Neste trabalho, foi possivel obterem-se condi¢des de cultivo que permitiram o controle efetivo
do pH e do oxigénio dissolvido, minimizando a interferéncia da reologia do meio sobre o crescimento
de A. oryzae e a producéo de pectinases por este fungo filamentoso.

Os resultados gerais de um processo podem ser avaliados pelos valores de fatores de conversdo
e produtividade obtidos, além das condi¢des de frequéncia de agitadores e fluxo de ar empregados e
do consumo de reagentes. Para efeito de comparacdo, na Tabela 13, sdo novamente listados 0s
resultados gerais do Ensaio T3 (pH inicial 4,0 e controlado em minimo de 2,7, sem controle de
oxigénio dissolvido), como condicéo de partida em que foi utilizado o meio formulado no presente
trabalho, e o Ensaio B6 (concentragdo de oxigénio mantido em minimo de 30% da saturacéo, pH
inicial 4,0 mantido constante até 24 horas, em seguida reduzido para 2,7 pela adicdo de HCI e
controlado até o final do cultivo).

Verificou-se que a disponibilidade de oxigénio em B6 possibilitou a obtencdo de maior
concentragdo celular em relacdo a T3. O fator de conversdo de substrato em células (Yyxss) foi
semelhante, uma vez que se tratavam de meios de cultivo idénticos, com a mesma concentragdo de
fontes de carbono.

Apesar de o tempo para atingir os picos de concentracdo de biomassa e atividade de pectinases
em B6 terem sido aumentados em cerca de 12h e 24h, respectivamente, em relagdo a T3, a alta
atividade pectinolitica obtida fez com que a produtividade do Ensaio B6 fosse 3,7 vezes maior que a
do ensaio controle. Da mesma forma, os fatores de converséo de substrato em produto e produgdo
especifica foram maiores em B6. Estes resultados indicam que menor quantidade de nutrientes e
substratos pode ser utilizada no cultivo, pois mesmo com concentracdo reduzida de biomassa, foi
obtida a alta atividade de pectinases.

A adicdo do indutor ao cultivo apds a fase de crescimento celular mais intenso possibilitou ndo
sO a reducdo da maxima frequéncia de agitadores utilizada, bem como o intervalo de tempo que este
valor precisou ser mantido para garantir o fornecimento de oxigénio ao microrganismo. Acrescente-se
que o maximo fluxo de ar empregado precisou ser mantido por 12 horas a menos em B6. Em
comparagdo, a menor concentracdo de oxigénio dissolvido no ensaio controle chegou a manter-se em
0% da saturacdo por 12 horas, porém valores abaixo de 30% foram observados por mais de 18 horas.
Ja no Ensaio B6, foi possivel controlar este parametro em minimo de 30% de saturacdo com relativa
facilidade, fazendo com que o microrganismo estivesse menos sujeito a algum efeito de cisalhamento,
aumentando, em consequéncia, a viabilidade celular.

Adicionalmente, verificou-se que, mesmo que o tempo total de cultivo em B6 tenha sido
aumentado em relacdo a condicdo controle, o ganho em produtividade e a reducdo de poténcia
empregada durante o cultivo poderiam garantir a operacionalidade de um sistema em uma eventual
ampliacdo de escala. Além disso, os custos de instalacdo e operacdo do processo poderiam ser
reduzidos, assim como 0 consumo energético, uma vez que motores com menores poténcias poderiam
ser empregados.
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Tabela 13 - Resultados gerais do cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada em

diferentes condigdes de processo.

T3 B6
Xmax (9/L) 4,5 6,8
ty max (D) 24 36
Scons (9/L) 10,7 11,2
Pmax (U/mL) 27 120
tp,max (N) 97 120
Yex (U/mg) 6,0 17,6
Yxis (9/9) 0,4 0,6
Yris (U/mg) 2,6 10,7
pv (U/mL/h) 0,27 1,00
Vaon (ML) 32 202
Vher (ML) 0,0 82,0
Nmax (RPM) 700 550
Aty max (h) 28 20
Qesp.max (VVM) 1,43 1,43
Atgespmax () 30 18
O2zmin (%0) 0,0 30
Ato min () 12 82
K.a (h™) 8 19
PHmin 2,7 2,7
PHfinal 7,2 2,7

Xmax — Maxima concentra¢do de biomassa; ty max — tempo em que ocorreu Xpax; Scons —
consumo total de ART ; P, — maxima atividade de pectinases; tp max — tempo em que
ocorreu P Ypx — fator de producdo especifica; Yy — fator de conversédo de
substrato em células; Yp;s — fator de conversdo de substrato em pectinases; py —
produtividade volumétrica; Vys,on — volume total de NaOH adicionado durante o
cultivo; V¢ — volume total de HCI adicionado durante o cultivo; Ny, — maxima
frequéncia de agitadores empregada no cultivo; Aty max — intervalo de tempo em que
foi mantido N, Qespmax — Maximo fluxo de ar empregado no cultivo; Atgesp max —
intervalo de tempo em que foi mantido Qespmax; Ozmin — MiNima concentragéo de
oxigénio dissolvido observada/mantida no processo; Atoy min — intervalo de tempo em
que foi observado/mantido O,nyin; Kia — coeficiente de transferéncia de oxigénio,
medido em meio isento de células pH,, — minimo valor de pH do cultivo; pHin. —
valor final de pH do cultivo.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho confirmam que o pH e o suprimento de oxigénio afetam
decisivamente o crescimento de A. oryzae, assim como a sua capacidade de produgédo de pectinases.
As condicdes de operagdo estudadas possibilitaram a reducdo do crescimento celular — mantendo-se,
entretanto, a formacédo de atividades enzimaticas elevadas — e, em decorréncia, o controle efetivo dos
pardmetros em estudo.

A andlise dos resultados permite concluir que:

- 0 meio de cultivo formulado limita o crescimento de A. oryzae IPT-301, uma vez que obtem-se
concentracdo de biomassa flngica reduzida;

- a adicdo do indutor enzimatico — pectina citrica — ao meio de cultivo, em 24h de processo, minimiza
o efeito prejudicial da viscosidade provocada por este polissacarideo sobre o controle dos parametros
operacionais em teste, proporcionando adequadas mistura e transferéncia de oxigénio a fase liquida,
empregando frequéncias de agitadores mais baixas que as normalmente utilizadas neste processo;

- 0 pH 4,0 é adequado ao crescimento celular de A. oryzae IPT-301, mas para a producdo de
pectinases, valores ainda mais acidos, como 2,7, S80 necessarios;

- a condicdo de controle do pH em 4,0 até 24h de cultivo, seguido de reducdo forcada até 2,7 e
manutencdo deste valor constante proporciona maiores valores de concentragdo celular e de atividade
enzimatica;

- a perda de atividade enzimatica, observada em cultivos sem controle de pH ndo esté relacionada a
acdo de proteases, como sugerido na literatura, e sim a estabilidade da enzima frente ao pH;

- a estabilidade das pectinases formadas durante o cultivo é preservada sob baixos valores de pH (2,0 a
4,0), sendo que em pH 3,0, ha manutencdo de cerca de 93% da atividade inicial,

- a conducdo do processo sob condi¢cdes ndo limitadas com respeito a concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio de cultivo resulta em ganho substancial na producédo de pectinases.

Como perspectivas para a continuidade da pesquisa, sugere-se o aprofundamento dos estudos a
respeito do efeito do controle do oxigénio dissolvido sobre o cultivo de A. oryzae para obtencdo de
pectinases, utilizando meio de cultivo ndo limitante, nos seguintes sentidos:

- avaliagdo de ferramentas que proporcionem o aumento da fragdo molar de oxigénio ou da pressdo
parcial do gas no fluxo de ar;

- incremento da presséo total do sistema;

- uso de vetores de oxigénio, liquidos imisciveis em agua nos quais o oxigénio é significativamente
soluvel.

Ainda, durante a realizagdo deste trabalho, observou-se que o estresse causado ao
microrganismo pela falta de substratos em tempos ligeiramente anteriores & adi¢do da pectina,
associado a desaceleracdo do crescimento celular, provoca a liberagdo de enzimas hidroliticas. Como

possivel perspectiva, um novo meio de cultivo, com ainda maior reducdo de substratos poderia ser
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estudado, para cultivos com controle de oxigénio dissolvido, a fim de reduzir o tempo de consumo de
substrato e de adigéo de pectina. Possivelmente, o tempo de cultivo para atingir-se o pico de atividade
pectinolitica seria reduzido. Sobre isto, pode-se sugerir, ainda, a busca por indutores enzimaticos,
alternativos a pectina citrica, que permitam a preparacdo de meios de cultivo menos viscosos.

Estudo sobre a reologia do cultivo ao longo do tempo também poderiam contribuir para a
elucidagdo de comportamentos fluidodindmicos e sua relagdo com a transferéncia de oxigénio e a
morfologia flngica, a fim de possibilitar maior controle de parametros e, em decorréncia, a obtencéo
de maiores atividades enzimaticas.

Além da morfologia microbiana, o estudo da forma de producdo de pectinases pelo fungo
poderia levar ao estudo de enzimas intracelulares, conforme ja discutido. Caso parte das enzimas
permanega no interior da célula, caberia o estudo da utilizacdo de ferramentas que pudessem causar
lise celular.

Finalmente, através do estudo do efeito da agitacdo dos impelidores sobre o cultivo, seria
possivel revelar se o cisalhamento estaria ou ndo inviabilizando parte da biomassa fangica formada

durante o processo.
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