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RESUMO

No presente trabalho, a producdo de pectinases por Aspergillus niger LB-02-SF em estado sélido
foi estudada em biorreator de tambor rotativo em escala de bancada. Adicionalmente, a extracdo e a
concentracdo do extrato enzimatico foram avaliadas. Com o extrato concentrado por ultrafiltracéo,
formulagbes com KCI e glicerol foram testadas quanto a conservacdo da atividade enzimatica e a
eficiéncia no tratamento de sucos de frutas. Com respeito a producéo das pectinases em biorreator,
0s parametros de operacdo avaliados foram: a agitacdo, a temperatura do cultivo, o volume de
ocupacao (30, 50 e 70%) e o fluxo especifico de ar (0,18, 0,36, 0,54, 0,72 e 0,90 LkgM - litros de
ar por kg de meio por minuto). Ensaios sem e com agitacdo do biorreator (frequéncia de 1 rpm por
5 minutos, a cada 120 minutos) indicaram que, para o volume de ocupagéo de 30%, a agitagdo leva
ao aumento do crescimento fungico e a reducdo da producgdo de enzimas, enquanto que com 50%
de ocupacdo, comportamento oposto foi observado. Com 70% de ocupacéo, ndo foi observada
diferenca significativa entre as atividades pectinoliticas obtidas com e sem agitacdo, sendo que, em
ambos o0s casos, a producdo foi prejudicada pela insuficiente aeracdo do meio. O intervalo entre 0s
eventos de agitacdo foram avaliados para o volume de ocupacdo em 70%, ndo sendo observada
diferenca significativa na producdo de pectinases nos intervalos de 120 minutos (condicdo padréo)
e 90 minutos. Para um intervalo de 60 minutos, a atividade reduziu-se em aproximadamente 58%.
Os cultivos com controle de temperatura em 34°C e sem controle indicaram que a produgédo
enzimatica foi favorecida com a elevacao natural da temperatura do cultivo, um aspecto que pode
estar relacionado a uma condicdo de estresse que levaria a maior produgdo enzimatica. Fluxos
especificos de ar entre 0,18 e 0,90 LkgM foram testados em ensaios com 30 e 50% de volume de
ocupacdo do biorreator. Maior crescimento fungico foi atingido quando o biorreator foi carregado
com menor volume de ocupagdo. Com o fluxo intermediério de 0,54 LkgM, as maiores atividades
enzimaticas para ambos os volumes de ocupacdo foram atingidas; porém, a ocupacdo de 50% do
volume resultou na maior atividade pectinolitica, 178,2 U/g, com uma atividade de 133,4 U/g
sendo medida com 30% de ocupacdo. No estudo sobre a extracdo de pectinases do meio sélido,
com agua pH 4, sob agitacdo de 200 rpm, foi observado que tempos entre 15 e 120 minutos
apresentaram resultados similares. Os resultados atingidos apontam que para maior producédo
enzimatica o biorreator deve ser operado com 50% de ocupacdo, fluxo especifico de ar de 0,54
LkgM e intervalos entre as agitacdes de 120 minutos. Temperaturas de extracdo de 20, 30 e 40°C
ndo influenciaram na extragdo de proteinas, porém a atividade de pectinases foi reduzida em 40% a
40°C, possivelmente em razdo da termoestabilidade da enzima. Entre as razdes de extracéo sélido /
liquido avaliadas, o valor de 1/10 foi a que resultou na maior atividade enzimatica solubilizada,
sendo recuperados 81% da atividade pectinolitica presente no meio. Nos ensaios de concentragéo, a
ultrafiltracdo do extrato concentrado sem qualquer tratamento prévio resultou em recuperacéo de
59% das enzimas e em fluxo final de permeado da ordem de 11 L/m?/h. Por outro lado, o protocolo
de operacdo que incluia o uso de carvdo ativado e microfiltracdo, apresentou recuperagdo de
enzimas de 74% e fluxo final de permeado de 24 L/m?/h, demonstrando a importancia dos pré-
tratamentos na ultrafiltracdo. Previamente a preparacdo das formulagfes enzimaticas, um volume
de 30 L de extrato bruto foi concentrado 103 vezes por ultrafiltragdo, com recuperacdo enzimatica
de 69%, e um extrato com 663 U/mL foi obtido. Este extrato concentrado foi formulado com 20,
30, 40 e 50% (m/m) de glicerol e 2% (m/m) de KCI e avaliado, por 59 semanas, quanto a
conservacdo da atividade a 5°C. Ao final do periodo de teste, a amostra controle (sem aditivos)
teve queda de 25% da atividade além de apresentar contaminagdo microbiana, enquanto as
formulagBes mantiveram a atividade em torno de 100% durante todo o experimento. A formulacéo
com 50% de glicerol foi utilizada na maceracdo de uva bordd e na despectinizacdo de sucos de
macd, uva rosada e amora, demonstrando comportamento similar aos encontrados com as
preparacdes comerciais Novozym 33095 e Pectinex Ultra SP-L utilizadas como referéncia.

Palavras-chave: pectinases; cultivo em estado solido; recuperacdo; concentracdo; formulacéo,
tratamento de sucos de frutas
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ABSTRACT

In the present work, the production of pectinases by Aspergillus niger LB-02-SF in solid-
state cultivation was studied using a rotating drum bench bioreactor. Furthermore, extraction and
concentration of enzymes by ultrafiltration were evaluated. Formulations with the concentrated
extract, KCI and glycerol were assayed with respect to the maintenance of activity level and the
efficiency in the treatment of fruit juices. With respect to the production of enzymes in bioreactor,
the operational parameters evaluated were agitation, cultivation temperature, occupation volume
(30, 50 and 70%) and specific air flow (0.18, 0.36, 0.54, 0.72 e 0.90 LkgM - liter of air per
kilogram of medium per minute). Tests without and with agitation of the bioreactor (1 rpm per
5 minutes each 120 minutes) indicated that, with occupation volume of 30%, agitation leads to
increasing fungal growth and decreasing enzyme production, whereas with 50% of occupation an
opposite behavior was noticed. With 70% of occupation volume, no significant difference was
observed among the pectinolytic activities achieved with and without agitation, the production
being hindered in both cases by the insufficient aeration of medium. The interval between agitation
events was evaluated for an occupation volume of 70% and no significant difference in enzyme
production was observed for the intervals of 90 and 120 minutes (standard condition). For the
interval of 60 minutes, the activity was reduced in approximately 58%. The cultivations with
temperature control at 34°C and without control indicated that enzyme production was favored with
the natural increase of medium temperature, an aspect that could be related to a stress condition
that would lead to a higher enzyme production. Specific air flows between 0.18 and 0.90 LkgM
were evaluated for 30 and 50% of bioreactor occupation volume. Larger fungal growth was
observed when the bioreactor was loaded with the smallest occupation volume. With the
intermediate flow of 0.54 LkgM, the highest enzyme activities were achieved for both occupation
volumes; however, the occupation volume of 50% resulted the higher activity of 178.2 U/g, with an
activity of 133.4 U/g being measured for 30% of occupation. The results achivied indicated that for
a higher enzyme production, the bioreactor should be conducted with 50% of occupation volume,
specific airflow of 0.54 LkgM and interval between the agitations of 120 minutes. In the study on
the extraction of pectinases from the solid medium with water pH 4, under agitation, it was
observed that extraction times from 15 to 120 minutes presented similar results. The extraction
temperatures of 20, 30 and 40°C did not influence protein extraction, but pectinase activity was
reduced in 40% at 40°C, possibly due to the low enzyme thermostability. Among the extraction
ratios of solid/liquid assessed, the value 1/10 resulted in the highest enzyme activity solubilized,
with recovery of 81% of the pectinolytic activity that was present in the medium. In the
concentration tests, ultrafiltration of concentrated extract with no previous treatment resulted in
59% of enzyme activity recovery and in a final permeate flux of about 11 L/m#h. On the other
hand, the operation protocol that included the use of activated charcoal, microfiltration and
ultrafiltration presented enzyme recovery of 74% and final permeate flux of 24 L/m?h, results that
demonstrate the importance of pre-treatments in this process. Previously to the preparation of
enzyme formulations, a volume of 30 L of enzyme extract was 103-fold concentrated by
ultrafiltration, with 69% of enzyme recovery, and a final 663-U/mL extract was obtained. This
concentrated extract was formulated with 20, 30, 40 and 50% (w/w) of glycerol and 2% (w/w) of
KCI and evaluated for 59 weeks with respect to the enzyme activity conservation at 5°C. At the end
of the test period, the blank sample (with no additives) presented an activity decrease of 25% and
also microbial contamination, whereas the formulations preserved 100% of the initial activity along
the experiment. The 50%-glycerol formulation was used for Bordé grape maceration and for
depectinization of apple, Rosé grape and blackberry juices, showing statistically similar results to
those obtained with the commercial preparations Novozym 33095 and Pectinex Ultra SP-L used as
reference. The results attained in this work pointed out to the possibility of scaling-up this process,
from the enzyme production in solid-state cultivation to the achievement of an enzyme formulation
that has shown potential to be used in the industry of fruit juice.

Keywords: pectinases; solid-state cultivation; recovery, concentration; formulation; fruit juices
treatment.



1. INTRODUCAO

As enzimas pectinoliticas, ou simplesmente pectinases, sdo empregadas em grandes
quantidades em diversos segmentos industriais. Na industria de alimentos, por exemplo,
estas enzimas sao utilizadas na maceracao de polpas de frutas, na extracéo e clarificacdo de
sucos e na industria de vinhos. O Brasil, em especial o0 Rio Grande do Sul, possui alto
potencial para producdo de sucos de frutas e vinhos, setores que consomem grandes
volumes de preparagdes pectinoliticas. Esse consumo tende a crescer a cada ano e, com
isso, a demanda por enzimas pectinoliticas também vem crescendo, 0 que motiva a
producdo nacional dessas preparacoes.

As pectinases sao produzidas principalmente por fungos filamentosos, como por
exemplo, o Aspergillus niger. O cultivo submerso (CSm) &, ainda, 0 modo de operacao
mais utilizado na producdo dessas enzimas, o que pode estar relacionado a dificuldade no
escalonamento de biorreatores utilizados em cultivo em estado sélido (CES). Porém, ha um
grande interesse nesse tipo de cultivo, como indicado no crescente nimero de pesquisas
nessa area (Thomas et al., 2013). De um modo geral, esses estudos apontam como
vantagens no CES, a producdo das enzimas de forma mais concentrada, o design de
reatores mais simples e o0 uso de substratos de baixo custo. Entre os diferentes tipos de
biorreatores usados nos CES, os de tambor rotativo se destacam por promoverem a mistura
do meio atraves da rotacdo do proprio tambor, permitindo a remocao de calor e uma maior
difusdo de oxigénio e gas carbonico.

As caracteristicas do meio de cultivo e das biomoléculas de interesse tornam a
recuperacdo desses produtos uma etapa complexa do processo, sendo tdo ou mais
desafiadora que o estudo e o desenvolvimento da etapa de cultivo, pois ndo ha protocolos
de aplicacdo geral. As enzimas podem ser recuperadas através de métodos que se baseiam
em certas caracteristicas como solubilidade, massa molar, carga elétrica, polaridade e
afinidade por determinado composto. No entanto, a maior dificuldade nos processos de
recuperacdo esta em encontrar as melhores estratégias que garantam a preservacédo de todas
as caracteristicas do produto final necessarias a sua utilizacdo. A manutencdo da
estabilidade e a permanéncia do nivel desejado da atividade por longos periodos, por
exemplo, sdo duas importantes caracteristicas desejaveis para a obtencdo de formulacdes
enzimaticas de qualidade.

Apos a produgdo das enzimas, o extrato enziméatico é geralmente concentrado,

sendo a tecnologia de separagdo por membranas, uma ferramenta eficiente para tal



procedimento. No caso dos processos de separacdo por membranas, como a ultrafiltracdo,
por exemplo, esses se diferenciam de outros processos da engenharia bioquimica pelo fato
de a separagdo estar relacionada com a diferenca de tamanho ou carga das moléculas em
solucdo. Dependendo do ponto de corte molecular da membrana, apenas solvente e
impurezas menores passam através dos poros e as macromoléculas de interesse, neste caso,
as enzimas, podem ser parcialmente purificadas, concentradas ou separadas. Além disso,
0S processos com membranas ndo necessitam de aditivos, podendo ser conduzidos em
condicdes de baixa temperatura e pressao, significando baixo consumo de energia, e ainda
facilmente combinados com outras técnicas de separacdo. Essas caracteristicas permitem
minimizar a degradacdo, desativacao ou desnaturacdo dos produtos bioldgicos obtidos.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo geral desenvolver um processo de

obtencdo de extratos enzimaticos pectinoliticos concentrados — com producao das enzimas
em biorreator de tambor rotativo com Aspergillus niger LB-02-SF e concentragdo por
ultrafiltracdo —, visando a formulacdo de um produto enzimatico para aplicacdo no
tratamento de sucos de frutas. Para que o objetivo geral fosse alcancado, os seguintes
objetivos especificos foram previstos:

e avaliar o processo de producdo de pectinases por A. niger LB-02-SF em cultivo em

estado solido em biorreator de tambor rotativo, variando-se o periodo de agitacdo, a

temperatura do cultivo, o volume de ocupagdo do reator e o fluxo especifico de

aeracdo do meio;

e definir as condi¢fes de extracdo da enzima a partir do meio sélido;

e estabelecer um protocolo para a concentracdo do extrato enzimatico por

ultrafiltracao;

e caracterizar os extratos enzimaticos produzidos quanto a presenca das diferentes

enzimas pectinoliticas e outras enzimas despolimerizantes;

e definir uma formulacdo para a preparacdo enzimatica e avaliar a sua estabilidade

em funcdo do tempo de estocagem;

e testar a formulacdo enzimatica na maceracdo de uvas tintas e na clarificacdo de

sucos de magcd, uva rosada e amora.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serdo apresentados os referenciais bibliograficos relacionados a
producdo de pectinases, abordando principalmente a producao por cultivo em estado sélido

e a técnica de separacdo por membranas para obtencdo de extratos concentrados.

2.1 Substéancias pécticas e pectinases

As substancias pécticas compdem um grupo complexo de polissacarideos acidos
encontrados na matriz celular entre a parede priméaria e a lamela média de vegetais
(Gummadi & Panda, 2003), como ilustrado na Figura 1. A literatura descreve as
substancias pécticas apresentando como constituintes béasicos, unidades de &cido
galacturdnico ligadas entre si por ligacdes a-1,4 (Sharma et al., 2013; Jayani et al., 2005).
A porcgdo linear da cadeia é conhecida como homogalacturonana e é parcialmente
esterificada. A porcdo ramificada apresenta cadeias laterais formadas principalmente por
acucares como ramnose, galactose, arabinose e xilose (Yapo, 2011). As substancias
pécticas podem estar presentes nas células das plantas na forma de protopectina (insolavel
em &gua), acido péctico (ndo apresenta grupos esterificados), acido pectinico (apresenta de
0 a 75% de grupos esterificados) e pectina (apresenta um minimo de 75% de grupos
esterificados). Em frutas ndo maduras, por exemplo, a forma insolivel da pectina
(protopectina) esta presente ligada a microfibrilas de celulose, conferindo rigidez a parede
celular. Durante o amadurecimento, as enzimas presentes na prépria fruta alteram a
estrutura dessa pectina, resultando em uma molécula mais soltvel (Pedrolli et al., 2009). A
presenca de substancias pécticas na parede celular vegetal com diferentes caracteristicas é
a provavel razdo para a existéncia de diversas formas de enzimas pectinoliticas (Jayani et
al., 2005).

Parede celular Vegetal

Lamela

média
Pectina —— ==
- Parede
celular
Hemicelulose primaria
Microfibrilas /' +] Membrana

de celulose | plasmética

Figura 1 — Representacdo da estrutura da parede celular de plantas (Adaptado de Sigma —
Aldrich, 2014).



As enzimas pectinoliticas, ou pectinases, sdo um grupo heterogéneo de enzimas que

hidrolisam substancias pécticas. Essas enzimas podem ser divididas em dois grandes

grupos, definidos pelo seu modo de acdo e substrato de preferéncia, como mostra o

Quadro 1 (Kashyap et al., 2001; Jayani et al., 2005). As enzimas despolimerizantes agem

catalisando a quebra das ligagdes a-1,4 da cadeia principal do polissacarideo péctico,

enquanto a desmetoxilante desesterifica a pectina a &cido péctico por remocao dos residuos

metoxila.

Quadro 1 — Classificacdo e modo de agéo das pectinases (Kashyap et al., 2001; Jayani et

al., 2005).
Tipo de pectinase E.C. no | Substrato Modo de agéo
1. Desmetoxilante
) Catalisa a desesterificagdo dos grupos
a) Pectina . . ) . o
) 3.1.1.11 Pectina metoxila da pectina, produzindo acido
metilesterase o
péctico e metanol.
2. Despolimerizantes
(a) Hidrolases
(i) Endo- 32115 Acido Hidrolisa aleatoriamente as ligagdes a-1,4
Poligalacturonases T péctico | entre unidades de acido poligalacturdnico.
. . Hidrolisa as ligagcGes sucessivas do acido
(ii) Exo- Acido . L ) )
) 3.2.1.67 o poligalacturénico a partir da extremidade
Poligalacturonases péctico 3
n&o-redutora.
(b) Liases
Acid Rompe as ligagdes glicosidicas internas entre
cido
(i) Endo-Pectatoliase 4222 i residuos de 4&cido péctico por trans-
péctico L
eliminacéo.
Rompe as ligagdes glicosidicas internas entre
- ) Acido residuos de &cido galacturbnico por trans-
(ii) Exo-Pectatoliase 4229 o L ] o 3
péctico eliminacdo, a partir de terminais néo
redutores.
) Rompe as ligacGes glicosidicas entre
(iif) Endo-Pectina . i . .
4.2.2.10 Pectina residuos de acido galacturonicos por trans-

liase

eliminac&o.

E.C. no — nimero de cddigo da enzima




A Figura 2 ilustra o mecanismo de a¢do de algumas das enzimas do complexo
pectinolitico. A pectina metilesterase remove 0s grupos metoxila da cadeia principal
altamente metoxilada, a qual esta representada pela letra ‘a’, reduzindo seu grau de
esterificacdo. Isso possibilita que as poligalacturonases hidrolisem a cadeia de forma
aleatoria (endo-PG) ou a partir de seus terminais (exo-PG). Essas enzimas atuam somente
em substrato de baixo grau de metoxilacdo representado pela letra ‘b’. J4 a pectina liase
rompe as ligacbes glicosidicas entre os residuos de &cido galacturénico por trans-
eliminacdo, sem interferéncia no grupo éster, o qual € responsavel por aromas especificos
dos sucos de frutas e pela liberacdo de metanol, que é téxico (Yadav et al., 2009). A
pectina liase é a Unica pectinase capaz de atuar sem a acdo das demais pectinases,

independentemente do grau de esterificacdo da cadeia de pectina.

0 Pectina metil esterase

Residuo de acido
galacturdnico nao

esterificado
Pectina liase } CH; OH H,0
COOCH;3 COOCH; COOH CO|OCH;3 COOH
/ (0] 0 0]
coocts OH Of\ o \9 OH \ OH \9 OH \9
q/,/o\\ /NN NN
| | | l | I | | | |
OH OH OH OH
] \OH/(OH i
(—\ 5 Exo-poligalacturonase
Residuo de acido OH
galacturdnico
@ Terminal ndo redutor COOH COOH COOH COOH COOH
da cadeia de acido
poligalacturénico HO \ ‘\L \ \
\(J)H \(J)H \(])H Q
OH OH OH OH OH

Endo-poligalacturonase
pectato liase

Figura 2 — Mecanismo de acdo das enzimas pectinoliticas (NCBE, 2000).

2.2 Aplicacao das pectinases no processamento de sucos de frutas

As pectinases possuem grande destaque na industria de alimentos, atuando

principalmente na maceracdo dos tecidos vegetais. Também sdo utilizadas em inumeros



processamentos industriais, como na industria téxtil, processamento do café, extracdo de
6leo, tratamento de &guas residuérias contendo material pectinico, extracdo e clarificacdo
de sucos de frutas, sendo ainda aplicada na industria do papel (Sharma et al., 2013; Jayani
et al., 2005; Gummadi & Panda, 2003; Shanley et al., 1993).

As substancias pécticas sdo responsaveis pela consisténcia, turbidez e aparéncia
dos sucos de frutas, causando um consideravel aumento na viscosidade, o que dificulta os
processos de filtragdo e concentracdo (Alkorta et al., 1997). A extracdo de sucos é feita,
habitualmente, por prensagem mecanica que provoca o rompimento das paredes celulares
das células do mesocarpo levando a libera¢do do suco. Frutas ricas em pectina geram sucos
com alta viscosidade e turbidez, uma vez que residuos de pectina e outros polissacarideos
sdo arrastados da parede (Lea, 1998), e podem formar agregados com proteina e polifendis
(Siebert et al., 1996), contribuindo para a turbidez do produto.

Para minimizar esse problema, as enzimas pectinoliticas sdo usadas para
despectinizacdo dos sucos de frutas, como ilustrado na Figura 3, operacdo cujos detalhes
foram mostrados por Kashyap et al. (2001) e Pinelo et al. (2010) conforme se segue. Os
sucos sdo ricos em particulas insolUveis, constituidos por um ndcleo proteico com carga
superficial positiva envolvido por moléculas de pectina carregadas negativamente. Esta
carga causa repulsdo entre as moléculas de pectina. Ao adicionarem-se as pectinases ao
suco, a pectina é degradada e parte do nucleo proteico carregado positivamente é exposto
reduzindo a repulsdo eletrostatica entre as particulas em suspensdo. Essas particulas se
agregam formando grandes aglomerados que tendem a precipitar reduzindo a turbidez e
facilitando as etapas posteriores do processamento do suco.

Particula com

Particula em parte da pectina oo ©
suspensdo removida o gL 08: 9 & Sl o
expondo a 2 o B Do e S
oLmme o Camada proteina > & o i 2 2 °

° Y, 4 © °
% B de pectina 2 ) =

e

° / e A
©e ° ° ® o © °
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Proteico ° ° B
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Figura 3 — Despectinizacdo de suco de maca: hidrélise da pectina gera agregacdo de

particulas e posterior precipitagdo (NCBE, 2000).

As pectinases podem ser usadas em diferentes estagios da producédo de sucos, como

na maceragéo para a obtengé@o da polpa e na despectinizacdo do suco. Na maceracao, as



enzimas diminuem a viscosidade e facilitam a etapa de prensagem da polpa aumentando o
rendimento. Na etapa de clarificagéo, as pectinases hidrolisam a pectina residual reduzindo
a viscosidade e turbidez dos sucos (Grassin & Fauquemberg, 1996). O Quadro 2 mostra
exemplos de aplicacGes de pectinases na maceracdo e na despectinizacdo de diferentes
sucos de frutas. No caso da obtencédo de suco de uva, assim como na fabricacdo de vinho, a
adicdo de pectinases € requerida em diferentes fases do processo. Durante 0 esmagamento
das uvas, 0 uso de enzimas melhora as caracteristicas visuais (cor e turbidez), devido a
maior liberacdo de antocianas para o suco, além de aumentar o rendimento de extracao
(Jayani et al., 2005). Quando adicionadas ao vinho fermentado, as enzimas pécticas
promovem o aumento da velocidade de filtracdo e de clarificagdo devido a suspensao de
particulas indesejadas.

Embora o uso das enzimas seja favoravel ao rendimento dos sucos de frutas,
diferentes tratamentos enzimaticos podem afetar significantemente o perfil sensorial do
produto final, sendo necesséario cuidado no momento da selecdo das enzimas e dos
parametros do tratamento (Laaksonen et al., 2012). Outro fator importante no desempenho
das enzimas sdo as caracteristicas do substrato, j& que a mesma variedade da fruta pode
apresentar diferentes valores de acidez, pH e contetdo de inibidores, gerando diferentes
resultados (Zielinski et al., 2014).

O Brasil, como grande produtor de sucos de frutas que &, contribui
significativamente para o cenario mundial de consumo de enzimas pectinoliticas. No
estado do Rio Grande do Sul, por exemplo, onde, segundo Ibravin (2015), a produgéo de
suco de uva pronto para o consumo chegou a 33 milhdes de litros em 2013, consomem-se
grandes quantidades de enzimas pectinoliticas durante a operacdo de maceracdo, para
aumentar o rendimento do produto, e na despectinizacdo, para a obtencdo de um produto
com maior estabilidade durante a estocagem. Apenas como exercicio, tendo como base a
producdo de suco de uva no Rio Grande do Sul em 2013, e considerando-se a dosagem
minima indicada pelos fornecedores, cerca de 3 g de enzima por 100 kg de fruta, é possivel
estimar que o consumo de enzimas pectinoliticas, apenas para este fim, tenha ultrapassado

1 tonelada.



Quadro 2 — Efeito do tratamento enzimatico em sucos de frutas.

Tratamento Resultados Referéncias
Suco de groselha foi obtido apds a maceragéo da fruta com
dez diferentes enzimas comerciais. Dosagem, tempo e
temperatura de maceracdo, rendimento, turbidez, teor de Landbo & Meyer
antocianinas e polifendis foram avaliados. Os melhores (2004)
resultados foram conduzidos a 60°C por 30 minutos com
dosagem de 0,18 mL de enzima por 100 g de substrato.
Tempo, temperatura de reagcdo e concentragdo de
pectinases foram estudados na obtengéo de suco de banana. Sagu et al.
3 Reducdo de viscosidade, aumento na clarificacdo e teor de (2014)
Maceragdo | hojifengis foram utilizados como resposta na otimizagéo do
processo.
Pectinases comerciais foram testadas na maceracdo de
macad utilizando frutos em diferentes estagios de
maturacdo. A extracdo de compostos fenolicos foi o
aumentada em magas verdes e maduras, porém, macas em | Zi€linski etal.
estagio de senescéncia ndo apresentaram aumento no teor (2014)
de polifendis. Os autores sugerem que na maturacdo, as
enzimas enddgenas sejam capazes de solubilizar a pectina
e demais componentes.
A despectinizagdo dos sucos de macd e mirtilo com
pectinases produzidas por A. niger em CES, promoveu Sandri et al.
reducdo de turbidez, reducdo de viscosidade e aumento na (2013)
clarificacdo sem afetar o teor de compostos fenolicos e a
capacidade antioxidante dos sucos.
Pectinases e xilanases produzidas por A. awamori em CES, ]
utilizando bagaco de uva e cascas de laranja como Diaz et al.
Despectinizagdo | substrato, foram utilizadas na reducdo de turbidez e (2013)
viscosidade de suco de laranja.
A extracdo de polifendis de suco de uva por adicdo de | Martino et al.
pectinases foi favorecida quando o sistema foi mantido em (2013)
temperaturas acima de 50°C.
Suco de limao foi tratado com pectinases para reducdo de | Maktouf et al.
viscosidade e turbidez promovendo aumento do fluxo de (2014)

permeado durante a clarificagéo por ultrafiltragéo.

A seguir, sdo listadas as vantagens da aplicagdo de pectinases na producdo de sucos

de frutas de acordo, conforme Whitehurst & Oort (2010), considerando-se diferentes

aspectos:

e economia - as enzimas aumentam a produtividade global do processo, sendo o

seu uso essencial para a reducdo do tempo de processo (clarificagéo, filtracao,




concentragdo); como resultado, o suco se mantem estavel por mais tempo sem a
necessidade de adicdo de aditivos;

e qualidade - o processamento rapido dos sucos com o uso de enzimas diminui o
risco de contaminagdo por microrganismos e reduz a oxidagdo, aumentando o
tempo de prateleira do produto; as pectinases facilitam a extracdo de
componentes como as antocianinas, aromas e polifendis antioxidantes,
conhecidos por seu efeito positivo na salide humana, particularmente na

prevencéo de doengas do coragéo.

2.3 Microrganismos produtores de pectinases

Entre os diversos microrganismos produtores de pectinases podem ser citadas
espécies bacterianas e flngicas pertencentes aos géneros Bacillus, Erwinia,
Kluyveromyces, Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Pseudomonas, Penicillium e
Fusarium, entre outras. Porém, fungos filamentosos do género Aspergillus sdo o0s
microrganismos mais comumente usados na producdo dessas enzimas em larga escala
(Kashyap et al., 2001, Jayani et al., 2005). Cada linhagem desses microrganismos pode
melhor se adequar a um ou outro tipo de processo de producdo, bem como produzir
complexos enzimaticos diferentes.

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), de acordo com a
Resolugdo RDC n° 205, de 14 de novembro de 2006, regulamenta as enzimas e as
preparacdes enzimaticas de origem microbiana permitidas na preparacdo de alimentos
destinados ao consumo humano (Brasil, 2006). Entre os microrganismos permitidos,
incluem-se: A. awamori, A. foetidus, A. niger, A. oryzae, P. simplicissium, R. oryzae, T.
reesei. Nos Estados Unidos da América (EUA), a grande maioria das preparacles
comerciais utilizadas no processamento de sucos de frutas é produzida por espécies de
Aspergillus, principalmente o A. niger (Quadro 3), o qual apresenta a classificacdo GRAS
(generally recognized as safe) do FDA (Food and Drugs Administration), o que permite o
uso de seus metabolitos na producéo de alimentos (FDA, 2002).
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Quadro 3 — Exemplos de preparagdes pectinoliticas comerciais produzidas por linhagens
de Aspergillus.

Enzima

Microrganismo

Empresa
produtora/Referéncia

Pectinex Ultra SP-L

Aspergillus aculeatus

*Novozymes (2015)

Pectinex Ultra Clear

Aspergillus aculeatus
Aspergillus niger

Novozymes (2015)

Pectinex Ultra Color

Aspergillus aculeatus
Aspergillus niger

‘Novozymes (2015)

Pectinex Ultra Mesh

Aspergillus aculeatus

Aspergillus niger

YNovozymes (2015)

Novozym 33095

Aspergillus aculeatus

Aspergillus niger

*Novozymes (2015)

Rohapect 10L

Aspergillus niger

Rohm Enzyme (2015)

Rapidase Vino super L

Aspergillus niger

DSM (2015)

Rapidase Adex-D

Aspergillus sp

"DSM (2015)

2.4 Processos de producdo de pectinases

As pectinases microbianas podem ser produzidas por dois tipos de processos
(Schmidell et al., 2001):

e processo submerso (CSm), caracterizado pela presenca de agua livre;

e processo em estado sélido (CES), caracterizado pela auséncia de agua livre e

um méaximo de 80% de umidade no meio.

A Figura 4 mostra um fluxograma comum para ambos 0S processos, em que as
etapas envolvidas sdo a utilizacdo do microrganismo produtor, preparacdo e esterilizacédo
do meio de cultivo e o controle dos parametros do processo de producéo.

Cada processo de producdo (submerso ou estado solido) apresenta vantagens e
desvantagens com relagcdo ao controle das condi¢bes de operacdo. No Quadro 4, é
apresentado um resumo das principais diferencas entre os processos, segundo Mitchell et
al. (2006), Holker & Lenz (2005) e Prabhakar et al. (2005).



Manutencdo da
cultura

v

Inéculo

11

Preparacéo do
meio de cultivo

v

Esterilizagéo

T

Controle dos

Processo de

parametros

producéo

Figura 4 — Fluxograma das etapas do processo de produgdo de enzimas (upstream)

(Adaptado de Lima et al., 2001).

Quadro 4 — Diferencas entre o processo de cultivo em estado sélido e cultivo submerso.

Cultivo em estado s6lido (CES)

Cultivo submerso (CSm)

Meio apresenta ate 80% de umidade; as hifas

sdo expostas ao ar podendo ser ressecadas

Meio é geralmente solubilizado em agua; as

hifas se mantém hidratadas

Baixo risco de contaminacéo devido a baixa

atividade de 4gua

O risco de contaminacao é maior

Espessura do meio dentro do reator é

pequena (baixo volume de ocupacdo)

Geralmente o volume util do reator é ocupado

Substrato solido fornece nutrientes

Os nutrientes estdo dissolvidos no meio

liquido

O, é livremente disponivel na superficie da

particula

A disponibilidade de O, pode ser controlada

razoavelmente bem

Ocorrem gradientes de temperatura, pH e
umidade ao longo do cultivo (dificil

controle)

Os
geralmente controlados ao longo do cultivo

pardmetros pH e temperatura sdo

Movimento das particulas do substrato
solido pode causar impacto e danos severos

ao microrganismo

Agitacdo dos biorreatores, geralmente

proporciona ambiente de baixo cisalhamento

Problemas causados por inibicdo séo baixos

Inibicdo por substrato e produto sdo mais

frequentes

Adaptado de Mitchell et al. (2006), Holker & Lenz (2005) e Prabhakar et al. (2005).
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De um modo geral, o cultivo em estado sélido representa uma alternativa
interessante para a producdo de enzimas, porque 0S microrganismos produzem os
metabolitos de forma concentrada, com alta estabilidade e baixa repressao catabdlica
(Holker & Lenz, 2005). Além disso, alguns estudos apontam para a maior produtividade
em CES que em CSm, devido ao menor tempo em que a enzima é produzida (Yoon et al.,
2014; Maldonado & Strasser de Saad; 1998; Taragano & Pilosof, 1999). A partir da
producdo enzimatica mais concentrada, 0s custos operacionais do processo podem ser
minimizados. Por exemplo, reatores com desenho e controles mais simples, além da baixa
umidade no meio de cultivo tornam o processo mais econdmico e com baixo risco de
contaminagdo por bactérias. Porém, a grande quantidade de &gua presente no processo
submerso, tem como vantagem a elevada condutividade térmica do meio aquoso, 0 que
facilita a dispersdo do calor, homogeneidade de temperatura, pH, concentracdo de
nutrientes e produtos. Geralmente, o pH ndo é controlado em CES, j& que a variacdo deste
parametro no meio sélido é pequena durante o cultivo (Fontana et al., 2005), procedendo-
se, em geral, apenas o ajuste do pH inicial (Chutnamop et al., 2008). J4 em CSm, o pH €
um parametro importante a ser controlado para garantir a producéo elevada de pectinases
como mostrado no trabalho de Meneghel et al. (2014). O aumento de viscosidade do meio
de cultivo causado pelo crescimento celular € outro pardmetro a ser controlado e que
influencia diretamente nas condicdes de mistura e na transferéncia de calor e massa
(Meneghel et al., 2014; Fontana et al., 2009).

Uma grande diferenca entre 0 CSm e CES esta na capacidade de mistura. O CSm é
geralmente perfeitamente misturado, ou seja, em qualquer parte do reator e em qualquer
tempo, havera a mesma concentracdo de microrganismo, nutrientes e metabdlitos (Gervais
& Molin, 2003). Em CES, apesar dos mecanismos de agitacdo presentes em alguns
biorreatores, a homogeneizacdo do meio nem sempre é eficiente apresentando regides de
maior e menor crescimento e produgdo. Além disso, sabe-se que o cada processo de
cultivo é responsavel por produzir enzimas com diferentes caracteristicas (Minjares-
Carranco et al. 1996). Diferentes enzimas podem ser produzidas em cada processo de
cultivo pelo mesmo microrganismo, ou seja, enzimas produzidas em CES podem ndo ser
produzidas em CSm e vice-versa (Maldonado & Strasser de Saad, 1998; Barrios-Gonzélez,
2012).

Apesar das diferencas entre os dois processos de cultivo, como apontadas acima por
diversos autores, o CES pode ser utilizado na produgéo de pectinases com as vantagens do

emprego de residuos da agroindustria como substrato e o uso de biorreatores de facil
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operacdo. Na verdade, os parametros envolvidos nesse tipo de processo e 0 comportamento
do microrganismo ainda precisam ser esclarecidos para que o CES seja vantajoso do ponto

de vista industrial.

2.4.1 Cultivo em estado sélido

O cultivo microbiano em estado solido (CES) é caracterizado pela utilizagdo da
matriz solida e pela auséncia de agua livre, onde a matriz atua como suporte e como fonte
de nutrientes para o desenvolvimento do microrganismo (Singhania et al., 2009). O CES ¢
utilizado ha muito tempo para producéo de diversos alimentos e molhos como, koji, miso e
shoyu. Atualmente, o CES é utilizado de forma economicamente vidvel para a producédo de
produtos de alto valor agregado como enzimas, &cidos organicos, pigmentos,
polissacarideos, compostos aromaticos, biopesticidas, etc. (Damasio et al., 2011, Soccol et
al., 2003).

Como substrato ou suporte soélido, sdo utilizados diferentes residuos da
agroindustria. Entre os residuos agroindustriais aplicaveis a cultivos sélidos, podem-se
citar o bagaco de cana-de-agucar, farelos de soja e trigo, cascas e polpa de frutas, entre
outros. A pectina, por exemplo, que atua como fonte indutora para a producdo de
pectinases, pode ser fornecida utilizando bagaco de maca e cascas de frutas citricas como
substrato (Castilhos et al., 2000, Patil & Dayanand, 2006, Martinez-Trujillo et al., 2011).

2.4.2 Biorreatores utilizados em cultivo em estado sélido

Em CES, podem ser utilizados biorreatores de diferentes escalas. Desde frasco a
biorreatores de escala laboratorial, piloto e industrial com controles de temperatura,
umidade, aeracdo, agitacdo e grandes capacidades de trabalho (toneladas) (Durand, 2003).
Entre os biorreatores usados estdo os de leito empacotado, tambor rotativo, leito fluidizado
gas-solido, além de outros biorreatores com diferentes modos de agitacdo (Michtell et al.,
2006). Esses biorreatores sdo classificados de acordo com o padrdo de aeracdo e presenca
de agitacdo:

e biorreatores com aeracao superficial e sem agitacao;
e biorreatores com aeracdo forgada e sem agitacao;
e biorreatores com aeracao superficial e com agitacao;

e biorreatores com aeracao forcada e com agitacéo.
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A Figura 5 ilustra a classificacdo dos tipos de biorreatores em fungéo da presenca
de agitacéo do sistema e o tipo de aeracéo.

Sem agitacdo

Agitagao > (ou muito Agitacdo continua intermitente
1 Aeragéo infrequente)
GRUPO | GRUPO Il
Aeracao superficial E—
BRsEmd | y e 1
(o ar passa ao redor do rEaRed : _6 -%ﬁ
leito) BeARena
Bandeja Tambor rotativo Tambor agitado
GRUPO II GRUPO IV
A A

Aeracao forcada

(o ar é soprado através do
leito)

000000000000,

:

Leito empacotado

Leito Leito Tambor

fluidizado agitado de balango

Figura 5 — Classificacdo dos biorreatores de acordo com as caracteristicas do tipo de
aeracdo e presenca de agitacéo do sistema (Mitchell et al., 2006).

A ampliacdo de escala ainda é um dos maiores desafios do CES, devido a
dificuldade de controles de transferéncia de calor e massa. A transferéncia de oxigénio, por
exemplo, € um dos pardmetros mais complexos, que afeta o controle de outros dois
parametros: a temperatura e o contetido de agua contido no meio so6lido (Durand, 2003). O
acumulo de calor no meio solido é uma das maiores dificuldades encontradas no CES, o
que consequentemente limita a espessura do leito.

Em reatores do tipo bandeja, geralmente a quantidade de meio é limitada a uma
altura de poucos centimetros, devido a dificuldade de remocdo de calor que se d& em
funcédo da aeracdo superficial do leito (Khanahmadi et al., 2006).

Ja o biorreator de tambor rotativo apresenta como vantagem a agitacdo do meio
com controles de tempo e velocidade que beneficiam o crescimento e a producdo de
enzimas (Thomas et al., 2013, Bhargav et al., 2008). De acordo com Mitchell et al. (2000),
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em biorreatores de tambor rotativo ou agitado, quando empregado o sistema de agitagdo
intermitente, o biorreator opera como uma bandeja durante o periodo estatico e, durante os
eventos de agitacdo, é possivel homogeneizar a temperatura e melhorar as transferéncias de
calor e massa. No trabalho de Reu et al. (1993), a temperatura do cultivo de Rhizopus
oligosporus na producdo de tempe (produto a base de soja) foi realizada por um sistema de
controle de temperatura e fluxo de ar, velocidade, dire¢do e tempo de rotacdo do biorreator.
No sistema estatico, a temperatura maxima atingida foi de 44°C, enquanto o cultivo
agitado pode ser controlado em 34°C devido aos eventos de agitacdo associados aos
controles citados acima. Isso levou ao um aumento do tempo de cultivo, o que nédo era
possivel em sistema estatico devido ao acUimulo de calor gerado, melhorando as
caracteristicas do produto.

Os reatores de leito empacotado usam aeracdo forcada através do leito estéatico.
Esse tipo de biorreator oferece como vantagem a alta densidade de empacotamento (carga
de substrato por volume do biorreator). Porém, o tamanho das particulas de substrato deve
ser adequado para garantir a passagem de ar (Thomas et al., 2013). O maior problema
nesse tipo de reator € o acumulo de calor, 0 que diminui a umidade do meio limitando o
crescimento no interior do leito e reduzindo a formagao de produto (Bhargav et al., 2008).
O aumento da umidade do ar e 0 uso de trocadores de calor sdo geralmente utilizados para
solucionar esse problema.

A Tabela 1 apresenta trabalhos encontrados na literatura para a producdo de
pectinases utilizando biorreator de bandeja e de tambor rotativo. Diferentes condi¢fes de
cultivo foram usadas na produgdo como: substrato, temperatura, umidade e fluxo de ar.
Esses trabalhos apresentam resultados que sugerem a utilizacdo de cada biorreator como
uma alternativa promissora na producdo de pectinases, porém, a comparacdo entre 0s
valores de atividade enzimatica de cada trabalho ndo é possivel por ndo existir um método
padrdo adotado para a medida.

A influéncia dos diferentes pardmetros operacionais relacionados ao CES sera

apresentada a seguir.
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Tabela 1 — Comparacdo entre biorreatores utilizados na producdo de pectinases.

Condicbes operacionais

. . . Tambor Tambor Tambor Tambor
Tipo de biorreator Bandeja . . . .
rotativo horizontal rotativo horizontal
Massa de meio (g) 3 10 2000 1650 6000
Substrato CL BU-CL CcC FT BM
Temperatura (°C) 30° 30° 30° 30° 25°
Umidade (%0) 70 70 60 55 50
Agitacdo Né&o Intermitente Sim Intermitente Intermitente
Aeracdo (L/min) 1,94x10™ 0,120 2 0,6 1
Pectinase (U/g) 56° 8,77 265 107 -
. . Rodriguez- . Berovic
Referéncia Rzlgizet al. Dzlgli 1et al. F:r(:léggzz etal. Pc;léc(i)c;ro Osfr(;)\:/ercéik
( ) ( ) (2011) ( ) (1997)

Vol. Ocup. — volume de ocupacdo; CL — Casca de limdo; BU — bagaco de uva; CL — casca de laranja; CC —
casca de citricos; FT — farelo de trigo; BM — bagaco de maca. *temperatura controlada; ® temperatura no
inicio do cultivo; ® valor estimado

2.4.3 Efeito dos parametros operacionais

Em CES, os parametros operacionais como pH, temperatura, umidade, suprimento
de oxigénio, espessura do leito e frequéncia de agitacdo podem apresentar efeito
significativo no crescimento celular e na formagdo do produto. Para esclarecimento, uma
breve revisdo foi realizada sobre a influéncia desses pardmetros no processo em estado

solido.

2.4.3.1 pH

Em CES, o pH é um pardmetro de dificil controle, sendo geralmente apenas
ajustado no inicio do cultivo. Como vantagem, o pH apresenta uma variacdo pequena
durante o CES na producéo de poligalacturonases por A. niger e A. oryzae como mostrado
nos trabalhos de Fontana et al. (2005) e Heerd et al. (2012), respectivamente. As mais altas
atividades de pectinases sdo obtidas em pH &cido, na faixa de 3 a 5 (Fawole & Odunfa,
2003; Fontana et al., 2005; Patil & Dayanand, 2006).

2.4.3.2 Temperatura

A temperatura e a transferéncia de calor do meio de cultivo s&o fatores que
influenciam fortemente o crescimento do microrganismo e a producdo enzimaética
(Bhargav et al., 2008). Em alguns casos, o acumulo de calor no meio, resulta em

temperaturas altas o suficiente para causar a desnaturacdo do produto formado, podendo
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exceder em até 20°C o valor ideal de incubacdo (Pandey, 2003). Segundo Hélker & Lenz
(2005), devido ao acimulo de calor gerado pelo metabolismo microbiano e & auséncia de
agua livre no meio, o resfriamento do substrato se da por evaporacdo. Para isso, 0 sistema
necessita de alta intensidade de aeracdo. Ainda segundo 0s mesmos autores, a agitacao
pode ser outro meio de reduzir a temperatura do cultivo, porém muitos microrganismos
podem ser sensiveis ao cisalhamento causado pelo movimento das particulas.

Meien et al. (2004), verificaram que gradientes de temperaturas s@o inevitaveis em
biorreatores de grande escala. Porém, um controle razoavel da temperatura do meio pode
ser atingido manipulando a temperatura do ar de entrada saturado em umidade.

O acumulo de calor no substrato sélido é responséavel, também, por limitar a
espessura do meio (Thomas et al., 2013). Chen et al. (2005), verificaram que, para um
meio de cultivo com espessura de 9 cm em biorreator de bandeja, ocorreu uma distribuicao
de temperatura com gradiente em torno de 3°C, apesar da aeracéo forcada. Os estudos em
CES, principalmente para aumento de escala do processo, se direcionam na tentativa de
encontrar medidas que assegurem a homogeneidade de temperatura do sistema e a remog¢éo

de calor de forma eficiente.

2.4.3.3 Umidade

Em CES, a baixa umidade do substrato limita o crescimento e o metabolismo do
microrganismo (Bhargav et al., 2008). Altos niveis de umidade resultam em reducdo da
porosidade do substrato, o que impede a penetracdo do oxigénio (Pandey, 2003). No
trabalho de Demir & Tari (2014), a maxima atividade pectinolitica foi obtida com o
aumento da umidade inicial do meio de 40 para 62%. Os autores sugerem que ao
aumentar-se a umidade do meio, realizada por adicdo de agua destilada, as particulas de
farelo de trigo incharam mais, aumentando a area de superficie. Além disso, o alto
contetdo de umidade, possivelmente, aumentou a solubilidade dos nutrientes encontrados
na estrutura do substrato. A umidade pode aumentar com o tempo de cultivo, devido ao
metabolismo do fungo, ou diminuir quando altos valores de fluxo de ar sdo empregados. O
ideal é monitorar a umidade durante o cultivo e avaliar a faixa em que ocorre maior
producdo enzimatica. Na literatura, por exemplo, sdo encontrados diferentes valores de
umidade em que a producdo de pectinases é realizada, variando na faixa de 40 a 80%
(Castilhos et al., 2000; Kalogeris et al., 2003; Fontana et al., 2005; Silva et al., 2005).
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2.4.3.4 Aeracao

Em CES, segundo Gervais & Molin (2003), a aeracdo tem duas fungdes essenciais:
i) fornecer oxigénio para o metabolismo aerdbico microbiano e ii) remover CO,, calor e
vapor de dgua produzidos durante o periodo de cultivo. Rodriguez-Fernandez et al. (2011),
verificaram que a otimizacdo do fluxo de ar empregado na producdo de pectinases e
xilanases por A. niger, em biorreator de tambor rotativo, tende a evitar 0 uso desnecessario
de elevados fluxos de ar e diminuir o custo do processo. Os autores observaram que fluxos
acima de 1,0 L de ar por kg de meio Umido por minuto ndo aumentaram a producao de
enzimas. Kalogeris et al. (2003), observaram que para a produgdo de celulases e
hemicelulases, em biorreator de tambor rotativo, 0 aumento do fluxo de 0,2 a 3 L de ar por
kg de meio umido por minuto favoreceu a producdo de biomassa, bem como, de enzimas.
Gasiorek (2008), também usando um biorreator de tambor rotativo, observou que a
producdo de acido citrico por A. niger foi reduzida em torno de 20% com o aumento de
aeracdo de 0,2 para 0,6 L de ar por kg de meio Umido por minuto.

2.4.3.5 Espessura do leito de meio

A espessura do leito de meio em CES ainda é o maior limitante do processo,
principalmente em reatores de maior escala. Em pequena escala, Figueroa-Montero et al.
(2011), mostraram que o aumento da espessura do leito em poucos centimetros, de 1,5 para
2,5 cm em biorreator do tipo bandeja, provocou um aumento na temperatura do meio de 37
para 42°C no crescimento de A. niger. Hendges et al. (2011), usando um biorreator de
coluna com 170 mm de espessura de meio e aeracdo forcada para producdo de pectinases
por A. niger, observaram que nenhuma das condicdes de aeracdo (1,4 a 8,5 L de ar por kg
de meio Umido por minuto) testadas apresentou efeito positivo no controle de temperatura
do meio, a qual atingiu 50°C. Ghildyal et al. (1993), observaram que os titulos enzimaticos
obtidos em diferentes espessuras de meio apresentavam relagdo com o gradiente de
temperatura. Esses trabalhos indicam que a quantidade de meio utilizada no biorreator se
torna um fator limitante para remocdo de calor do meio devido ao acumulo gerado pelo

metabolismo flngico.

2.4.3.6 Agitacdo em biorreator de tambor rotativo

O biorreator de tambor rotativo tem como fungdo a agitacdo do meio de cultivo

para melhorar a transferéncia de massa e calor. Porém, existem alguns estudos que
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apontam que agitacdes em intervalos curtos ou em frequéncias elevadas podem causar
dano ao microrganismo.

Rodriguez-Jasso et al. (2013), usando biorreator de tambor rotativo para producédo
da enzima fucoidanase por A. niger, observaram que a agitacdo continua aumentou a
inducéo da enzima quando comparado ao sistema estatico. Demir et al. (2014), verificaram
que, ao aumentar a agitagdo de uma para trés vezes por dia, a atividade de
poligalacturonases também aumentou. Os autores acreditam que 0 maior nimero de
eventos de agitacdo tenha sido capaz de remover o calor metabdlico produzido e fornecer
oxigénio ao meio de forma mais homogénea. Com isso, 0 microrganismo foi capaz de
alcancar os nutrientes disponiveis em diferentes regides do meio de cultivo devido ao
movimento causado pela agitacdo. Gasiorek (2008) observou que em cultivo com agitacao
continua a producéo de biomassa e acido citrico foram superior e inferior, respectivamente,
aos valores encontrados em cultivo com agitacdo intermitente. O autor demonstrou que o
maior valor de biomassa indica que ndo ocorreram danos ao micélio, porém o meio de
cultivo sofreu aglutinacdo com o tempo de cultivo.

Como observado pelos dados da literatura, os parametros de processo citados acima
sdo importantes para o crescimento do microrganismo, bem como, para a sintese do
produto. Provavelmente, esses parametros variam com o design do biorreator, com
substrato, o microrganismo e o produto de interesse. Portanto, o estudo desses diferentes

parametros se torna importante para a otimizacdo da producdo enzimatica.

2.5 Recuperacéo, concentracéo e purificacdo de enzimas

As etapas de recuperacao e concentracdo de enzimas pectinoliticas constituem uma
importante parte do processo de producdo. Nessas etapas, deve-se levar em consideracao,
além da viabilidade econémica e a escala de manufatura necessaria a demanda do produto,
a eficiéncia do processo em termos de rendimento e o fator de purificacdo desejado
(Martin, 2006). O fluxograma mostrado na Figura 6 descreve as principais etapas presentes
no processo de recuperacdo do produto apos o cultivo. A recuperacdo da enzima produzida
por CES, na maioria dos casos, exige que a enzima seja extraida desse meio por adi¢do de
solvente, e entdo, separada. J& em CSm, a solucdo enzimatica é geralmente separada da
biomassa por centrifugacdo. Caso a enzima seja produzida de forma intracelular, a etapa de
ruptura das células devera ser empregada. Segundo a empresa Noor Enzymes (2015),

produtora de enzimas na india, apds a solubilizacdo da enzima do meio sélido, as etapas de
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separacgdo de insoluveis, separagdo de células, concentracéo e purificacdo, geralmente sdo
aplicadas de igual forma em ambos 0s processos.

E importante ressaltar que as condic@es de extragdo empregadas na recuperacio das
enzimas produzidas por cultivo em estado sélido sdo o foco de muitos trabalhos
encontrados na literatura (Singh et al., 1999; Castilhos et al., 2000; Diaz et al., 2007;
Rodriguez-Fernandez et al., 2012). Dependendo das condigdes de temperatura, solvente e
razdo entre massa de solido e solvente, diferentes resultados sé@o encontrados. O objetivo
do estudo dessa etapa € obter um extrato com maior atividade possivel, a fim de favorecer

a etapa de concentragdo.

Cultivo em Cultivo |
estado solido submerso
\ \
Solubilizagéo das Extracdo das S x Enzi
enzimas por adicdo > enzimas do meio >eparacao nzima
de solvente slido sélido/liquido extracelular
\Z
Ruptura de
Filtracdo células (Enzima |€
Intracelular)
\
Preparacdo liquida
paraceo ™9 Concentragéo
N
Preparacdo liguida L
paracso ™ Purificagdo
N
Produto solido
Secagem

Figura 6 — Fluxograma das etapas do processo de recuperacdo de enzimas (downstream

processing) (Adaptado de Lima et al., (2001).

As operacOes unitarias, como a precipitacdo, extracdo em sistema de duas fases,
cromatografia e separagdo com membranas empregadas na etapa de downstream, resultam
em concentracdo e purificacdo do extrato enziméatico (Ladisch et al., 1989). O grau de

concentracéo e purificacdo vai depender da técnica aplicada.
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A precipitacdo foi uma das primeiras técnicas utilizadas para separacdo de enzimas
devido a sua simplicidade e vem sendo aplicada h& décadas. Diferentes métodos sdo
usados para a precipitacdo de enzimas incluindo a precipitacdo pelo método de salting-out
e com solventes organicos como etanol ou acetona (Pessoa Jr. & Kilikian, 2005).

Singh et al., (1999), relatam a precipitagdo com sulfato de amonio e solventes
organicos como metodos de concentragdo de poligalacturonases, porém com baixa
recuperacdo da atividade, 30 e 50%, respectivamente, devido a desnaturacdo das enzimas.
Nakkeeran et al. (2010), estudaram a precipitacdo de poligalacturonases por afinidade com
alginato de sddio, alcangando recuperacdo de 61% e purificacdo de quatro vezes. Chen et
al., (2008), na separacdo de surfactina produzida em meio liquido, demonstraram a
aplicabilidade do processo de salting-out associado a ultrafiltracdo com recuperagdo de
63% e pureza de 84% no produto final. O método de salting-out é comumente usado nos
processos de recuperacdo de enzimas, embora requeira grandes quantidades de materiais
quimicos, o que contribui para a baixa pureza e perda da atividade especifica da solugédo
enzimatica, quando contaminantes ndo sdo efetivamente removidos (Krsti¢ et al., 2007).
Segundo Bon et al., (2008), a precipitacdo é geralmente usada em pequena escala, pois
quando o volume a ser processado € muito grande, o tempo de residéncia necessario é
extremamente longo, especialmente no caso dos solventes organicos, o que resulta na
inativacdo das enzimas.

O carvdo ativado (Dey et al., 2014) e o caolin (Silva et al., 2007) foram relatados
na literatura como meios de purificacdo de enzimas. Nesses trabalhos, foram usados
100 g/L de carvéo ativado e 60 g/L de caolin, atingindo fatores de purificacdo de 35 e 8
vezes e recuperacdo da enzima de 70% e 59%, respectivamente. Maciel et al., (2014)
apresentaram como método de purificacdo para poligalacturonases o sistema aquoso
bifasico formado por polietileno glicol e sais de fosfato. O sistema bifasico é formado pela
incompatibilidade entre as soluges polimérica e de alta concentracdo salina, a qual por sua
vez captura grandes quantidades de agua enquanto as enzimas migram preferencialmente
para a fase polimérica. Com este método, os autores conseguiram 74% de recuperacdo da
enzima e fator de purificacdo de 8 vezes. A cromatografia é uma operagdo considerada de
alta resolucéo na purificacdo de enzimas. No trabalho de Dinu et al., (2007), a purificacdo
de pectinases usando técnicas de cromatografia mostrou resultados acima de 40% de
pureza para poligalacturonase. Também utilizando a técnica de cromatografia, Devi & Rao

(1996) isolaram poligalacturonase produzidas por A. carbonarius, obtendo purificacdo de
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684 vezes. Porém, sabe-se que as técnicas de cromatografias apresentam alto custo e,
portanto sdo aplicadas na obtencdo de produtos que requerem alta pureza.
A operacdo de separacdo com membranas, utilizada neste trabalho é discutida a

sequir.

2.5.1 Membranas de separacéo aplicadas na separacédo e concentragdo de produtos

biotecnologicos

A operacdo de separacdo por membranas tém sido largamente usada na separagéo e
purificacdo de produtos biotecnoldgicos por apresentar alta eficiéncia de separacdo e
recuperacdo (L0tz et al., 2006).

A microfiltracdo (MF) e a ultrafiltracdo (UF), por exemplo, sdo duas operagdes de
separacdo com membranas utilizadas em diferentes aplicacdes, como por exemplo, na
concentracdo de proteinas e de outros produtos microbianos, clarificacdo de solugdes,
esterilizacdo devido a remocdo de virus e bactérias. No Quadro 5, estdo descritas as
condicdes de pressao aplicada e o tamanho de poro para cada tipo de membrana.

O processo de microfiltracdo (MF) combinado com ultrafiltracdo (UF) € capaz de
solucionar muitos problemas de separacdo de materiais particulados e macromoléculas,
apresentando ainda, as vantagens comuns as operacfes de separacdo por membranas como,
0 processo ser realizado em baixas temperaturas, sendo desnecessaria a adicao de produtos
quimicos, tornando-se competitiva com processos de precipitacdo e destilacdo (Scott,
1995).

Quadro 5 — Caracteristicas dos processos de microfiltracdo e ultrafiltracao.

Tamanho

Processos Forca Motriz
de poro

Aplicacdes

Remocéo de microrganismos,
clarificacédo
Concentracdo de
macromoléculas

Microfiltracdo | Presséo (0,1 —2 bar) | 0,1-10 pm

Ultrafiltracdo | Pressdo (1 - 7 bar) 2-100 nm
Adaptado de Scott (1995)

A MF pode ser utilizada para remocéo de polissacarideos, sélidos suspensos, restos
de células e outros materiais particulados e suspensos presentes na solucdo a ser tratada
(Charcosset, 2006). A UF tem se mostrado uma ferramenta de separagdo promissora em
muitos processos industriais sendo aplicada principalmente no fracionamento e

concentracdo de substancias, porém a purificacdo obtida por esta técnica é baixa, ja que
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todos os componentes que apresentarem massa molar acima do ponto de corte da
membrana serdo concentrados juntamente com o componente de interesse.

Apesar do amplo uso da UF, o seu potencial na area de biotecnologia tem muito a
ser explorado, ja que cada preparado biotecnoldgico, como, por exemplo, caldos
fermentativos apresentam diferentes composicdes, 0 que pode gerar alteragfes importantes
no comportamento do processo da UF (Datta et al., 2009).

Outra questdo amplamente estudada por diversos autores sdo as condi¢bes de
operacdo objetivando minimizar a perda de fluxo e, portanto, reduzir o tempo de processo.
A formacdo de fouling, que é causado pela adsor¢do ou deposicdo de matéria na
membrana, é outro fator que pode prejudicar o desempenho da filtracdo (Hwang et al.,
2011), principalmente no caso de solucdes provenientes de processos microbianos que sao
normalmente ricas em moléculas de diferentes tamanhos, como proteinas, carboidratos,
sais e outros compostos metabolicos. Segundo Chan & Chen (2004), o fouling se
caracteriza principalmente por provocar reducdo do fluxo de permeado e variagdo na taxa
de rejeicdo. Neste caso, as condicdes do processo como, por exemplo, velocidade de
escoamento, pressdo e temperatura podem ser ajustadas, bem como o material da
membrana ser selecionado visando a minima perda de fluxo (Ulbricht, 2006). Wojciech et
al. (2013), observaram que na MF de caldo fermentativo contendo amido e leveduras, foi
possivel minimizar a formacéo de fouling usando alta velocidade de escoamento (4,55 m/s)
e baixa pressdo transmembrana (0,35 bar). Wang et al. (2012) estudaram a UF de caldo
fermentativo contendo &cido succinico com diferentes membranas e observaram que a
caracteristica do material da membrana e o tamanho de poro apresentam grande influéncia
na variacdo de fluxo e na formacdo de fouling. Zhu & Chen (1993) concluiram em seu
trabalno que membranas hidrofilicas produzem resultados mais satisfatorios na
concentracdo de enzimas que os alcancados com membranas hidrofobicas, ja que nesta

ultima a formag&o de fouling na superficie foi mais pronunciada.

2.5.2 Concentracdo de enzimas por ultrafiltracao

A UF tem sido usada como uma importante ferramenta na concentracdo de enzimas
com alta recuperacdo de atividade. Rodriguez-Fernandez et al. (2013), utilizando
membrana de 10 kDa e fator de concentracdo volumétrico de 5x, garantiram que 86% de
fitases fossem recuperadas ao final do processo. Lemes et al. (2014) utilizaram a UF para

concentragdo de B-galactosidase, atingindo um fator de concentracdo de atividade de 8x,



24

com a vantagem de reduzir o volume de trabalho para as etapas subsequentes de
purificagdo. Takag et al. (2000) estudaram a influéncia da velocidade de escoamento e da
pressdo na recuperacdo de proteases e na melhor condicao atingiram 76% de recuperacao
com membrana de 10 kDa.

As enzimas componentes do complexo pectinolitico apresentam massa molar que
podem variar de 5 a 60 kDa, o qual esta dentro da escala de ponto de corte molecular de
membranas de ultrafiltracdo; porém, poucos trabalhos descrevem a concentracdo de
pectinases microbianas utilizando esse processo. A Tabela 2 mostra trabalhos em que a UF
foi utilizada para a concentragdo de pectinases. A maioria desses estudos utiliza a UF
apenas como operacdo de concentracdo para facilitar a etapa de purificagdo, que
geralmente é realizada por técnicas de cromatografia ou precipitacdo. Dados sobre o
comportamento da membrana (fluxo de permeado) durante a concentracdo ou 0
comportamento da atividade com o tempo de processo ndo sdo apresentado nesses
trabalhos.

Tabela 2 — Resultados de recuperacdo e purificacdo encontrados na literatura para

concentragéo de pectinases por ultrafiltracdo.

Cut-off Recuperagéo Fator de o

molecular (kDa) (%) purificacdo Referencia

- 95,0 - Bohdziewicz & Bodzec (1994)

50 90,1 3,2 Spagna & Pifferi (1994)

- 43,5 0,7 Kumar & Palanivelu (1999)

30 91,0 - Singh et al. (1999)

10 90,0 - Dinu et al. (2007)

10 27,8 22,2 Silva et al. (2007)

10 79,2 5,3 Jacob et al. (2008)

50 76,0 51 Nakkeeran et al. (2008)

10 95,0 - Zhang et al. (2009)

10 40,6 4,8 Yadav et al. (2013)

Singh et al. (1999) obtiveram concentracdo da atividade enzimatica de 50 vezes
com recuperagdo de 91% das enzimas a partir da producdo de pectinases em estado sélido
por A. carbonarius. Nakkeeran et al. (2008), utilizando 0 mesmo microrganismo, poréem

cultivado em meio liquido, descreveram a alta eliminagdo de carboidratos, sais e acidos



25

com recuperagao de 76% de poligalacturonase (PG) usando membrana de UF de 10 kDa.
Os mesmos autores, em trabalho posterior, mostraram que pectinases concentradas pelo
processo de UF mostraram-se mais eficientes no tratamento de sucos de maca do que as
enzimas concentradas pelo processo de precipitacdo com alginato de calcio (Nakkeeran et
al., 2011). Os autores sugerem que isso se deve a concentracdo de todas as enzimas com
tamanho molecular igual ou maior ao ponto de corte da membrana juntamente com as
poligalacturonases, como por exemplo, proteases e amilases, o que favoreceu o tratamento
dos sucos de frutas. Além disso, Nakkeeran et al. (2012) mostraram que o uso de sistemas
de membranas para concentragdo de enzimas pectinoliticas apresenta um capital de

investimento 47% menor que 0 uso de sistema de precipitacao.

2.6 Preparacdes pectinoliticas comerciais

O grau de pureza das enzimas comerciais varia de produtos de baixa a altissima
pureza dependendo da aplicacdo, podendo ser purificadas até centenas de vezes. Algumas
preparacdes enzimaticas consistem essencialmente do caldo enziméatico concentrado e de
aditivos que estabilizam a atividade da enzima (European Comission, 2002). Uma vez que
a enzima foi concentrada e purificada na extensdo desejada, o principal objetivo é
conservar a atividade. A industria produtora de enzimas geralmente recomenda as
condicdes de estocagem a fim de garantir a conservacdo da atividade enzimatica.

As preparacdes enzimaticas comerciais utilizadas no processamento de sucos e
vinhos apresentam pureza baixissima, justamente por se tratar de um mix enzimético
composto pela combinacdo da atividade de duas ou mais pectinases, como as
poligalacturonases, pectina liases e pectina esterases e, outras enzimas como celulases,
hemicelulases, proteases e amilases que sdo produzidas pelo microrganismo durante o
cultivo, dependendo das caracteristicas do meio (Combo et al., 2011; Sharma et al., 2013).
Segundo Bhat, (2000), as pectinases, celulases e hemicelulases quando combinadas sé&o
coletivamente chamadas de enzimas de maceracdo e usadas na extracdo e clarificacdo de
sucos de frutas e vegetais.

A preparacdo comercial Endozym Active (Pascal Biotech-AEB), por exemplo,
utilizada na clarificagdo de mostos, inclui a combinacdo da acdo de pectina liase,
poligalacturonase, pectinaesterase, CMC celulase e B-glucosidade. As trés primeiras tém
como funcdo a degradagdo da pectina, a CMC celulase tem por funcgdo liberar matéria

corante, taninos e precursores aromaticos e, por fim, a B-glucosidade libera aromas dos
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grupos que sdo altamente ligados aos acucares (Endozym Active, 2011). O Quadro 6

apresenta exemplos da combinacdo de pectinases, celulases e hemicelulases e suas

diferentes aplicac0es.

Quadro 6 — Exemplo de mistura de enzimas no tratamento de sucos e polpa de frutas.

Enzimas

Funcéo

Aplicacao

Enzimas de maceragéo
(pectinases, celulases e
hemicelulases)

Hidrolise da pectina solavel e
componentes da parede celular;
reducdo da  viscosidade e
manutencdo da textura dos sucos
de frutas.

Aumento no rendimento da
extracao dos sucos,
liberacdo de aromas.

Poligalacturonases,
pectina liase e
hemicelulase

Hidrolise completa da pectina e
polissacarideos.

Clarificagdo de sucos de
frutas.

Poligalacturonase,
pectina liase e pectina
esterase

Reducdo de viscosidade e
hidrolise dos tecidos vegetais da
fruta.

Maior eficiéncia na etapa
de prensagem e aumento
na extracéo e cor.

Pectinases e celulases

Liberacdo de antioxidantes a

Aumento da estabilidade
dos sucos. Liberacdo de

partir das frutas e vegetais. antioxidantes.

Poligalacturonase e
pectina liase com baixo
conteido de pectina
esterase e hemicelulase

Hidrolise da pectina e remocao de
hidrocoloides das fibras de
celulose

Producdo de sucos de
vegetais de alta turbidez e
baixa viscosidade

Producdo de ketchup e

Processamento de frutas.
polpa de frutas

Pectina esterase

Adaptado de Bhat (2000)

Geralmente, as pectinases, sdo capazes de conservar a atividade por algumas
semanas quando conservadas sob refrigeracdo, como mostrado por Gomes et al. (2011).
Amostras de pectinases produzidas por A. niger foram submetidas a temperatura de 4°C e
os resultados mostraram que a enzima manteve sua atividade inicial por até 40 dias de
estocagem, sem adicdo de qualquer conservante. Porém, as preparacdes enzimaticas
comerciais sdo formuladas com a adicdo de aditivos para garantir a estabilidade da
atividade enzimatica durante um longo periodo de estocagem. Nas preparacfes enzimaticas
na forma liquida, o glicerol é o aditivo mais utilizado para conservagdo da atividade
enzimatica e para prevencdo de crescimento microbiano (O’Fagain, 2003; Placek et al.,
2005).

Segundo lyer & Ananthanarayan (2008), a adicdo de polidis em soluches
enzimaticas aquosas fortalece as interacGes hidrofdbicas entre residuos ndo polares dos
levando ao aumento da resisténcia a

aminoécidos, rigidez da estrutura e a
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termodesativacdo. Além disso, outro efeito positivo é a reducdo da atividade de agua do
meio que inibe o crescimento microbiano. Kumar & Venkatesu (2012) descreveram a
estabilizacdo da estrutura da enzima em funcéo da exclusdo preferencial do glicerol das
proximidades da superficie da molécula, segundo um efeito chamado de solvatacdo. Com
isso, ocorre a ligacdo de moléculas de agua na superficie da enzima, chamada de
hidratacdo preferencial (Figura 7). Ou seja, a incorporacgdo do glicerol na solucdo aquosa
de enzimas leva a competicéo entre a 4gua e o glicerol pela enzima. Porém, a enzima tem
preferéncia por ligacbes com as moléculas de agua devido a maior afinidade. Assim, a
molécula da enzima se mantém compactada devido a forga de repulséo sobre a molécula de

glicerol, impedindo sua desnaturag&o.

Excluséo do glicerol

& \f‘ oY resulta em hidratagéo
> ﬁ-t; preferencial da
1 proteina
A

Glicerol

Figura 7 — Influéncia do glicerol na estrutura e na estabilidade das enzimas: hidratacéo
preferencial em torno da superficie da enzima promove compactacdo e aumenta a
estabilidade da estrutura (Kumar & Venkatesu, 2012).

No trabalho de Rodriguez-Fernandez et al. (2013), a adicdo de 35% de glicerol ao
caldo enzimatico concentrado conservou 70% da atividade de fitases por 16 semanas
quando mantidas a 4°C. Pectinases mantidas na mesma temperatura, porém por apenas o0ito
semanas, conservaram 91% da atividade com a mesma concentracdo de glicerol
(Rodriguez-Fernandez, 2009).

Da mesma forma, a adicdo de sais, como o KCI em formulagdes enzimaticas,
apresenta efeito de competicdo com as proteinas pela agua do meio. Isto resulta em
aumento nas forcas de interacdo entre as regides hidrofébicas das moléculas de enzima,
levando também & compressdo da estrutura e tornando-a mais resistente a reagdes de
desconformacgdo (European Comission, 2002; Yancey, 2005; lyer & Ananthanarayan,

2008). Plaza et al. (2008) observaram que a adigédo de cloreto de sodio e cloreto de célcio
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apresentaram resultados distintos na termoestabilidade de pectinametilesterase. O primeiro
apresentou aumento na termoestabilidade em temperaturas acima de 60°C, enquanto o
segundo ndo apresentou termo prote¢do na mesma temperatura.

A empresa Novozymes®, a maior fabricante mundial de enzimas, apresenta nas
suas preparacOes pectinoliticas, como estabilizante, o glicerol e o cloreto de potassio,
indicando, também, as temperaturas de estocagem entre 0 e 10°C. Conforme este
fabricante, tempos prolongados de estocagem ou condicdes adversas de alta temperatura

podem acarretar em perda de atividade do produto.

Entre os referenciais analisados, foi constado que todas as etapas de obtencdo do
produto enzimatico sdo importantes para maximizar o ganho de atividade. O estudo dos
parametros do processo de producdo e extracdo das enzimas possibilita que um extrato
com maior atividade seja obtido, favorecendo a etapa de concentracdo. Além disso, o
estudo da formulacdo da preparacdo enzimatica permite a conservacdo da atividade por
longos periodos de estocagem, garantindo a eficiéncia durante a aplicacdo no

processamento de sucos de frutas.



29

3. MATERIAL E METODOS

Neste item sdo apresentados os métodos referentes a producdo, recuperacdao e
avaliacdo de pectinases de Aspergillus niger obtidas em biorreator de tambor rotativo. O

fluxograma mostrado na Figura 8 apresenta as etapas referentes a realizacdo deste trabalho.

— Volume de ocupacdo

Prodggao de Biorreator Qe Agitagio
pectinases tambor rotativo
— Fluxo de ar
— Tempo
Recuperacgdo a
partir do meio Extracdo Temperatura
solido
— Razdo sdlido-liquido

— Carvao ativado

Pré-tratamento —

— Microfiltracdo

Concentracao das

Ultrafiltracéo

pectinases
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Figura 8 — Fluxograma das etapas de producéo, recuperacao, concentracao e avaliacdo das
enzimas obtidas em biorreator de tambor rotativo realizadas neste trabalho.
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3.1 Microrganismo

Aspergillus niger LB-02-SF, linhagem isolada no trabalho de Sandri et al. (2013) e
pertencente a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Bioprocessos da Universidade
de Caxias do Sul, foi utilizada para a producdo do complexo pectinolitico neste trabalho.

A cultura foi mantida a 4°C em meio glicerinado (Maiorano, 1982), sendo este
meio também usado para a propagacédo da cultura.

3.2 Meio de conservacao e propagacao do microrganismo

O meio utilizado para conservacdo e propagacdo do microrganismo descrito por
Maiorano (1982) apresenta a seguinte composicao (g/L):

glicose 25,0
glicerina 25,0
extrato de levedura 5,0

agar-agar 20,0

A mistura foi esterilizada a 121°C por 15 minutos e entdo distribuida em placas de

Petri previamente esterilizadas.

3.3 Meio para cultivo submerso

Para os cultivos submersos, foi utilizado o meio descrito por Malvessi (2000)

(g/L):

glicose 22,0
peptona 13,0
extrato de levedura 0,5
(NH,)2S04 10,0
MgSO, 0,5
KH,PO4 2,5
FeS04.H20 6,3x 107
ZnsO, 6,3x 107

MnSO, 6,3x 10°
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3.4 Meio para cultivo em estado solido

O meio utilizado no cultivo sélido foi o descrito previamente por Fontana et al.

(2005), com a seguinte composicéo (g):

farelo de trigo 36,6
pectina citrica 6,0

glicose 10,0
solugéo salina 30,5

A formulacéo da solucéo salina foi composta por (g/L):

(NH4)2S0y4 4,0
MgSO, 1,0
KH,PO, 2,0
FeSO,.H20 6,3x10*
ZnSO, 6,2 x 10™
MnSO, 1,0 x 10°

Para completar 100g de meio, agua destilada e o volume adequado da suspensao de

indculo foram adicionados.

3.5 Preparo de inoculos

O microrganismo foi propagado em placas de Petri, mantidas a 30°C até completa
esporulacdo. Apds raspagem e suspensdao em agua, a concentracdo de esporos foi
determinada por contagem em camara de Neubauer. O meio de cultivo foi entdo inoculado
com um volume de suspensdo de esporos correspondente a 10’ esporos/100 gramas de

meio sélido, e para os cultivos liquidos, 10° esporos/mL de meio liquido (Fontana, 2004)

3.6 Ensaios em meio liquido

Frascos Erlenmeyer de 500 mL, com 200 mL de meio de cultivo, previamente
esterilizados a 121°C por 15 minutos, foram inoculados com suspenséo de esporos de A.
niger em camera de fluxo laminar e cobertos com uma fina camada de gaze. Os cultivos
foram conduzidos a 28°C (Fontana, 2004), com agitacéo reciproca de 200 rpm, em agitador
CERTOMAT U/H (B. BRAUN BIOTECH, Alemanha).
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No término do cultivo (54h), as amostras foram centrifugadas a 5836 x g por 10
minutos em centrifuga SIGMA (modelo 4-15, Alemanha). As amostras foram lavadas, e
em seguida, colocadas em estufa a 50°C até peso constante para posterior analise do teor de

N-acetilglicosamina.

3.7 Ensaios em meio sélido
3.7.1 Cultivo em frascos

Frascos Bécher de 800 mL, contendo o meio sdlido foram esterilizados a 121°C por
15 minutos e inoculados com suspenséo de esporos de A. niger completando 100 g de meio
em cada frasco. A homogeneizacdo do meio de cultivo, apds a inoculacéo, foi realizada por
revolvimento manual do leito em recipiente aberto no interior da camara de fluxo laminar
esterilizada. Os frascos foram cobertos com uma fina camada de gaze esterilizada e
mantidos em estufa a 30°C em atmosfera saturada em umidade por 96 horas.

Esse sistema de producdo foi realizado para quantificacdo de biomassa pelos

métodos de N-acetilglicosamina e demanda de oxigénio.

3.7.2 Cultivo em bandejas

O cultivo em estado sélido utilizando bandejas também foi realizado para producgao
do extrato enzimatico a ser usado nos ensaios de concentracdo. Cada bandeja com 36 cm
de comprimento, 23 cm de largura e 7 cm de altura, foi tratada assepticamente com solucéo
de hipoclorito de sédio e preenchida com 1460 g de meio Umido na mesma composicao
descrita anteriormente. A espessura do leito de meio foi de 4 cm. Ap6s a inoculacdo, as
bandejas foram cobertas com uma fina camada de gaze esterilizada e mantidas em estufa a

30°C com atmosfera saturada em umidade por 96 horas.

3.7.3 Cultivo em biorreator de tambor rotativo

O meio sélido foi esterilizado nas condi¢des descritas anteriormente e inoculado
com a suspensdo de esporos de A. niger. O meio solido homogeneizado foi introduzido no
biorreator, o qual é descrito a seguir, bem como as condi¢cbes em que a producdo de

pectinases foi estudada no biorreator.
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3.7.3.1 Biorreator de tambor rotativo: aparato experimental

Os cultivos em estado solido para obtencdo de pectinases foram realizados em
biorreator de tambor rotativo, desenhado pela equipe do Laboratério de Bioprocessos e
construido na Oficina de Vidros e Laboratdrio de Tecnologia e Pesquisa da UCS (Polidoro
et al., 2009, Polidoro, 2009). Este sistema (Figura 9) € constituido de um tubo cilindrico
de acrilico com 6 L (139 mm de didmetro x 400 mm de comprimento), com tampas de
nylon em suas extremidades, apoiado horizontalmente sobre um suporte provido de roletes,
que permite a rotacdo do tambor em diferentes frequéncias e periodos. O sistema inclui,
ainda, instrumentos acoplados para a medicdo de temperatura, fluxo de ar e fracdo de
oxigénio nos gases efluentes, além de um dispositivo na tampa do reator para coleta

asséptica de amostras, a qual foi realizada a cada 24 horas.

Na Figura 10, as setas indicam o sentido do fluxo gasoso. O ar comprimido (01)
passa inicialmente por um filtro (02), em seguida por uma véalvula estabilizadora de
pressdo (03), na sequéncia por um medidor de vazao tipo rotametro (04) para entdo ser
umidificado por uma coluna de agua recheada de anéis de Raschig de vidro (05). Apoés a
umidificacdo, o ar é aquecido por uma serpentina imersa em banho termostatizado (06). A
temperatura de entrada do ar no biorreator € medida por um termopar (06-1) conectado a
um sistema de controle de temperatura (06-2). O ar injetado no interior do tambor rotativo
(07) é distribuido por um difusor linear perpendicular ao eixo central do reator. Através de
um termopar instalado nas chicanas do reator, é possivel medir-se a temperatura do meio
de cultivo. A temperatura externa do tambor rotativo € mantida constante pelo controlador

(07-2) que recebe sinal do termopar (07-1) e aciona ora o ventilador aquecido (07-3), ora a



34

bomba (07-6). O acionamento do ventilador eleva a temperatura no interior da camara
isolada que envolve o tambor rotativo e a bomba alimenta o aspersor (07-4) com &gua
contida no reservatorio (07-5), reduzindo a temperatura da parede do tambor por conducéo.
Uma véalvula estabilizadora de pressao (08) na saida do sistema garante pressdo positiva no
interior do tambor rotativo, prevenindo contaminagdes. O gés efluente do sistema, apds a
passagem pela valvula estabilizadora de pressdo, atravessa uma coluna de silica (09) para
remocdo de umidade. Na sequéncia, o fluxo de gas atinge um eletrodo polarografico
conectado a um oximetro (DIGIMED, Brasil) (10) que registra a fracdo molar de oxigénio
no gas efluente do sistema. A agitacdo do biorreator é realizada por um motor de corrente

continua com velocidade de rotacdo variavel.

Figura 10 — Esquema do biorreator de tambor rotativo e os sistemas de controle. 01 —
valvula reguladora de vazdo de ar; 02 — filtro; 03 — vélvula reguladora de pressdo; 04 — fluximetro; 05 —
coluna de agua; 06 — banho termostatizado; 06-1 — termopar; 06-2 — sistema de controle de temperatura do ar;
07 — biorreator de tambor rotativo; 07-1 — termopar dentro do biorreator; 07-2 — sistema de leitura da
temperatura do meio de cultivo; 07-3 — ventilador aquecido; 07-4 — aspersor de agua; 07-5 — reservatdrio de
agua; 07-6 - bomba de circulacdo de &gua; 08 - valvula reguladora de pressdo; 09 — coluna de silica; 10 —

oximetro.

3.7.3.2 Condicdes de operacdo do biorreator de tambor rotativo na producédo de
pectinases

As condicgdes de operacao do biorreator de tambor rotativo nos ensaios de producéo
de pectinases sao descritas no Quadro 7.
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Quadro 7 — Descricao das condi¢des de operagdo do biorreator para cada ensaio realizado.

Ensaio Condigdes de operacao do biorreator

Biorreator sem agitacéo 0,54 LkgM
volume de ocupacgao de 30, 50 e 70%

Biorreator com agitacéo 0,54 LkgM
30, 50 e 70% de volume de ocupagao
Irpm por 5 minutos a cada 120 minutos

Intervalos entre as agitagcdes do 0,54 LkgM

biorreator 70% de volume de ocupagio

(a cada 120, 90 e 60 minutos) Irpm por 5 minutos

Controle de temperatura do cultivo 0,54 LkgM

(34°C) 30% de volume de ocupagdo sem agitacao

50% de volume de ocupacao com agita¢do (1rpm
por 5 minutos a cada 120 minutos)

Fluxo especifico de ar 30 e 50% de volume de ocupagao
(0,18, 0,36, 0,54, 0,72 ¢ 0,90 LkgM) Irpm por 5 minutos a cada 120 minutos

Ensaios sem e com agitacdo do biorreator (1 rpm por 5 minutos a cada
120 minutos) foram realizados com fluxo especifico de ar de 0,54 litros de ar por
quilograma de meio por minuto (LkgM). No decorrer do texto, a expressdo LkgM foi
adotada para simplificar a unidade de fluxo especifico. Os cultivos foram realizados no
biorreator utilizando massa de substrato umido de 1100, 1800 e 2500 g correspondendo a
uma ocupacdo média do volume Gtil do tambor rotativo de 30, 50 e 70%, respectivamente.
Os intervalos entre as agitacGes de 60 e 90 minutos foram avaliados e comparados com o
intervalo de 120 min para ensaios realizados na condi¢@o de 70% de volume de ocupagéo.

A intensidade de ar utilizada foi variada para os valores de fluxo especifico de ar
em 0,18, 0,36, 0,54, 0,72, e 0,90 LkgM. Para todos os ensaios acima, o reator foi aerado
com ar umido a 30°C nas primeiras 24 h e, ap6s este periodo, controlado em 25°C. A
temperatura externa na cdmara termostatizada disposta sobre o biorreator foi mantida a
30°C.

Ensaio com controle de temperatura do meio de cultivo em torno de 34°C foi
realizado usando um aspersor de agua para resfriar a parede do biorreator. Agua foi
mantida em um reservatério com sistema de resfriamento. A temperatura do meio foi
medida por termopares instalados no interior do biorreator posicionados a uma altura de
3 cm da base.

Os ensaios em biorreator foram realizados em duplicata para cada condigéo testada.
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3.8 Parametros cinéticos e estequiométricos do bioprocesso
3.8.1 Determinagéo da velocidade de crescimento celular

As velocidades especificas de crescimento (ux) foram calculadas a partir dos
valores de biomassa fungica (X), determinadas pelo método de N-acetilglicosamina, e da
derivada da curva desses valores, determinados durante o cultivo em frascos para amostras
coletadas a cada 6 horas até 96 horas de cultivo, conforme a Equacéo 1 (Schmidell et al.,
2001):

_1dX i
Mx = dt (1)

Onde:
ux— velocidade especifica de crescimento (h™);
X — concentracdo de biomassa fangica (mg/g);
t — tempo de cultivo.

Para o0 caso particular da determinacdo da maxima velocidade especifica de
crescimento (uxmax) em cultivos em biorreator, fez a regressdo linear do trecho
correspondente a fase exponencial da curva InX = f(t), sendo o coeficiente angular da reta

obtida o préprio valor de px max-

3.8.2 Determinacdo dos fatores de conversao

Os fatores de conversao, calculados conforme descrito por Schmidell et al. (2001),
séo descritos a seguir.
O fator de producdo especifica relaciona a atividade enzimatica produzida pela

biomassa conforme a Equacéo 2:

P
YP/X = Xmi (2)

Onde:
Ypx — fator de producao especifica (U/mg);
Pmax — maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/g);

Xmax — Maxima concentracdo de biomassa fungica obtida no processo (mg/g).

O fator de converséo de substrato em produto relaciona a produgdo de enzimas com

0 consumo de substrato conforme a Equagéo 3:

P
Yes = oy (3)



37

Onde:

Ypss — fator de converséo de substrato em enzimas (U/mg);
Pmax — maxima atividade enzimatica obtida no processo (U/g);
So — concentracdo inicial de substrato (mg/g);

St — concentragdo de substrato no tempo de méxima atividade enzimética (mg/qg).

O fator de conversdo de substrato em biomassa fangica relaciona a producdo de

biomassa com o consumo de substrato conforme a Equacéo 4:

X
Yx/s = riax (4)

Onde:
Y x5 — fator de conversdo de substrato em biomassa fungica (mg/mg);
St — concentragdo de substrato no tempo de maxima concentracao celular (mg/g).

3.8.3 Célculo da biomassa em cultivo em estado solido a partir do teor de N-

acetilglicosamina

A determinacdo da biomassa das amostras cultivadas em frascos foram submetidas
a analise do teor de N-acetilglicosamina (NAG) (Aidoo et al., 1981) e os valores foram
divididos pela concentracdo de NAG obtida na parede celular do fungo cultivado em meio

liquido. A Equacdo 5 foi utilizada para determinacdo da biomassa por grama de meio seco:

X T Ry )
Onde:

X — concentracdo de biomassa fungica (mg/g meio seco);

NAGces e NAGspm — concentracdes de N-acetilglicosamina medidas nas amostra de cultivo
solido (mg Nag/mL) e submerso (mg Nag/mg biomassa)

R — razdo liquido/sélido em que a hidrdlise foi realizada (mL/g).

3.8.4 Demanda de oxigénio pelo cultivo

A determinacdo da demanda de oxigénio (OUR) pelo cultivo, descrita no trabalho
de Polidoro (2009), foi realizada conforme Schmidel et al. (2001). Na execucdo da técnica,

descrita por Fontana (2004), os frascos Bécher foram retirados da estufa de incubacéo e
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imediatamente colocados em banho a mesma temperatura. Ao reator foi acoplada uma
rolha & qual encontrava-se um tubo plastico através do qual os gases presentes no espaco
vazio puderam ser circulados com o auxilio de uma bomba peristaltica, em circuito
fechado, retornando ao reator. Em um ponto do circuito, foi colocado o eletrodo
polarografico do oximetro, previamente calibrado nas condigdes de temperatura, pressao e
umidade do ambiente. Assim, & medida que o oxigénio foi convertido em gas carbénico,
devido a respiracdo do fungo, valores decrescentes de pressdo parcial de oxigénio foram
medidos. O fluxo de ar que entrou no sistema foi medido em L/h e convertido para mol/h

conforme a Equacdo 6:

Fy= (6)

Onde:

Fn — vazéo de ar em base molar (mol/h);

P — pressdo parcial do sistema;

Fv — vazdo volumétrica dos gases (L/h)

R — constante dos gases (0,082 atm L /mol K);
T — temperatura (K).

A partir da fracao de oxigénio no ar ( 'y, no ar = 0,209), foi calculada a vazao molar de O,

na entrada do sistema conforme a Equacao 7:
FO2, e: Fn ) Yque (7)

Onde:
Fo,, — Vazdo em base molar de oxigénio na entrada do biorreator (mol/h);

F,— vaz&o de ar em base molar (mol/h);

Yo,,~ fracdo molar de oxigénio no ar.

O quociente respiratorio para o cultivo foi considerado igual a 1, ou seja, para cada
1 mol de O, consumido foi produzido 1 mol de CO,. Com isso, considerou-se que a vazao
de entrada no biorreator era igual a vazdo de saida e determinou-se a vazdo de saida em
base molar de oxigénio conforme a Equacao 8:
Fo, =Fn- Yo, (8)
Onde:

Fo,. — Vazdo em base molar de oxigénio na saida do biorreator (mol/h);
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F,— vazéo de ar em base molar (mol/h);

Yo,, — fragdo molar de oxigénio no ar de saida do biorreator.

A partir dos dados obtidos, calculou-se a demanda de oxigénio (OUR) pelo cultivo

ao longo dos ensaios fermentativos conforme a Equacéo 9:

F F
OUR=W %1000 )

Onde:

OUR - demanda de oxigénio pelo cultivo (mmaol/g/h);

FO, . — vazéo em base molar de oxigénio na entrada do biorreator (mol/h);
FO,s — vazdo em base molar de oxigénio na saida do biorreator (mol/h);

M — massa de meio seco no interior do biorreator (g).

3.8.5 Determinacéo dos parametros de respiracao

O fator de conversdo de oxigénio em células (Ygso) e o coeficiente de manutencao
celular para o oxigénio (M) foram determinados a partir do grafico que relaciona a
velocidade especifica de respiracdo (QO;) e a velocidade especifica de crescimento (),
sendo QO; a razdo entre OUR e a biomassa medida por NAG (Equacdo 10) e

corresponde a derivada dos valores de biomassa (Equacgéo 1) .

OUR
X

QO,= (10)

Onde:

OUR - demanda de oxigénio;

X — concentracdo de biomassa fungica.

3.8.6 Estimativa da concentracédo celular a partir de parametros respiratorios

A estimativa das concentracGes celulares obtidas em ensaios em biorreator de
tambor rotativo foi realizada de maneira indireta a partir dos dados de balango de oxigénio,
conforme Nagai (1979) (Equagao 11):

0UR=L~d—X +m, X (11)
Ygo dt
Onde:

OUR - demanda de O, pelo cultivo (mmol/g/h);
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Yo — fator de conversdo de oxigénio em células (g/mmol);
dx/dt — velocidade instantdnea de crescimento (g/g/h);

m_ — coeficiente de manuteng@o celular para o oxigénio (mmol/g/h);

X — concentragdo de biomassa fangica (g/g).

A integracdo da Equacao 12 leva a nova expressdo, de acordo com o método

proposto por Zambriskie & Humphrey (1978) e adaptado por Maiorano (1990).

Y, (Aztj(OURn +0UR, )+ [1— m, -YGO(A;HXM
X, = (12)

1+m, -YGO(Ath

Onde:
X, — concentracdo de biomassa fungica no final do intervalo de tempo considerado (g/g);

Y ;o — fator de conversdo de oxigénio em c¢lulas (g/mmol);

At — intervalo de tempo entre duas medigdes (h);

OUR,, — demanda de O, no final do intervalo de tempo considerado (mmol/g/h);

OUR,.; — demanda de O, no inicio do intervalo de tempo considerado (mmol/g/h);

m, — coeficiente de manuteng¢do celular para o oxigénio (mmol/g/h);

Xa.1 — concentragdo de biomassa flngica no inicio do intervalo de tempo considerado (g/g).
Na estimativa do crescimento, o primeiro valor da concentragdo celular foi

considerado nulo.

3.9 Extracdo de compostos soltveis do meio solido

A extracdo das enzimas do meio sélido foi realizada utilizando-se agua, acidificada
com &cido cloridrico até pH 4, como solvente. As seguintes condi¢des de extracdo foram
estudadas: tempo, temperatura e razdo solido/liquido (S/L). A Figura 11 ilustra as faixas de
condicdes testadas. As razGes S/L foram avaliadas em base seca utilizando sempre a
mesma quantidade de solvente (30 mL) e variando a massa de meio. A extracdo das
enzimas foi realizada pela suspensdo do meio solido no solvente, em frascos Erlenmeyer
de 250 mL submetidos a agitacdo reciproca de 200 rpm em agitador B. BRAUN
BIOTECH (modelo CERTOMAT U/H, Alemanha). As suspensfes obtidas foram
centrifugadas em centrifuga (SIGMA, modelo 4-15, Alemanha) a 5836 g por 10 minutos e
0 sobrenadante coletado foi mantido a 4°C para posterior analises.
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Extracéo:
Meio solido +
agua pH 4
' |
Tempo (min) Temperatura (°C) Razéo S/L (g/mL)
15, 30, 60, 90 e 120 20,30 e 40 1/45, 1/30, 1/15, 1/10,
(20°C, 1g/15 mL) (60 min, 1g/15 mL) Wn U5
(20°C, 60 min)

Figura 11 — Condicbes de tempo, temperatura e razdo solido/liquido na extracdo de

pectinases produzidas por cultivo em estado sélido.

3.10 Concentracéo do extrato pectinolitico

Para a concentracdo do extrato pectinolitico produzido por A. niger em estado
solido por ultrafiltracdo, foram propostos trés protocolos para avaliar a influéncia das
etapas realizadas: pré-tratamento com carvao ativado (CA), microfiltracdo (MF) e
ultrafiltracdo (UF). A Figura 12 destaca as etapas realizadas em cada protocolo. As etapas

sdo descritas a seguir.

Protocolo 3
Protocolo 2 CA

Protocolo 1 N;F N;F

UF UF UF

Figura 12 — Protocolos propostos para a etapa de concentracdo do extrato pectinolitico
obtido por cultivo em estado so6lido. CA — carvdo ativado; MF — microfiltracdo e UF —

ultrafiltracdo.

3.10.1 Pré-tratamento do caldo enzimatico com carvéo ativado

Carvdo ativado em pé (ECIBRA, Brasil), com granulometria menor que 325 mesh,
foi utilizado em diferentes concentracbes para avaliar a eficiéncia na remocdo de

compostos de cor e possiveis solidos suspensos. As concentracGes de carvdo ativado
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utilizadas foram de 1, 5, 10, 20, 40 e 60 g/L. O extrato foi mantido em contato com o
carvdo por um periodo de 30 min sob agitacdo orbital de 100 rpm a temperatura ambiente
(+ 23°C). Apos, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante utilizado para posterior

analise.

3.10.2 Microfiltracéo do caldo enzimatico

O caldo enzimatico, pré tratado ou ndo com o carvdo ativado, foi submetido a
microfiltracdo (MF) para remocdo de materiais particulados. Para isso, foi utilizado um
cartucho filtrante de membrana polimérica (poliimida) na configuracdo de fibras ocas
(PAM Membranas, Brasil) com area permeante de 0,2 m? e tamanho de poro de 0,4 pm,
operado em fluxo tangencial (Figura 13). A bomba de diafragma da marca Shurflo
(México) foi utilizada para escoamento do caldo enzimatico. Os experimentos de MF
foram realizados a temperatura de 20°C e pressao de 1 bar com recirculagdo da corrente do
concentrado para o tanque de alimentacé&o.

Fluxo de Permeado

(a) (b)

\ 7.
//
Fluxo de
Alimentagdo /

Figura 13 — Cartucho filtrante de microfiltracdo (a) e configuracdo do modo de operacéo

Membranas de
Fibras ocas

da membrana de fibra oca (b).

3.10.3 Concentracao do caldo enzimaético por ultrafiltracdo

O processo de ultrafiltracdo (UF) para concentracdo do extrato enzimaético foi
realizado utilizando cartucho filtrante de moédulo espiral de polietersulfona (MILLIPORE,
EUA) com area de 0,1 m? e ponto de corte molecular de 10 kDa (Figura 14). Os
experimentos de UF foram realizados na faixa de temperatura de 20°C e pressao de
trabalho de 2,5 bar com recirculacdo da corrente do concentrado para o tanque de

alimentacdo utilizando a bomba de diafragma da marca Shurflo (México).
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(a) (b) Tubo coletor

G
5

Coletor de Permeado
Membrana

Espagador
Camada Externa

Figura 14 — Cartucho filtrante de ultrafiltracdo (a) e configuracdo do modo de operacgédo da

membrana em espiral (b).

As equacles abaixo (Cheryan, 1998) foram utilizadas para descrever o grau de
separacdo e concentracdo de solugdes para o processo de UF.

O fator de concentracdo volumétrico (FCV) durante a concentracdo da solucdo
enzimatica foi determinado como a relagdo entre o volume da alimentagdo no inicio da
operacéo e o volume do concentrado ao final do processo conforme a Equacédo 13:

Fev= 13
= Ve (13)

O fator de concentragdo de atividade enzimatica foi calculado dividindo o valor de
atividade no concentrado pelo valor da atividade inicial conforme a Equagéo 14:

FC= — (14)

A eficiéncia de recuperacdo foi calculada como a relacdo entre a atividade
enzimatica total do concentrado e a atividade enzimatica no inicio da operac¢do conforme a
Equacdo 15:

Ac X Vc>

Af x Vf (15)

Recuperacao (%) = (
Onde:
VT — volume de alimentacéo (mL);
V¢ — volume de concentrado (mL);
Af — atividade no caldo de alimentacdo (U/mL);

Ac — atividade no caldo concentrado (U/mL).

A atividade especifica (U/mg) no concentrado e no caldo bruto (Equacéo 16) foi
calculada e utilizada para o calculo do fator de purificagdo conforme a Equagéo (17):
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o . Atividade enzimatica
Atividade especifica = - (16)
Concentragao de proteina

Atividade especifica no concentrado

(17)

Fator d ificacdo =
ator de purtticagao Atividade especifica no caldo bruto

A limpeza quimica com NaOH (0,1M) a 45 °C por 1 hora foi realizada para ambas

as membranas (MF e UF) para recuperacéo do fluxo.

3.10.4 Analise de fluxo de permeado

As membranas de MF e UF foram compactadas durante 3 horas nas pressdes de
1,5 e 3 bar, respectivamente. Apds, a pressdo foi reduzida para a pressdo de operacédo (2,5

bar) e o fluxo de agua (J,;) foi calculado conforme Equacédo 18:

\Y%

] = i (18)

Onde:

J— fluxo de permeado (L/m?h);
V — volume de permeado (L);
A — area da membrana (m?);

At — tempo de permeacao (h).

Apbds, a solucdo enzimatica foi filtrada e o fluxo Jsg foi medido. Finalmente, a
membrana foi enxaguada por 30 minutos em agua corrente e o fluxo de dgua pura (Ju.) foi
novamente medido. A razdo entre Ju/Jwi (Equacdo 19) representa o desempenho em
termos de recuperacédo de fluxo apds o enxague (Meng et al., 2014).

RF—]W—Z X100 (19)

B ]wl
3.11 Caracterizacao do extrato pectinolitico

3.11.1 Estabilidade do extrato enzimatico a diferentes valores de pH

O extrato enzimatico foi diluido em tampédo acetato-fosfato (Mcllvaine) com
diferentes valores de pH entre 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 e mantido sob refrigeracdo (7°C) por até

96 horas. Uma aliquota da amostra foi utilizada para analise de pectinases totais. O
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resultado foi mostrado como atividade relativa em cada pH, calculada pelo valor da
atividade de pectinases totais do extrato antes e apds a incubacao.

3.11.2 Temperatura e pH de reacao

As atividades cataliticas das enzimas pectinases totais, exo-poligalacturonase,
pectina liase, xilanase, celulases e amilase foram medidas em diferentes temperaturas de
reacéo (20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C), fixando as demais condicGes padronizadas para cada
analise.

O pH de reacdo para as mesmas enzimas citadas acima, com exce¢éo da xilanase
foi avaliado para os valores de 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, utilizando tampéo acetato-fosfato

(Mcllvaine), fixando as demais condi¢des padronizadas para cada anélise.

3.12 Formulagdo das preparacdes enzimaticas e estudo da conservacéo da atividade

Formulagdes com diferentes concentracdes de glicerol (20, 30, 40 e 50% m/m) e
2% (m/m) de cloreto de potassio (KCI) foram preparadas e armazenadas em frascos ambar
sob refrigeragdo (z 5°C).

Com uma frequéncia média de 15 dias, uma aliquota das amostras foi submetida a
andlise da atividade enzimatica de pectinases totais para avaliar a conservagdo da atividade

durante o periodo de 59 semanas.

3.12.1 Termoestabilidade das formulacdes enzimaticas

As formulagdes enzimaticas foram submetidas a ensaio de termoestabilidade, sendo
mantidas sob as temperaturas de: 20, 30, 40, 50 e 60°C por até 180 minutos. As atividades
relativas, apds exposicao das formulacdes a cada condicédo testada, foram comparadas com

as atividades iniciais a fim de determinar-se o grau de termoestabilidade.

3.13 Uso das preparacgdes enzimaticas no tratamento de sucos de frutas

A formulacdo enzimatica com 50% de glicerol foi testada na etapa de maceracgdo de
uva bordd (Vitis labrusca) e clarificacdo de sucos de amora-preta (Rubus spp), uva rosada
Isabel (Vitis labrusca) e suco de mac¢a Gala (Malus domestica). As frutas foram adquiridas

no mercado local e higienizadas com agua.
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A dosagem de enzima foi determinada segundo a ficha técnica da enzima comercial
Novozym 33095 e adotada como padréo para o extrato experimental. A dosagem indicada
é de 100 mL para 1000 kg de fruta, ou 10 uL para 100 g de fruta. Através da analise de
atividade de pectinases totais, sabe-se que estdo presentes 2500 U em 1 mL de solucdo
enzimatica, portanto em 10 pL tém-se 25 U de enzima. As enzimas comerciais Novozym
33095 e Pectinex Ultra SP-L foram usadas nos mesmos ensaios para fins de comparacao
com a o extrato experimental.

Nos testes de maceracdo, 100 g de uvas foram acondicionadas em sacos plésticos e
levemente esmagadas com auxilio de um rolo para facilitar a acdo das enzimas. As frutas
foram acondicionadas em uma banho termostatizado e a enzima adicionada no volume
correspondente a 25 U de enzima para cada 100 g. A reagdo foi mantida a 45°C por
45 minutos. Apos esse periodo, a enzima foi inativada submetendo as amostras a um banho
de 100°C por 1 minuto (Zielinski et al., 2014). As uvas foram prensadas manualmente e o
suco obtido foi centrifugado a 5836 x g por 10 minutos para analises.

Na clarificagdo, apds a higienizacéo das frutas, o suco foi obtido com auxilio de um
processador de alimentos. As amostras foram acondicionadas em tubos e a mesma
dosagem citada acima foi adicionada, porém considerando 25 U de enzima para cada 100 g
de suco. As amostras foram mantidas por 45 min a temperatura de 45°C no caso dos sucos
de amora e uva rosada e 35°C no caso do suco de maca. Apds o tempo de incubagéo ser
completado, as amostras foram aquecidas a 100°C por 60 segundos para inativacdo das
enzimas e centrifugadas para realizacdo das analises.

Os testes de maceracdo e clarificacdo foram realizados em triplicata.

Os sucos tratados com a formulacdo experimental foram comparados com as
enzimas comerciais quanto ao aumento de clarificagdo (Equacdo 20), reducdo de
viscosidade (Equacdo 21), reducdo de turbidez (Equacdo 22) e teor de polifendis.

IC do suco controle — IC do suco tratado

Clarificagdo (%)= IC do suco controle <100 (20)

Onde:

IC — intensidade de cor medida em espectrofotometro.

. . turbidez do suco controle — turbidez do suco tratado
Reducao de turbidez (%)=

100 (21
turbidez do suco controle * (21)
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visc do suco controle — visc do suco tratado
X

Redugdo de viscosidade (%)= 100 (22)

visc do suco controle

3.14 Metodologia Analitica
3.14.1 Determinacao do teor de N-acetilglicosamina

Para determinacdo do teor de N-acetilglicosamina (NAG) presente na parede
celular do microrganismo foi utilizado o método descrito por Aidoo et al. (1981).

Primeiramente, as amostras sofreram hidrolise &cida. Para amostras de CSm foram
utilizadas 0,1 g de biomassa seca em 1 mL de HCI concentrado e para CES foi utilizado
0,5 g de meio seco em 5 mL de HCI concentrado. As amostras foram mantidas em banho a
100°C por 2 horas. Apds, as amostras foram centrifugadas e a 1 mL do sobrenadante foi
adicionado 2 gotas de fenolftaleina (0,5% v/v) e entdo, tituladas com NaOH 3M. Apds
obter uma solugdo de cor rosada, a titulacdo reversa com KHSO, 1% foi realizada até a
solucdo perder a cor sendo o volume completado para 25 mL.

Para determinacdo do teor de NAG, 1 mL da solucdo resultante da hidrélise foi
misturado a 1 mL do reagente acetilacetona. A mistura foi mantida a 100°C por
20 minutos. Apds resfriamento, 6 mL de etanol e 1 mL do reagente Erhlick foram
adicionados a solugdo. A nova solucéo foi aquecida a 65°C por 10 minutos e os valores de
absorbancia foram medidos contra um branco, a 530 nm, em espectrofotdmetro (PG
Instruments, EUA).

O reagente acetilacetona foi preparado pela mistura de 1 mL de acetilacetona em
50 mL de solucdo de carbonato de sodio 0,5 M. O reagente Erhlick foi preparado
dissolvendo 2,7 g de dimetilaminobenzaldeido em 100 mL de uma mistura 1:1 (v/v) de
etanol e &cido cloridrico concentrados.

Os valores de NAG foram calculados a partir de uma curva de calibragdo com

solucdo de NAG comercial variando de 0 a 0,5 mg/mL.

3.14.2 Determinacao de acgUcares redutores totais (ART)

A concentragdo de substrato foi determinada pela medida de agUcares redutores
totais em meio sélido descrito por Fontana (2004). Inicialmente, 0,7 g de meio Umido foi
tratado com 10 mL de H»SO4 1,5 M a 100°C por 30 minutos, afim de hidrolisar-se os
carboidratos presentes na amostra. Apos resfriamento, 3 gotas de fenolftaleina foram

adicionadas e em seguida, a suspensdo obtida foi neutralizada pela titulagdo com NaOH
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4M e entdo tratadas com solucgdes de ferrocianeto de potassio (150 g/L) e sulfato cuprico
(300 g/L) a fim de promover a desproteinizacdo e clarificacdo. O material foi, ent&o,
filtrado e os acUcares redutores totais quantificados pelo método do &cido dinitrosalicilico
(DNS) (Miller, 1959). As concentracOes de acUcares redutores presentes nas amostras
foram determinados através de uma curva de calibracdo construida com solugbes de
glicose entre 100 e 1000 mg/L. A absorbancia das amostras foram medidas em
espectrofotémetro (PG Instrument, EUA) a 545 nm. Os resultados foram expressos em mg

de glicose por g de meio seco.

3.14.3 Determinagéo de umidade e pH do meio

Em tubos de ensaio, colocou-se 1 g da amostra, sendo os tubos postos em estufa, a
100°C, até peso constante. Apos resfriadas em dessecador, as amostras foram pesadas e a
umidade determinada.

Para a determinacdo do pH, foram utilizadas estas mesmas amostras, sendo
adicionados a cada tubo 10 mL de &gua deionizada e ap6s 10 minutos, os valores de pH

foram medidos em pH-metro.

3.14.4 Determinagéo da atividade de pectinases totais

A atividade de pectinases totais foi determinada pela medida da reducdo de
viscosidade de solucdo de pectina citrica (CP KELCO S.A., Brasil) 0,5% (m/v) em
viscosimetro Brookfield modelo LDV-1I+, a 60 rpm e 30°C. A solucéo de pectina citrica
foi preparada pela dissolucdo de 0,5 g de pectina em 100 mL de tampdo acetato-acido
acetico 0,5 mol/L, pH 4.

Uma unidade de pectinases totais foi definida como a quantidade de enzima que
causa a reducdo de 50% da viscosidade da solu¢do, nas condicdes padrdes, e expressa em
unidades/grama de matéria seca (U/g) ou em U/mL.

Em alguns trabalhos encontrados na literatura (Fontana et al., 2005, Heerd et al.,
2012), a atividade determinada por este método se refere a enzima endo-poligalacturonase
(endo-PG). No presente trabalho, entretanto, optou-se por associar este método a atividade
de pectinases totais, assim como feito por Maiorano (1990) e Sandri et al. (2011), visto que
a reducdo de viscosidade de solucdo de pectina é resultado da atuagdo conjunta de algumas

enzimas do complexo pectinolitico como pectina liase e endo-poligalacturonases.
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3.14.5 Determinacao da atividade de exo-poligalacturonase

A atividade de exo-poligalacturonase foi estimada pela quantificacdo de substancias
redutoras liberadas de solucdo de &cido poligalacturdnico 0,25% (m/v) em tampéo acetato
0,1 M pH 4, tendo acido galacturénico como padrdo pelo método de Somogyi (1952) ja
apresentado por Malvessi & Silveira (2004). As amostras foram medidas em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm e a atividade calculada através da
curva de calibracdo construida com acido galacturdnico em concentracdes entre 0 e
1 mg/mL. Uma unidade de exo-PG foi definida como a capacidade de liberar 1 umol de
acido galacturénico liberado por minuto por mL de extrato enzimético, nas condi¢des da
reacdo e expressa em unidades/grama de matéria seca (U/gms) ou U/mL.

3.14.6 Determinacéo da atividade da pectina liase

A determinacdo da atividade de pectina liase (PL) foi baseada no aumento da
absorbancia decorrente da formacdo de produtos urdnicos 4,5 insaturados, conforme
proposto por Albersheim (1966). O coeficiente de extingdo molar dos produtos insaturados
€235= 5550 M™cm™ foi utilizado para o célculo de atividade UA = (AA/e235)-10°
(wmol/mL/min), onde AA ¢ a diferenga de absorbancia entre o controle e a amostra. A
reacdo foi conduzida com 1 mL da enzima e 1 mL de pectina (0,5% m/v) previamente
solubilizada em tampao citrato fosfato pH 5,5, incubadas em banho a temperatura de 40°C
por 60 min. Apds, 3,5 mL de acido sulfdrico 0,5 M foram adicionados para paralisar a
reacdo. O controle para cada amostra foi preparado com 1 mL da enzima, 3,5 mL de acido
sulfarico e 1 mL de pectina nesta ordem, mantido sob as mesmas condigdes. As amostras

foram medidas em espectrdmetro em comprimento de onda de 235 nm.

3.14.7 Determinacéo da atividade da pectina metilesterase (PME)

A atividade de PME foi determinada por titulacdo dos grupos carboxilicos medida
pela liberacdo de &cido, de acordo com o método descrito por Jen e Robinson (1984) e
adaptado por Duvetter et al. (2005). Pectina citrica a 0,35% (m/v) foi dissolvida em
solugéo de NaCl 0,117 M e o pH ajustado em 4,5. A solucéo foi usada como substrato e a
reacao realizada a 30°C. Em 30 mL de solugéo de pectina citrica foi adicionado 500 pL do
extrato enzimatico e a reacdo acompanhada por 30 minutos. Uma unidade de atividade
enzimética (U) foi definida como sendo a capacidade da enzima de catalisar a desmetilacdo

da pectina correspondente a 1 umol de NaOH por minuto, sob as condigdes do ensaio.
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3.14.8 Determinagéo da atividade de endo-glicanase

A atividade de endo-glicanase foi medida utilizando carboximetilcelulose (2% m/v)
em tampdo citrato 0,05 M pH 4,8 como substrato (Ghose, 1987). A mistura de reagédo
(50 ul de enzima + 50 ul de substrato) foi incubada a 50°C por 30 minutos. Apos, 300 ul
do reagente &cido dinitro-salicilico (DNS) foram adicionados e as amostras fervidas por
5 minutos. A atividade foi assumida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol

de acucar redutor por minuto (Miller, 1959).

3.14.9. Determinagao da atividade de p-glicosidase

A atividade de PB-glicosidase foi medida usando salicina 1% (m/v) em tampédo
citrato 0,05 M pH 4,8 como substrato (Chahal, 1985). A mistura de reacdo (50 ul de
enzima + 50 ul de substrato) foi incubada a 50°C por 30 minutos. Ap6s, 300 ul do reagente
DNS foi adicionado e as amostras fervidas por 5 minutos. A atividade foi definida como a
quantidade de enzima capaz de produzir 1 umol de agucar redutor por minuto (Miller,
1959).

3.14.10 Determinacéo da atividade de xilanase

A determinacéo da atividade de xilanase foi realizada segundo Bailey et al. (1992),
tendo xilana 1% (m/v) em tampao citrato 0,05 M pH 4,8 como substrato. A mistura (10 pl
de enzima + 90 ul de substrato) de reacdo foi incubada por 5 minutos a 50°C. Ap6s, 300 ul
do reagente DNS foi adicionado e as amostras fervidas por 5 minutos. Uma unidade de
atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de

xilose por minuto (Miller, 1959).

3.14.11 Determinacao da atividade de amilase

A determinacdo de amilase foi realizada segundo Bansal et al. (2011), utilizando
amido soluvel 1% (m/v) em tampdo fosfato 0,2 M pH 6,4 como substrato. A mistura de
reacdo (1 mL de enzima + 1 mL de substrato) foi incubada por 30 minutos a 30°C. Apds,
300 pl do reagente DNS foi adicionado e as amostras fervidas por 5 minutos. Uma unidade
de atividade de amilase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol

de agucares redutores por minuto (Miller, 1959).
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3.14.12 Determinacdo de proteinas

Para a determinag&o quantitativa das proteinas, foi utilizado o método colorimétrico
de Bradford (1976) em espectrofotdbmetro a 595 nm. Os valores de proteina foram obtidos
a partir da curva de calibracdo construida com solucdes padrao de albumina de soro bovino

(BSA) em diferentes concentracdes.

3.14.13 Determinacao da clarificacdo dos sucos de frutas

A clarificacao dos sucos foi determinada por intensidade de cor medida em
espectrofotdbmetro como proposto por Ranganna (1977) e descrito por Sandri (2010). Para
0 suco claro de macd, a leitura foi realizada nos comprimentos de onda de 440 e 520 nm
contra agua, correspondendo as cores amarela decorrente de oxidacdo de polifendis e
vermelha de antocianinas, respectivamente. Para os sucos escuros de uva bord, uva rosada
e amora, a leitura foi realizada nos comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm
correspondendo as cores amarela (taninos), vermelha (antocianinas) e violeta-azul
(catequinas e antocianinas), respectivamente. A intensidade de cor (IC) para cada suco foi

expressa como a soma das absorbancias.
IC=A440t Aso (23)

IC=A4n0t Aszp A0 (24)

3.14.14 Determinacao da turbidez dos sucos de frutas

A turbidez dos sucos tratados enzimaticamente foi medida em turbidimetro

Digimed Modelo Dm TU com 12 mL de amostra a temperatura ambiente (+ 24 °C).

3.14.15 Determinacéo da viscosidade dos sucos de frutas

A viscosidade dos sucos de frutas foi medida em viscosimetro Brookfield modelo
LDV-1I+, a 60 rpm utilizando 20 mL de amostra a 30°C.

3.14.16 Determinacéo de polifendis totais de frutas

O teor de polifenois totais foi determinado por metodo espectrofotometrico, com o

uso do reagente comercial Folin-Ciocalteau de acordo com o método proposto por
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Singleton & Rossi (1965). A 0,5 mL da amostra diluida (1:10), foram adicionados 2 mL da
solucdo de carbonato de sodio 10% (m/v) e 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido
dez vezes. A reacdo foi conduzida em banho termostatizado a 50°C por 5 minutos e a
leitura das amostra realizada a 765 nm contra um branco de agua.

O teor de polifendis totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibracdo construida com padrdes de acido gélico (7 a
250 pg/mL) e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por 100 mL de

Suco.

3.15 Analise estatistica dos dados

Os testes estatisticos para os dados obtidos no trabalho foram realizados pela
andlise de variancia (one-way ANOVA) e teste de Tukey com nivel de confianca de 5%
(p<0,05) com auxilio do software OriginPro 8.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados encontrados nesse
trabalho, sendo abordadas a producdo de pectinases por cultivo em estado solido em
biorreator de tambor rotativo, a definicdo de um protocolo para a recuperacdo e a
concentracdo das enzimas por ultrafiltracdo, a formulagdo do extrato concentrado com
aditivos a fim de conservar a atividade enzimaética e a aplicacdo dessa formulagdo no
tratamento de sucos de frutas.

A apresentacdo dos resultados se inicia com a adaptacdo do método indireto de
quantificacdo de biomassa de A. niger, previamente descrito por Fontana (2004), para a
linhagem LB-02-SF utilizada no presente trabalho.

Em seguida, a producdo de pectinases em biorreator de tambor rotativo, sob
diferentes condicdes de operacdo, é discutida na seguinte ordem:

- efeito da agitacao

- efeito do volume de ocupacdo do reator;

- efeito da temperatura;

- efeito do fluxo de ar.

Na sequéncia, € discutida a recuperacdo e a concentragdo das pectinases produzidas
por cultivo em estado s6lido, avaliando-se os seguintes aspectos:

- condic0es de extracdo das enzimas do meio solido;

- pré-tratamento do extrato enzimatico com carvao ativado;

- pré-tratamento do extrato enzimatico por microfiltracao;

- concentracdo do extrato enzimatico por ultrafiltracao;

- avaliacdo da estabilidade frente ao pH;

- caracterizacdo do extrato concentrado quanto ao pH e a temperatura de reacao.

Apds a concentracdo do extrato enzimatico, o principal objetivo foi a conservacédo
da atividade catalitica. Para tal, 0s seguintes pontos foram enfocados:

- influéncia da adig&o de glicerol e KCI ao extrato concentrado;

- estabilidade das formulacGes enzimaticas frente a temperatura.

Por fim, a formulacdo enzimética foi aplicada no processamento de sucos,
incluindo-se no estudo:

- maceracao de uva;

- clarificacdo de sucos de maga, uva e amora.
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4.1 Adaptacdo de metodologia indireta para a quantificacdo de biomassa de
Aspergillus niger LB-02-SF

Fontana (2004) definiu as condicOes para a estimativa indireta da biomassa de A.
niger T0005007-2, tendo como bases o teor de N-acetilglicosamina e o0s parametros
respiratérios Ygo, fator real de conversdo de oxigénio em biomassa fungica, e m,,
coeficiente de manutencdo para o oxigénio, especificos para a linhagem utilizada. Neste
item, sdo apresentados os resultados encontrados na adaptacéo desta metodologia para A.
niger LB-02-SF.

4.1.1 Quantificacdo do teor de N-acetilglicosamina presente no micélio da linhagem
Aspergillus niger LB-02-SF

Nesse trabalho, o método descrito por Aidoo et al. (1981) foi utilizado para
determinacdo do teor de N-acetilglicosamina (NAG) no micélio flngico. Fontana (2004) e
Scotti et al. (2001), demonstraram que o teor de NAG apresenta valores constantes durante
o cultivo fangico, confirmando que a medida desta substancia pode ser adequada para
estimativa da biomassa.

Inicialmente, o teor de NAG foi determinado em amostras de micélio seco de A.
niger LB-02-SF cultivado em meio liquido por 54 horas, sendo os valores obtidos
correlacionados com a massa de biomassa seca do microrganismo. A correlacdo
encontrada foi de 135 mg de NAG/g de biomassa seca, ou seja, em torno de 13,5% de
glicosamina, conforme é mostrado na Figura 15. Conforme Johnston (1965), em estudo em
que foi determinada a composicdo da parede celular de A. niger, o teor de glicosamina
encontrado foi de 9,0 a 13,1% (m/m). Pinto (2008) determinou o teor de NAG para A.
fumigatus, tendo encontrado valor proximo a 105 mg de NAG/g de biomassa seca.

Essa determinacdo foi utilizada de maneira indireta para estimar a biomassa

produzida por cultivo em estado sélido como mostrado anteriormente pela Equacéo 5.
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Figura 15 — Correlacdo entre o teor de N-acetilglicosamina (NAG) e biomassa seca de

Aspergillus niger LB-02-SF cultivado em meio liquido.

4.1.2 Determinacdo do fator real de conversao de oxigénio em biomassa fungica e do
coeficiente de manutencdo para o oxigénio e quantificacdo indireta da biomassa de
Aspergillus niger LB-02-SF

Para determinar a biomassa fungica a partir do balango de oxigénio, primeiramente
foi necessario encontrar os parametros respiratérios Yo € mo,. Com os valores de
biomassa estimados a partir do teor de NAG de amostras de cultivos em estado sélido
cultivados em frascos e as respectivas demandas de oxigénio (OUR), foi possivel calcular
as velocidades especificas de respiracdo (QO;) (Equacdo 10). As velocidades especificas
de crescimento (ux) para estes cultivos foram também determinadas e, através de um
grafico QO, = f (ux), determinaram-se os parametros Y go, correspondendo ao inverso do
coeficiente angular da reta obtida, e m,, que é o proprio coeficiente linear desta reta
(Figura 16).
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Figura 16 — Variacdo da velocidade especifica de respiracdo (QO,) com a velocidade

especifica de crescimento (ux) em cultivo de Aspergillus niger em meio sélido.

Na Tabela 3, os valores encontrados para Ygo (0,092 g biomassa / mmol O,) e m,
(1,25 mmol O, / g biomassa / h) sdo comparados aos apresentados em outros trabalhos para
A. niger cultivado em estado s6lido. Mitchell et al., (2006) relatam a dificuldade na
determinacdo de teores de células em CES, uma vez que é praticamente impossivel
remover a biomassa do meio devido a penetracdo do micélio fingico no substrato sélido.
Portanto diferentes métodos indiretos sdo utilizados na estimativa da concentracdo celular
em CES, o que poderia estar relacionado aos diferentes parametros de respiragdo

encontrados pelos diferentes autores.

Tabela 3 — Exemplos de valores encontrados na literatura para o fator real de conversao de
oxigénio em biomassa fungica (Ygo) € para o coeficiente de manutencdo para o oxigénio

(mo) em cultivo de Aspergillus niger em estado sélido.

Yeo m, Método de o
(g biomassa/ (mmol O,/ determinacio Referéncias
mmol O5) g biomassa/h) ¢
0,064 0,243 Ergosterol Rodriguez-Fernandez et al. (2013)
0,014 2,75 N-acetilglicosamina Fontana et al. (2005)
Consumo de O, e
0,15 0,50 producio de CO, Prado et al. (2005)
0,092 1,25 N-acetilglicosamina Presente trabalho

Com os valores dos parametros conhecidos, foi possivel estimar a biomassa

produzida em biorreator de tambor rotativo, a partir da determinagdo de OUR por balanco
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de oxigénio, utilizando-se a Equagéo 12. Na Figura 17, a curva de crescimento obtida por
este método é comparada com aquela construida com o uso das determinagdes de NAG.
Como pode ser observado, hd uma boa correlacdo entre os valores medidos por ambos 0s
métodos. Desta forma, os dados de biomassa discutidos ao longo do trabalho, foram
obtidos a partir de medidas de OUR.

180

160 4

140

120

100

804

Biomassa (mg/gms)

60+

40 -

204

Tempo (h)

Figura 17 — Variacdo da concentracdo de biomassa de Aspergillus niger LB-02-SF
determinada pelo método de N-acetilglicosamina (NAG) (m) e demanda de oxigénio

(OUR) (o) em cultivo em estado solido.

4.2 Producao de pectinases por cultivo em estado sélido
4.2.1 Efeito da agitacao do biorreator

O efeito da agitacdo sobre a producdo de pectinases foi inicialmente estudada e
comparada em cultivos estaticos e sob agitacdo de 1 rpm por 5 minutos a cada 120 minutos
com diferentes volumes de ocupacéo do reator (30, 50 e 70%). Em seguida, ensaios com o
volume de ocupacdo de 70% foram realizados com os intervalos de agitacdo de 60 e 90
minutos e comparados com o intervalo de 120 min. Estes ensaios foram realizados com

fluxo de ar constante de 0,54 LkgM. Os resultados sdo mostrados a seguir.

4.2.1.1 Comparacao de cultivos estatico e agitado

Os ensaios realizados com o biorreator de escala de bancada tiveram por objetivo

avaliar o efeito da agitacdo sobre a producdo de pectinases, especialmente com maiores



58

volumes de ocupagéo do reator. A Tabela 4 apresenta os resultados dos ensaios realizados
para os volumes de ocupagéo de biorreator de 30, 50 e 70%.

Tabela 4 — Resultados gerais de cultivos de Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator de

tambor rotativo, estatico e agitado com diferentes volumes de ocupagéo pelo meio solido.

Condicao de operacéo do biorreator

Estatico Agitado

Vol. ocup. 30% 50% 70% 30% 50% 70%
Ximax (Mg/9) 1479°+75 11929+41 1173°£52 | 227,0°+6,4 173,0°+54 13634124
tx max () 72 96 76 96 72 96

PT (Ulg) 170,8°+0,7 1103"+82 76,0°42,8 | 1334°+104 1782°+155 70,6°+4,5
Umidade (%) 650"+2,1 61,8°+23 581°+38 | 71,6°+2,6 69,7°+0,5 70,9*°%3,9
So (Mg/g) 486 439 495 462 423 406
Secons (MY/Q) 302 237 185 308 319 225

Y pix (U/mg) 1,15 +0,06 0,87*°+003 0,65™+0,00 | 0,59°°+0,08 1,06°+0,12 0,52°+0,08
Y pis (U/mg) 0,56°+001 0,44°£003 0,41°+001 | 0,44°+004 057°£005 0,31°+0,02
Yyws(mg/mg) — 049°+002 050°+001 0,63°+002 | 0,73°£002 0,54°°£0,02 0,60+0,05

Vol. ocup. — volume de ocupacgdo; Xmx — Maxima concentragdo de biomassa; tymsx — tempo em que
ocorreu Xmax; PT - pectinases totais em 96 h; S, — Concentracao inicial de agucares redutores totais; Scons -
acUcares redutores totais consumido em 96 horas; Ypx — fator de producdo especifica; Yps — fator de
conversdo de substrato em produto; Yy,s — fator de conversdo de substrato em células. Umidade inicial —
54%. Fluxo especifico de ar — 0,54 LkgM. Letras diferentes (a-d) indicam diferenca significativa ao nivel
de 5% (p< 0,05) para ensaios em duplicata.

O biorreator utilizado no modo estatico tende a se comportar como uma bandeja,
sistema que é muito utilizado para a producdo de enzimas (Brijwani et al., 2010; Diaz et
al., 2013; Ruiz et al., 2012; Vaseghi et al., 2013). Porém, as bandejas sdo limitadas a
pequenas espessuras do leito de meio de cultivo, que funciona como barreira a difuséo de
gases (O, e CO,) e de calor. Os resultados dos ensaios com o biorreator no modo estatico
mostraram exatamente este comportamento, com a atividade enzimatica ao final do
processo variando inversamente a espessura do meio de cultivo (Tabela 4). A biomassa
apresentou valores na faixa de 117 a 148 mg/g entre os cultivos com diferentes volumes de
ocupacdo. No sistema estatico, acredita-se que as camadas inferiores de meio néo
contribuam para o crescimento celular, devido as limitagdes de transferéncia de massa e de

calor. Da mesma forma, provavelmente pelo mesmo motivo, a producdo de pectinases foi
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superior quando a espessura do meio foi menor. Com o0 aumento do volume de ocupagéo
de 30% para 50% e de 50% para 70% a atividade pectinolitica diminuiu em torno de 35%
em ambas as comparacdes. Os ensaios com agitacdo intermitente (5 minutos a cada 120
minutos), por sua vez, apresentaram valores de biomassa e atividade completamente
distintos dos ensaios sem agitagdo. As mais altas concentracfes de biomassa foram
encontradas na condicdo de 30% de ocupagdo, em torno de 227 mg/g, mostrando que,
mesmo com a agitacdo proporcionada pelo reator, a espessura do meio se torna um fator
limitante para o crescimento. J& a umidade do meio foi reduzida com o aumento do volume
de ocupagdo ao operar-se 0 biorreator no modo estatico. Houve aumento da umidade em
todas as condigdes, no entanto, sem agitacdo do biorreator, 0 meio ndo foi capaz de
absorver maiores quantidades de agua, como observado no sistema agitado.

Algumas observacdes foram realizadas com relacdo a atividade enzimatica de
pectinases totais para os cultivos conduzidos em modo estético e agitado em cada volume
de ocupacao empregado.

a) 30% de ocupacdo — a atividade enzimatica foi 28% maior com o sistema sem
agitacdo, resultando em um fator de producdo especifica (Yp/x) também superior; ou seja,
apesar da menor concentracdo de biomassa obtida, a produtividade das células quando
comparada a condicdo de agitacdo foi superior. J& o fator de conversdo de substrato em
celulas (Yxss) foi superior na condigdo de agitacdo do biorreator, o que se deve a maior
concentracdo celular, uma vez que o consumo de substrato foi similar em ambas condicdes
de operacdo do biorreator. Os resultados indicam que a producdo da enzima nao esta
totalmente relacionada a concentracdo de biomassa, mas com fenémenos envolvidos no
metabolismo do fungo como, por exemplo, a repressdo catabdlica e estresse.

b) 50% de ocupacdo — o0 sistema agitado apresentou aumento de 61% na atividade
comparado ao sistema estatico, para o qual o fluxo de ar pode ter sido insuficiente para
atingir as camadas mais profundas do meio, diminuindo a produgdo enzimatica. J& no
sistema agitado, pode-se considerar, como primeira hip6tese, que a homogeneizagdo do
meio proporcionou um ambiente mais adequado para a produgdo enzimatica ou, como
segunda possibilidade, que as condigdes empregadas teriam levado o microrganismo a uma
situacdo de estresse — em termos de transferéncia de calor e/ou de massa — que, segundo
Maldonado et al. (1998), contribui para o aumento da producdo de enzimas. Nesse caso, a
agitacdo favoreceu tanto o crescimento quanto a producdo enzimatica, bem como o
consumo de substrato, gerando um valor superior para o fator de conversdo de substrato

em produto (Ypss).
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c) 70% de ocupacdo — 0s ensaios ndo mostraram diferenca nos valores encontrados para
biomassa e atividade enzimatica entre os modos de operacdo estatico e agitado, indicando
que apesar da agitacdo, a quantidade de meio pode ter dificultado a transferéncia de massa
e calor mais significativamente. Observou-se também que, em biorreator agitado, as
particulas tendem a se agregar em grandes blocos, o que certamente dificultou a
colonizacdo do meio.

As condicdes de 30% e 50% de volume de ocupacdo do biorreator operados no
modo estatico e agitado, respectivamente, nas quais as maiores atividades pectinoliticas
foram obtidas, apresentaram resultados estatisticamente iguais quanto aos fatores de
conversdo Ypx, Ypis € Yxs. Porém se a atividade total for comparada (U), o volume de
ocupacdo de 50% (1800 g) apresenta vantagem sobre o reator estatico com volume de
ocupacdo de 30% (1100 g), ja que este valor é aumentado de 65565 U para 98473 U. A
atividade no final do processo ganha um incremento em torno de 51% e o volume de
extrato obtido também se torna maior. Demir & Tari (2014) encontraram resultado similar
com aumento de 17,2% na atividade de poligalacturonase ao compararem 0s sistemas
estatico e agitado, sendo este aumento atribuido ao fato de a transferéncia de oxigénio
ocorrer de forma mais homogénea como resultado da agitacdo. Por outro lado, Lagemaat &
Pyle (2001) observaram que a producédo de tanases por Penicilium glabrum, assim como a
concentracdo de biomassa fungica, foi maior em cultivo estadtico que em agitado,
possivelmente devido a efeitos de cisalhamento do micélio causado pela agitacdo do
sistema. No cultivo de A. niger LB-02-SF no biorreator de tambor rotativo em questéo, no
entanto, fica claro, que a agitacdo do meio favoreceu o processo.

4.2.1.2 Efeito de diferentes intervalos entre as agitacdes do biorreator

Com os resultados acima, foi possivel confirmar que a agitacdo do biorreator
favoreceu 0 aumento do volume de ocupacédo até 50%. Visto que a agitagdo pode ser uma
alternativa para melhorar a transferéncia de oxigénio e calor durante o cultivo em estado
solido (Gasiorek, 2008) e visando a otimizacdo do volume do biorreator, o ensaio com
diferentes intervalos entre as agitacOes foi realizado com o volume de ocupagédo de 70%.
Os ensaios foram realizados com os intervalos de 120, 90 e 60 minutos entre as agitacdes,
mantendo-se a frequéncia e o tempo constantes (1 rpm/5 minutos).

Os cultivos realizados com intervalos entre as agitacdes de 90 e 120 minutos

apresentaram comportamentos similares em termos de producdo de pectinases totais
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(70 U/g), enquanto que no intervalo de 60 minutos, esta atividade foi reduzida em torno de
42% (Tabela 5). Autores como Mitchell et al. (2006) e Thomas et al. (2013), além dos ja
citados Lagemaat & Pyle (2001), atribuem ao cisalhamento do micélio flngico, decorrente
da agitacdo mais intensa, a responsabilidade pela reducdo nos valores de crescimento e
producéo em bioprocessos com fungos filamentosos. O aumento do nimero de eventos de
agitacdo, porém, parece ter provocado algum efeito na secrecdo do produto, ja que a
concentracdo de biomassa observada foi praticamente a mesma em todos os intervalos
testados. Resultado similar foi encontrado por Gasiorek (2008), que observou que mesmo
com agitagdo continua, a concentracdo celular de A. niger foi superior a encontrada nos
ensaios com agitacéo intermitente, sugerindo que a agitagdo continua ndo causou danos ao

micélio.

Tabela 5 — Resultados gerais de cultivos de Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator de
tambor rotativo com 70% de ocupagdo de volume pelo meio solido, operado com

diferentes intervalos entre cada agitacao.

Intervalo entre as agitacdes (minutos)

120 90 60
Xmax (MY/g) 136,3°+ 12,4 126,8°+ 13,0 133,2°+11,3
X max (h) 96 96 96
PT (U/g) 70,6°+ 4,5 69,0°+ 8,1 29,8°+12
T (°C) 43+ 1,4 46°+ 1,4 41°+ 1,4
Umidade (%) 70,7°+3,3 63,9°+ 4,1 62,6°+ 1,4
So (Mg/g) 406 414 414
Scons (Mg/Q) 225 208 124
Yeix (U/mg) 0,52 + 0,08 0,54* + 0,01 0,23° +0,01
Ypss (U/mg) 0,31% 40,02 0,33%+ 0,03 0,24* + 0,01
Y xss (Mg/mg) 0,60° + 0,05 0,61° + 0,06 1,06 + 0,09

Xmax — Maxima concentracdo de biomassa; tyx max — tempo em que ocorreu Xpa; PT — pectinases
totais em 96 h; T - temperatura em 48 h de cultivo; S, — Concentracéo inicial de aglcares redutores
totais; Scons - acglcares redutores totais consumido em 96 horas; Ypyx — fator de producéo
especifica; Yps — fator de conversdo de substrato em produto; Yy, — fator de conversdo de
substrato em células. Umidade inicial — 54%. Fluxo especifico de ar — 0,54 LkgM. Letras
diferentes (a-b) indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (p< 0,05) para ensaios em duplicata.

Apesar de a atividade ser semelhante nos ensaios com intervalos entre as agitacdes

de 90 e 120 minutos, a umidade foi de 63,8% e 70,9%, respectivamente. O aumento do
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namero de eventos de agitacdo, em combinagdo com as variagcdes de temperatura em cada
condicdo testada, pode ter contribuido para a reducdo de umidade. Da mesma forma, a
agitacdo a cada 60 minutos pode ter contribuido tanto para a reducdo da umidade quanto
para a reducdo de temperatura. Além disso, 0 microrganismo se mostrou menos produtivo
nessa condi¢do, como pode ser constatado pelo menor valor de Ypx. J&, 0 valor de Y s foi
superior devido ao consumo de substrato ter sido menor e o crescimento similar aos demais
intervalos entre as agitaces.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5, a questdo central que se coloca €
explicar a baixa atividade de pectinases totais atingida no ensaio com agitacdo em
intervalos de 60 minutos. Neste ensaio, com 0 menor intervalo entre as agitacdes, 0 meio
de cultivo sofreu maior exposicao ao fluxo de ar, o que parece ter favorecido a producéao de
energia e, em decorréncia, o crescimento. Situacdo semelhante, e ainda mais dréastica, foi
observada na presenca de altos niveis de oxigénio dissolvido, durante a producéo de endo-
poligalacturonase em cultivo submerso por Kluyveromyces marxianus, desde que, com
60% de saturacdo de oxigénio a producdo desta enzima foi completamente ausente, sendo a
diminuicdo da producdo enzimatica entendida pelos autores como decorrente de repressao

pelo oxigénio (Cruz-Guerrero et al., 1999).

4.2.2 Efeito do controle de temperatura do biorreator

Na sequéncia, foram realizados ensaios em biorreator de tambor rotativo nos quais
se procurou exercer um controle mais efetivo sobre a temperatura do meio de cultivo
solido. Esta avaliacdo foi feita em cultivos com volume de ocupacgéo do biorreator de 30%,
sem agitacdo, e 50%, com agitacdo, condi¢bes que, até este ponto do estudo, resultaram
nas maiores atividades de pectinases totais (item 4.2.1.1). Para o controle da temperatura,
foi utilizado um aspersor de agua para resfriar a superficie externa do reator. A remocéo de
calor neste sistema foi realizada por conducéo, com as regides quentes do meio de cultivo
entrando em contato com a parede fria do biorreator.

Os perfis de variacdo de temperatura dos cultivos estatico e agitado, realizados com
30 e 50% de ocupacdo do reator, com e sem controle de temperatura, sdo ilustrados na
Figura 18. Como mostrado nesta figura, na auséncia de controle de temperatura, este
pardmetro supera os 45°C, valor que poderia, em principio, prejudicar o processo, tanto
pelo fato de ser inadequado ao crescimento de A. niger, que se situa idealmente na faixa de

30 a 35°C (Palacios-Cabrera et al., 2005; Gougouli & Koutsoumanis, 2010), quanto pela
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sensivel perda de atividade de pectinases observada nessa temperatura (Sandri, 2010).
Segundo Mitchell et al. (2006), em cultivos em estado s6lido, mesmo com o uso de fluxo
de ar e camisa de resfriamento, a temperatura pode aumentar, em um periodo de poucas
horas, de 10 a 20°C acima da temperatura desejada. No entanto, o sistema de arrefecimento
utilizado, apesar de sua simplicidade, reduziu significativamente a temperatura do meio em
comparacdo com a condicdo sem controle, embora tenha ficado evidente a dificuldade em
manter-se este parametro estavel devido a grande quantidade de calor metabdlico gerado

durante o cultivo.
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Figura 18 — Variacdo da temperatura do meio de cultivo de Aspergillus niger LB-02-SF
com o tempo em biorreator de tambor rotativo com volume de ocupacdo de 30% - estatico
(@) e 50% - agitado (b): cultivo com controle de temperatura (m); cultivo sem controle de

temperatura (o).

Observou-se que para 0 menor volume de ocupacdo (30%), a temperatura, apos
subir até cerca de 35°C em aproximadamente 48 horas, foi mais facilmente controlada na
sequéncia do cultivo. Nesta condi¢do, como era esperado, determinou-se um crescimento
celular maior quando a temperatura do cultivo foi controlada (Tabela 6). Porém, a
atividade pectinolitica total sofreu um decréscimo de mais de 50%, sendo reduzida de
170,8 U/g para 84,4 U/g nos ensaios sem e com controle de temperatura, respectivamente.
Ja no ensaio com 50% de ocupacdo e mantendo a agitacdo padrdo do sistema, o perfil de
concentracdo celular foi similar, porém a atividade de pectinases totais novamente foi
reduziu de 178,2 para 46,4 U/g nos cultivos sem e com controle de temperatura,

respectivamente.
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Tabela 6 — Resultados gerais de cultivos de Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator de
tambor rotativo com volume de ocupacdo do reator em 30% sem agitagdo e 50% com

agitacdo, com e sem controle de temperatura.

Vol. ocup. 30% 50%

Controle Sem controle Controle Sem controle
Xmax (Mg/g) 196,2°+1,8  147,9°+98 181,2°+ 2,0 173,0°+ 5,4
Tx,max (h) 72 72 76 72
PT (Ulg) 84,4°+35 170,8*+ 0,7 46,4°+ 8,1 178,2°+ 155
Umidade (%) 60°+ 1,6 6542+ 2,1 63,9°+0,6 69,9+ 0,5
So (Mg/g) 396 462 414 423
Scons (Mg/q) 215 302 230 319
Yeix (U/mg) 0,43°+0,00  1,15*+0,06 0,25° + 0,04 1,06% + 0,12
Ypss (U/mg) 0,39°+0,00  0,56%+0,01 0,20° + 0,03 0,57%+ 0,05
Y xss (Mg/mg) 0,91°+0,00  0,49°+0,02 0,78+ 0,01 0,54% + 0,02

Vol. ocup. — volume de ocupacdo do reator; X — maxima concentracdo de biomassa; tx max — tempo em
que ocorreu Xmax; PT — pectinases totais em 96 h; Sy — Concentragdo inicial de agUcares redutores totais;
Scons — aglcares redutores totais consumidos em 96 h; Ypx — fator de producéo especifica; Yp;s— fator de
conversdo de substrato em produto; Yy,s — fator de conversdo de substrato em células. Umidade inicial —
54%. Letras diferentes (a-b) indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (p< 0,05) para ensaios em
duplicata.

Os resultados obtidos nestes ensaios levantam a seguinte questdo com respeito ao
controle de temperatura: se o crescimento celular foi superior nesta condi¢do, como no
caso do ensaio ndo agitado com ocupacdo de 30%, ou se o crescimento foi similar, caso do
cultivo agitado com ocupacdo de 50%, por que a atividade de pectinases foi
significativamente inferior quando a temperatura foi controlada numa faixa mais favoravel
ao crescimento? Comportamento semelhante foi observado por Polidoro (2009), em
cultivo de A. niger T0005/007-2 em tambor rotativo, tendo este autor sugerido que a
producdo de pectinases é favorecida quando o microrganismo se encontra sob efeito de
estresse. Também em CES, Castro et al. (2015), verificaram que com a reducdo da
atividade de agua do meio, houve aumento na atividade de proteases. Os autores
apontaram que a reducdo na atividade de agua causou uma condicdo de estresse que levou
a maior inducdo das enzimas. Para outro pardmetro essencial em bioprocessos, o pH,
Malvessi & Silveira (2004), Fontana et al. (2009), Fontana & Silveira (2012) e Meneghel
et al. (2014) também constataram que a producdo de pectinases por A. oryzae em meio

liquido foi praticamente nula em condicdo favoravel ao crescimento (pH em torno de 4,0) e
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intensificada quando o crescimento foi inviabilizado (pH em torno de 2,7). O conjunto
destes trabalhos mostra, portanto, que a producdo das pectinases se da preferencialmente
quando o microrganismo se encontra em ambiente inadequado ao crescimento. Ao analisar
os resultados, seria possivel se supor que a alta temperatura do meio tenha gerado uma
condicdo de estresse — desfavoravel ao crescimento — portanto levando a maior producédo
de enzimas.

Apesar do aumento da temperatura até 45°C, ndo houve queda de atividade durante
0 processo de producdo da enzima, como sera observado posteriormente na Figura 19-b,
demonstrando que a enzima produzida apresenta alguma estabilidade a essa temperatura.
Mohsen et al. (2009) e Hendges et al. (2011) relataram que pectinases produzidas por
diferentes linhagens de A. niger mostraram ser completamente estaveis a 30°C; porém, as
atividades foram reduzidas em aproximadamente 60% e 80%, respectivamente, quando
expostas a 40°C por 60 minutos. Considerando os resultados de estabilidade a temperatura
realizados para o extrato produzido neste trabalho (dados mostrados no item 4.6.1) e 0s
resultados de Hendges et al. (2011) e Sandri (2010), teoricamente entre 40 e 50°C, a perda
de atividade seria em torno de 35%. Esses dados indicam que a velocidade de producéo das
enzimas é maior que a velocidade de degradacgdo durante o cultivo.

Os resultados destes ensaios mostraram, como descrito, que a natural elevacéo de
temperatura durante o cultivo em meio sélido favorece a producdo de pectinases por A.
niger LB-02-SF. Esta constatacdo pode se considerada como uma vantagem para a
conducdo da producdo destas enzimas em CES, visto que a temperatura € um parametro de
dificil controle nesta modalidade de bioprocesso.

4.2.3 Efeito conjunto do fluxo de ar e do volume de ocupacao do biorreator

O fluxo de ar é um importante parametro para o cultivo em estado sélido, ja que
pode influenciar diretamente na transferéncia de calor e massa, na remogéo de CO; e no
controle de umidade do meio (Thomas et al., 2013). Assim, a producdo do complexo
enzimatico pectinolitico em biorreator de tambor rotativo foi avaliada sob diferentes
condigdes de aeragdo, com volumes de ocupacédo do reator pelo meio de cultivo em 30% e

50%. Os resultados deste conjunto de ensaios s@o resumidos nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 — Resultados gerais de cultivos de Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator de

tambor rotativo sob diferentes fluxos especificos de ar, com volume de ocupagao de 30%.

Fluxo (LkgM) 0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
Xmax (Mg/g) 1709°+146 1876 +6,3 226,9°+6,4 1162°+188 89,3°+114
t max () 72 96 76 76 72

PT (U/g) 7725°+87 1290°+65 1346°+143 100,7°+51 1248 +39
T (°C) 44% +0,7 457+ 0 43+ 1.4 457+ 0 43+ 17
Umidade (%)  73,2°+15  742°+14 72,22 +32 62,4°+ 2,8 51,5°+2,3
S, (mglg) 465 465 462 517 418
Secons (Ma/Q) 299 285 308 335 215
Yex (U/mg) 0,45°+0,01 0,68°+001 059°+007 087°+0,09 140°+0,12
Yess (U/mg) 0,26°+0,02 045°+0,02 043*+0,04 030°+001 0,36™+0,01
Yxs(mg/mg)  057°+005 0,66®+0,02 0,73*°+002 034°+005 0,25°+0,03

Xmax - Maxima concentragdo de biomassa; tx max — tempo em que ocorreu Xpax; PT - pectinases totais em 96
h; T - temperatura em 48 h de cultivo; Sy — Concentracdo inicial de aglcares redutores totais; Scons —
acucares redutores totais consumido em 96 h; Yp — fator de producdo especifica; Yps— fator de conversdo
de substrato em produto; Yyx,s — fator de conversdo de substrato em células. Umidade inicial — 54%. Letras
diferentes (a-c) indicam diferenga significativa ao nivel de 5% (p< 0,05) para ensaios em duplicata.

Tabela 8 — Resultados gerais de cultivos de Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator de
tambor rotativo sob diferentes fluxos especificos de ar, com volume de ocupacdo de 50%.

Fluxo (LkgM) 0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
Xmax (Mg/g) 1186®+46 128,0°+195 1586°+6,0 1157°+78 86,3+ 134
t max () 72 96 76 76 72

PT (U/g) 70,6°+20,4 1150°#17,7 1782°+155 136,2°+154 117,0°+18,1
T (°C) 43°+0,6 44° %0 44°+ 0,6 44°+ 1.4 43+ 14
Umidade (%)  71,8*°+28  70,9°%25 69,6 + 0,6 66,1°+1,8 535"+ 1,9
So (mg/g) 375 439 423 367 360
Scons (MQ/Q) 281 329 319 255 245
Y (U/Mg) 053°+023 0,89°+0,00 1,13* + 0,09 1,17+ 0,11 1,35% + 0,00
Yess (UIMg) 025°+007 035+005 056°+006 053°+009  047°+0,07
Yys(mg/img) ~ 049°£008 039°%006 049°+001 049°+002  0,35°+0,05

Xmax — Ma&xima concentragdo de biomassa; ty max — tempo em que ocorreu Xax; PT — pectinases totais em 96
h; T - temperatura em 48 h de cultivo; Sy — Concentracdo inicial de aclcares redutores totais; Scons —
acucares redutores totais consumido em 96 h; Ypx — fator de producéo especifica; Yp/s— fator de conversao
de substrato em produto; Yyx,s — fator de conversdo de substrato em células. Umidade inicial — 54%. Letras
diferentes (a-b) indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (p< 0,05) para ensaios em duplicata.
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Como mostrado, para ambos os volumes de ocupagdo testados, o crescimento
microbiano foi incrementado pelo uso de fluxos especificos de ar crescentes entre 0,18 e
0,54 LkgM, enquanto fluxos de aeracdo mais altos levaram a reducdo da concentracdo de
biomassa. Com 50% do volume do reator sendo ocupado pelo meio, foram atingidas
concentracdes de biomassa menores que as estimadas com 30% de ocupacao para os fluxos
especificos de ar até 0,54 LkgM.

Os teores de biomassa atingidos em cada um dos ensaios em discussdo ndo estdo
relacionados a variacdo da temperatura do meio, j4 que 0s picos deste parametro foram
muito semelhantes em todas as condicGes. Assim, é provavel que a maior ocupacao do
biorreator tenha afetado negativamente a mistura, dificultando o suprimento de oxigénio ao
cultivo, assim como a remocgédo de gas carbénico, e, por consequéncia, a colonizacdo das
regibes mais internas do meio.

Quando comparados os fluxo de ar para cada volume de ocupacdo com relacdo a
atividade enzimatica, foi observado que com 0,18 LkgM obtiveram-se valores
significativamente inferiores aos atingidos com 0,54 LkgM, em que foram obtidas as
maiores atividades, com reducdo de 42 e 60% da atividade com 30 e 50% de ocupacao,
respectivamente. Os fluxos mais altos de 0,72 e 0,90 LkgM, por sua vez, além da reducédo
nos valores de biomassa e consumo de carboidratos, também constatados com 0,18 LkgM,
apresentaram reducdo nos valores de umidade, mesmo com a temperatura sendo
semelhante em todos os casos. Ao avaliarem-se os fatores de conversdo Yxsse Yps, pode-
se observar que, para ambos o0s volumes de ocupagéo, este mesmo fluxo levou, novamente,
menores valores. Esse resultado é importante, do ponto de vista operacional do reator,
evidenciando-se que o fluxo especifico de ar a ser utilizado deve ser superior a 0,18 LkgM.

Para o fluxo de 0,54 LkgM, foi verificado que as médias de atividade obtidas, em
ambos os volume de ocupacdo, foram significativamente diferentes, 0 que mostra que o
uso deste fluxo, para o biorreator com 50% do seu volume ocupado, € vantajoso em termos
da producéo de pectinases.

Com relacdo a umidade, sabe-se que ocorre formacdo de agua em funcdo do
metabolismo do fungo e que, se o fluxo de ar ndo for capaz de remové-la na mesma
velocidade em que é formada, ocorre aumento no teor de umidade do meio com o tempo
de cultivo (Stuart et al., 1999). Assim, a agua produzida pelo metabolismo do fungo
somada ao fluxo de ar saturado em umidade que é introduzido no reator, garantiu que a
umidade fosse aumentada com o tempo de cultivo (Fig. 17-c). A umidade também pode

sofrer efeito da temperatura e do fluxo de ar aplicado. Como o perfil de temperatura foi
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similar em todos os ensaios, atingindo um pico em torno de 44°C em 48 h de cultivo, pode-
se considerar que os resultados decorreram do efeito do fluxo de ar sobre a umidade do
meio. No caso, conforme é mostrado nas Tabelas 7 e 8, foi observado que 0 aumento no
fluxo de ar para 0,90 LkgM promoveu reducdo da umidade em relacdo ao seu valor inicial
(54%). Os teores finais de umidade foram similares em ambos os volumes de ocupagao
testados, em torno de 70% para os fluxos de 0,18 a 0,54 LkgM, 64% em 0,72 LkgM e 52%
em 0,90 LkgM. Os valores de umidade mostraram que o aumento de fluxo de ar acarretou
em perda de umidade do meio de cultivo. A condi¢édo de 0,90 LkgM manteve a umidade
proxima do valor inicial (54%) durante todo o cultivo, sofrendo perda nos tempos finais
finalizando em 52%, o que indica que esse fluxo tende a carregar a umidade do meio e
assim, reduzir o crescimento celular e a producdo enzimatica. No entanto, os valores de
Yp/x mostraram que a producao especifica foi superior nos ensaios com esse fluxo de ar, ou
seja, cada unidade de célula produziu mais enzimas que nas demais condicdes testadas.

Alguns autores apresentam resultados na producdo de produtos biotecnolégicos em
biorreatores quando o fluxo de ar é variado. Rocky-Salimi & Hamidi-Esfahani (2010)
verificaram que 0 aumento na taxa de aeracdo causou ressecamento do meio resultando na
reducdo da producdo de celulases por Trichoderma reesei. O efeito do fluxo de ar na
producdo de celulases e hemicelulases foi estudado por Kalogeris et al. (2003), concluindo
gue a maior aeracdo testada (15 L de ar / minuto / kg de matéria seca) foi a que apresentou
maior producdo de biomassa e de enzimas. Se o valor de 0,54 LkgM usado neste trabalho
for convertido em termos de matéria seca, 0 novo valor de aeragdo sera de 1,8 L de ar /
minuto / kg de matéria seca, 0 que estd bem abaixo da aeracdo usada por Kalogeris et al.
(2003). Ja Gasiorek (2008) relata que houve perda de 20% na concentracdo de acido citrico
produzido por A. niger quando a aera¢do foi aumentada de 0,2 para 0,4 LkgM. Rodriguez-
Fernandez et al. (2011) observaram que existe um valor limite para o fluxo de ar em que a
producdo enzimatica de pectinases e Xilanases em CES ndo é mais favorecida. Neste
trabalho, nas condi¢fes empregadas para a producdo de pectinases, o fluxo especifico de ar
de 0,54 LkgM pode ser considerado como o mais favoravel entre os estudados, ja que
acima ou abaixo desse valor ocorreu reducédo dos titulos de pectinases totais.

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a menor espessura do leito
favoreceu o crescimento. Porém, com o aumento da espessura e 0 uso do fluxo especifico
de ar de 0,54 LkgM, a producdo de pectinases aumentou de 134,6 para 178,2 U/g. Como
discutido anteriormente, o aumento da espessura do leito, provavelmente dificulta as

transferéncias de calor e massa, levando o microrganismo a uma possivel condicdo de
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estresse, em que a combinacdo de pardmetros como a temperatura e a limitacdo de
oxigénio podem estar relacionados.

Para o fluxo especifico de ar de 0,54 LkgM, com o qual foram obtidas as maiores
atividades de pectinases, 0 comportamento cinético dos ensaios com ocupacéo de 30 e 50%

é analisado com respeito ao crescimento celular e a producao de enzimas (Figura 19).
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Figura 19 — Variacdo com o tempo das concentracdes de biomassa fangica (a), pectinases
totais (b), umidade e temperatura (c) e (d) acUcares redutores totais em cultivo de
Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator de tambor rotativo com fluxo especifico de ar de
0,54 LkgM e volumes de ocupacdo de 30% (o) e 50% (m).

Na Figura 19-a, sdo mostrados os perfis cinéticos da formacdo de biomassa, nos
ensaios realizados nas condicgdes citadas, representadas pela média de dois ensaios com
variacdo no desvio padrdo de no maximo 12%. Como mostrado na figura, as curvas de
crescimento assumem comportamento aproximadamente exponencial em torno das 24
horas, seguindo-se perfis com velocidades de crescimento constantes e, mais tarde
decrescentes, até que as fases estacionarias sejam atingidas com cerca de 72 horas de
processo. Apesar dos perfis cinéticos, as concentracdes de biomassa e as velocidades de

crescimento com a menor ocupacdo do reator foram sempre maiores. As maximas
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velocidades especificas de crescimento (uxmax) para os dois ensaios em discussdo foram
determinadas (Tabela 9), observando-se que os valores de pxmax diminuiram com o
aumento do volume de ocupacéo, o que deixa evidente a limitacdo do crescimento nesta

condicéo.

Tabela 9 — Maximas velocidades especificas de crescimento (uxmax) em cultivos de
Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator de tambor rotativo operados com fluxo
especifico de ar de 0,54 LkgM e volumes de ocupacdo de 30 e 50% .

Volume de ocupacéo (%)
30 50
X max (W) 0,230 0,185

Quando volume de ocupacdo do reator utilizado foi de 30%, a formacdo de
pectinases totais apresentou aumento pronunciado da atividade entre 24 e 72 horas,
tendendo a estabilizar-se ao final de 96 horas (Figura 19-b). Ja com 50% de ocupacao pelo
meio, a producdo de pectinases se tornou superior em relacdo ao cultivo com 30% de
ocupacdo apenas ap6s 72 horas de processo. Além disso, o grafico indica que o cultivo
poderia ter sido mantido por mais horas para avaliar a continuidade da producéo.

Os parametros de pH, temperatura e umidade ndo foram controlados durante o
cultivo, apenas monitorados. Nesse trabalho, a curva de pH (ndo mostrada aqui) apresentou
uma leve reducdo do valor inicial de 4,8 para 4,1 em 48 horas, periodo de intenso
crescimento com possivel formacdo de acidos. Ao final do processo houve aumento do pH
para 5,3 devido a liberacdo de amdnia resultante da quebra de proteinas e da oxidacdo de
aminoéacidos durante a utilizacdo das fontes de carbono na producdo de pectinases por A.
niger conforme descrito por Berovic & Ostroversnik (1997) e Silva et al. (2005). A
producdo de pectinases por CES leva vantagem em relacdo a producdo em CSm, por nao
exigir o controle desse parametro. Meneghel et al. (2014) mostraram claramente que a
producdo de pectinases por A. oryzae em CSm, sofre influéncia do pH do meio. Os autores
comprovaram que, o cultivo, que se inicia em pH 4 para favorecer o crescimento, deve ser
mantido em pH 2,7 para producédo da enzima.

A variagdo de temperatura em todos os ensaios (volume de ocupacdo e aeragéo)

apresentou perfis similares, com maxima ocorrendo na faixa de 42 a 44°C em torno de 48
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horas de processo, ndo podendo ser relacionados com os menores titulos de atividade
enzimética obtidos. A Figura 19-c mostra que ap6s 24 h de cultivo, calor metabdlico €
liberado para o meio devido & acelerada velocidade de crescimento. E importante ressaltar
que, apesar do aumento do fluxo especifico de ar (0,18 a 0,90 LkgM), ndo houve reducéo
no pico de temperatura do meio, o que indica que a velocidade de remocdo de calor pelo ar
foi menor que a velocidade de producdo de calor. Com 50% de ocupagdo do reator, a
temperatura se manteve em torno de 44°C até o final do cultivo. Na condigdo de 30% de
ocupacao, ocorreu reducdo de temperatura para 38°C ap6s 72 h de cultivo. Essa reducéo
pode ter sido devida & maior eficiéncia do fluxo de ar na remocéo de calor nas Gltimas
horas de cultivo quando o reator foi carregado com menor carga.

Umas das preocupacdes com o aumento da espessura do meio solido é a reducéo da
capacidade do sistema em remover calor, 0 que leva ao incremento da temperatura e,
possivelmente, a reducdo da formacdo de produto (Durand, 2003; Bhargav et al., 2008;
Kwon et al., 2011). No trabalho de Ghildyal et al. (1993), utilizando reator do tipo
bandeja, foi mostrado que os titulos enzimaticos de amiloglucosidase produzidos por A.
niger em diferentes espessuras do meio apresentavam relacdo com o gradiente de
temperatura. Para o mesmo cultivo, amostras retiradas em diferentes profundidades do
leito (40 - 240 mm) apresentavam diferentes temperaturas (32 — 50°C) e diferentes valores
de atividade enzimatica (8000 — 1000 U/g). Brijwani et al. (2011), além de encontrar
resultados similares aos relatados por Ghildyal et al. (1993), na producdo de enzimas
celuloliticas, mostrou que ocorreu aumento de temperatura (48 para 52°C) com o aumento
na carga de operagdo do reator de 50 para 100%. Para o biorreator de tambor rotativo de
pequena escala utilizado no presente trabalho, entretanto, desconsiderou-se este gradiente,
admitindo-se que a temperatura fosse praticamente homogénea ao longo da espessura do
meio. Essa consideracdo foi realizada devido as caracteristicas do meio de formacdo de
pequenos granulos sem ocorrer compactacdo do leito devido ao sistema de agitagdo do

biorreator.

4.3 Recuperacdo e concentracdo de enzimas produzidas em cultivo em estado solido
4.3.1 Extracdo de pectinases totais presente em meio sélido

Para recuperagdo das enzimas a partir do meio solido, a extracdo das enzimas foi
realizada por meio da solubilizagdo das mesmas em agua e posterior separagdo do extrato

enzimatico da massa solida. Nessa etapa, tem-se como meta obter um extrato enzimatico
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com a maior recuperagdo possivel da atividade enzimatica. Nos testes apresentados a
seguir, a atividade de pectinases totais (PT) e a concentracao de proteinas foram utilizadas
para avaliar os parametros estudados. Na avaliagdo de cada parametro, foram mantidas
constantes as demais condigdes padronizadas: tempo de extracdo, 60 minutos; razao
solido/liquido, 1 g meio seco / 15 mL de solvente (dgua pH 4,0) (Fontana et al., 2005);
temperatura, 20°C.

O tempo de extragdo foi o primeiro parametro estudado. Neste grupo de ensaios,
nao foram observadas diferencas significativas quando o tempo de extracao foi variado de
15 a 120 minutos (Figura 20). Em todas as condi¢des testadas, os valores médios de
atividade e proteina no extrato liquido ficaram em torno de 5,5 U/ml e 100 pg/L,
respectivamente. Este resultado pode ser considerado interessante sob o ponto de vista de
aplicagdo pratica, j4 que em poucos minutos a etapa de extragdo pode ser concluida,

favorecendo a produtividade.
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Figura 20 — Efeito do tempo de extracdo sobre a atividade de pectinases totais (coluna
hachurada) e proteina (coluna sélida). Solvente 4gua pH 4; temperatura de incubacao,
20°C; razdo de extracdo em base seca 1/15 (g/mL). Letras iguais indicam que ndo ha diferenca

significativa ao nivel de 5% (p< 0,05) para ensaios em duplicata.

O segundo parametro avaliado foi a temperatura de extragcdo. A Figura 21 mostra
que a concentracdo de proteina foi estatisticamente a mesma nas diferentes temperaturas
testadas. Observou-se também que a 20 e 30°C, as atividades enzimaticas no extrato ndo
apresentaram diferenca significativa, enquanto a 40°C ocorreu uma reducéo de atividade
recuperada superior a 40% em comparagdo a determinada a 20°C. Diaz et al. (2007),

também utilizando a temperatura de 40°C na extracdo, observaram perda de 27% na
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atividade de exo-PG em relagéo ao resultado observado a temperatura de 20°C. Os autores
sugerem que, devido & maior temperatura, a saturacdo do solvente ocorra em razdo da
solubilizacdo de outros compostos provenientes do meio de cultivo, tornando assim, a
recuperacdo das enzimas menos eficiente. Outra hipdtese que pode ser levada em conta
tem relacdo com o fato de ndo ter sido constatada diferenca significativa para as
concentragdes de proteina nos extratos obtidos com as diferentes temperaturas de extracéo.
Poder-se-ia sugerir que, a 40°C, houve uma inativacdo parcial das enzimas devido a
temperatura de incubacdo. Mohsen et al. (2009) e Hendges et al. (2011) relataram que
pectinases produzidas por diferentes linhagens de A. niger apresentaram total estabilidade
quando submetidas a temperaturas de 20 e 30°C por 60 minutos, mas que a exposi¢io a
40°C, pelo mesmo tempo, resultou em reducdo de 60 e 80% da atividade enzimatica,

respectivamente.

- 135

120

- 105

- 90

75

3 o
1 1
—— >
1)
—_—
—>

L 45

Proteina (ug/ml)

- 30

Atividade de Pectinases Totais (U/mL)

20 30 40
Temperatura (°C)
Figura 21 — Efeito da temperatura de extracdo na atividade de pectinases totais (coluna
hachurada) e proteina (coluna sélida). Solvente 4gua pH 4; tempo de incubacdo, 60

minutos; razdo de extracdo em base seca 1/15 (g/mL). Letras diferentes indicam diferenga

significativa ao nivel de 5% (p< 0,05) para ensaios em duplicata.

Uma vez determinadas as condicdes de tempo e temperatura de extragéo, a razéo
solido/liquido (S/L) foi estudada. Para cada razdo S/L testada, foi utilizada a mesma
guantidade de solvente (30 mL) e variada a massa de meio para minimizar os efeitos da

agitacdo. As razdes S/L estudadas foram de 1/45 a 1/5 (g/mL em base seca) (Tabela 10).
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Tabela 10 — Recuperagdo da atividade de pectinases totais em diferentes razoes
solido/liquido na etapa de extragdo. Solvente, agua pH 4; tempo de incubagdo, 60 minutos;

temperatura, 20°C.

*Massa de meio Atividade de PT Atividade de

(;/Srr/t) tmido recuperada PT solubilizada
(9) (U/g de meio seco)  (U/ml solugéo)
1/45 1,93 132,6*+ 2.3 2,9°£0.05
1/30 2,56 130,2° +20.1 43°£0.7
115 3,85 114,3" +14.3 76" ¢1
1/10 7,70 108,3° + 10.8 108°+1.0
175 115 557+ 3.2 74°£05
1/5 15,4 22,2°+2.3 44°+05

A'Razao S/L é expressa em base seca, considerando a umidade do meio de cultivo em 74%;
PT- pectinases totais. Letras diferentes indicam diferenca significativa ao nivel de 5%
(p< 0,05) para ensaios em duplicata.

Os melhores resultados em termos de extracdo de atividade por grama de meio seco
foram obtidos nas razdes de 1/30 e 1/45. Ja nas raz@es de 1/5 e 1/7,5, a atividade extraida
reduziu-se significativamente, resultados que provavelmente se deveram a volumes
insuficientes de solvente em relagdo as massas Umidas de meio utilizadas. Neste sentido, é
importante frisar que os testes foram realizados com um meio contendo 74% de umidade, o
que significa que aproximadamente 3,8 g de meio Umido equivaliam a 1 g de meio seco.

Quando a extracdo é avaliada levando-se em conta as unidades enzimaticas
solubilizadas por mL de solvente, a razdo que apresentou maior atividade enzimatica foi
1/10. Embora a extracdo, em relacdo ao meio solido, com S/L de 1/10 tenha sido 80%
daquela obtida com 1/45, a primeira condicdo foi escolhida para a etapa seguinte do
processo de recuperacdo. Para esta decisdo, considerou-se que quanto maior fosse a
atividade enzimatica no extrato bruto, menor seria 0 volume a ser concentrado e o tempo
necessario para atingir-se a atividade desejada no extrato concentrado. Da mesma forma,
Rodriguez-Fernandez et al. (2012), estudaram a extracdo de poligalacturonases de cultivo
solido e observaram que a razdo S/L de 1/20 apresentou a maior atividade por volume de
solvente. De acordo com esses autores, a concentragdo da atividade enzimética é o melhor
critério para avaliar a etapa de extracdo, o que leva a reducdo no consumo de tempo e

energia no processo de recuperacao.



75

4.3.2 Pré-tratamento do extrato enzimatico com carvéao ativado

Com o objetivo de observar a possivel remocao de pigmentos produzidos durante o
processo fermentativo e de algumas proteinas, avaliou-se o tratamento do extrato
enzimatico bruto com carvéo ativado.

Na Tabela 11, pode ser observado que com o aumento da concentracdo de carvédo
ativado (0 a 60 g/L), houve diminuicdo nos valores de absorbéncia e proteina. No presente
estudo, mesmo com 0 aumento da concentracdo de carvdo ativado, ndo houve variacao
significativa na atividade de pectinases totais. Porém, com a reducéo da concentracéo total
de proteinas, a atividade especifica e o fator de purificagdo aumentaram. Em trabalho
recente, Dey et al. (2014), observaram alta purificacdo de poligalacturonases (38,4 Xx),
porém apenas 69,8% de recuperacdo da atividade apds o tratamento da solucdo
pectinolitica com 10 g/ml de carvao ativado. Nakkeeran et al. (2010), utilizando 5 g/L de
carvao ativado, mostraram que 83% de compostos corantes foram removidos sem perda
significativa de atividade de PG. No trabalho de Silva et al. (2007), resultado similar foi
encontrado com a utilizacéo de caolin (40 g/L) no tratamento de extrato pectinolitico, com

remocao de 71% da proteina total, porém com perda de atividade de 16%.

Tabela 11 — Efeito das diferentes concentracfes de carvdo ativado na atividade de

pectinases totais e proteina.

Cgrvao Abs. Proteina Atividade Athld,a.de Fator de
ativado 630 nm  (mg/mL) de PT Especifica ourificacio
(g/L) (U/ml) (U/mg)

0 0,259 0,241 13,9 57,0 -

1 0,117 0,195 14,0 71,8 1,25

5 0,072 0,197 15,5 77,9 1,36

10 0,062 0,190 15,2 80,7 1,41

20 0,043 0,206 13,9 67,5 1,18

40 0,039 0,161 13,7 85,1 1,49

60 0,024 0,167 14,7 88,0 1,54

Abs. — absorbancia; PT — pectinases totais.

Analisando-se os resultados, a concentragdo de 5 g/L de carvdo ativado, que
permitiu que 72% da absorbancia e 24% de proteina fossem removidos, foi a condi¢ao
escolhida para tratar o caldo enzimatico antes das etapas subsequentes envolvendo

microfiltracdo e ultrafiltracdo. Outro motivo da escolha dessa concentracdo de carvao
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ativado foi a maior facilidade para a remoc¢éo do produto presente no extrato liquido apds o

tratamento.

4.3.3 Definicdo do protocolo de concentragdo do extrato pectinolitico

Na etapa de concentracdo do extrato enzimatico por ultrafiltracdo, trés protocolos
foram testados: protocolo 1, nenhum pré-tratamento antes da ultrafiltracdo (UF); protocolo
2, pré-tratamento por microfiltracdo (MF) antes da UF; protocolo 3, pré-tratamentos com
carvao ativado (CA) e MF antes da UF. O volume de caldo utilizado em cada ensaio de
concentra¢do foi de 10 L com fator de concentragdo volumétrico de aproximadamente
20 vezes. A seguir, os resultados atingidos séo discutidos.

4.3.3.1 Influéncia dos protocolos de concentracdo no fluxo de permeado

A reducédo do fluxo de permeado, observado na Figura 22, tanto para MF quanto
para UF, é um comportamento tipico dos processos de separa¢do por membranas. Van den
Berg & Smolders (1990) relatam que as causas para 0 declinio no fluxo em membranas de
UF sdo os efeitos de polarizacdo por concentracdo e o fouling. O resultado de ambos 0s
fendmenos € a reducdo no gradiente de forca para a filtracdo ou o aumento da resisténcia
contra o transporte de permeado durante a filtragdo. Juang et al. (2008) observaram
declinio no fluxo de permeado de caldo fermentativo de Bacillus subtilis e atribuiram este
comportamento a adsorcdo de proteinas, polissacarideos e peptideos na parede dos poros.

Observando os resultados obtidos para MF nos protocolos 2 e 3, fica claro o efeito
positivo do carvao ativado sobre o processo, com o fluxo de permeado sendo aumentado
de 16 para 18 L/m*h e o tempo reduzido de 2,3 h para 1,8 h. Outro efeito positivo foi a
remocao de proteinas, a qual aumentou de 9,3% para 11,8%.

A MF, em ambos os protocolos, foi capaz de reduzir a turbidez em torno de 97%.
Essa turbidez pode estar relacionada com a presenca de polissacarideos e pigmentos que
sdo extraidos do meio de cultivo juntamente com as enzimas e que poderiam interferir no
processo de concentracdo como descrito por Singh et al. (1999). Nakkeeran et al. (2008),
com o uso de MF (0,45 um), eliminaram 45% de proteinas e 23% de carboidratos, porém a
recuperacdo da atividade de pectinases foi de apenas 85% enquanto nesse trabalho a
recuperacdo foi acima de 90%.

Os perfis de fluxo da UF nos protocolos 1, 2 e 3 sdo mostrados na Figura 22-b, em

que se observa o efeito positivo dos pré-tratamentos com carvdo ativado e/ou



77

microfiltragdo na melhora no fluxo de permeado. Os valores de fluxo nos tempos finais do
processo, nos protocolos 2 e 3, aumentaram em torno de 2 vezes em relagdo ao valor de
fluxo do protocolo 1. Isso indica que a MF prévia é uma etapa que beneficia o processo de
UF, sendo capaz de eliminar particulas em suspensdo garantindo maior fluxo e menor
tempo de processo.

A retencdo da enzima de interesse e de proteinas totais durante a UF foi maior que
99% em todos os protocolos, sendo também possivel a remocdo em torno de 95% de
carboidratos. Nakkeeran et al. (2008) relataram rejeicdo de pectinases de 93% com
membrana de 50 kDa. A membrana de 10 kDa parece ter sido apropriada para evitar perdas
da enzima na corrente de permeado.
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Figura 22 — Fluxo de permeado nos ensaios de microfiltracdo (a) e ultrafiltracdo (b):
protocolos 1 (A), 2 (o) e 3 (m).

A Tabela 12 apresenta os valores de fluxo para cada protocolo. O fluxo de agua
(Jwa) para a membrana limpa foi similar nos trés protocolos, o que indica que a limpeza

quimica realizada foi eficiente para recuperacao total do fluxo.
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Tabela 12 — Valores de fluxo de permeado e recuperagcdo de fluxo obtidos durante a
ultrafiltracdo do extrato pectinolitico produzido por Aspergillus niger LB-02-SF.

Jw1 Jse Jw2 Re
(L/m?h)  (L/m*h) (L/m?h) (%)

Protocolo 1 102 11 28 27
Protocolo 2 102 22 55 54
Protocolo 3 109 24 62 57

Jw1 — fluxo de &gua pura inicial; Jsg — fluxo de solucdo enzimatica; J,,, — fluxo de
agua pura ap0s o enxague da membrana; Rg— recuperacao de fluxo.

Durante a concentracdo do caldo, além da resisténcia oferecida pela membrana, fica
claro que algum tipo de resisténcia é formada, o que diminuiu o fluxo. Entre os protocolos
testados, podemos observar que os protocolos 2 e 3 apresentaram valores similares de
fluxo de permeado durante a concentracdo da solucdo (Jsg) e apOs o enxague (Jwz),
enguanto o protocolo 1 apresentou 0s menores valores, 0 que deve estar relacionado com a
maior quantidade de moléculas presentes no extrato devido a MF ndo ter sido realizada.

O fluxo da membrana reduziu em torno de 78% quando comparados os valores de
Jw1 € Jsg para os protocolos 2 e 3, enquanto para o protocolo 1, a reducdo foi ainda maior,
em torno de 89%. Muitos autores sugerem que durante a ultrafiltracdo de proteinas, ocorra
adsorcdo dessas moléculas na superficie e no interior de poros diminuindo a
permeabilidade da membrana (Ehsami et al. 1995; Rodriguez-Fernandez et al. 2013; Shi et
al. 2014). Chen et al. (2008), estudaram o declinio do fluxo durante a UF de caldo
fermentativo de surfactina e sugeriram que quando o ponto de corte da membrana € menor
ou similar ao tamanho da molécula de interesse, o fluxo é afetado principalmente por
variacdes na superficie da membrana. Wang et al. (2012) mostraram que para uma mesma
solucdo de alimentagdo (caldo fermentativo de &cido succinico) o fluxo de permeado
variou dependendo do tamanho de poro e material da membrana. Nesse trabalho, 0s
resultados indicam que para a mesma membrana, o comportamento do fluxo esta
relacionado com as caracteristicas da solucdo de alimentacéo.

Os efeitos do pre-tratamento do caldo com a MF podem ser observados pelos
maiores valores de recuperacdo do fluxo (Rg) obtidos nos protocolos 2 e 3. A Rg apés o
enxague da membrana foi de 27% no protocolo 1 e em torno de 55% nos protocolos 2 e 3.
Essa menor recuperacdo de fluxo poderia estar relacionada com uma maior formacéo de

fouling devido n&o ter ocorrido o pré-tratamento do extrato no protocolol. Shi et al. (2014)
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descrevem que o fouling, é caracterizado como a matéria presente na solugdo de
alimentacdo que deixa a fase liquida e se deposita na superficie ou no interior dos poros da
membrana. Esses resultados sugerem que os protocolos 2 e 3 tornariam o scale-up de
concentracdo da enzima mais atrativo devido ao maior fluxo de permeado e pela provavel

menor formacdo de fouling.

4.3.3.2 Influéncia dos protocolos na concentracdo de pectinases e proteinas durante a

ultrafiltracdo

O efeito de cada protocolo na concentracdo do extrato pectinolitico € mostrado na
Tabela 13, a qual apresenta a sintese dos principais resultados para cada etapa dos

protocolos estudados.
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Tabela 13 — Sintese dos principais resultados encontrados para os diferentes protocolos aplicados na concentragdo de pectinases produzidas por Aspergillus

niger LB-02-SF.

Protocolo 1
) . B Fator de
Volume PT Proteina Atividade Recuperacéo B Fator de Fluxo Tempo
Etapa o concentracdo de . )
(L) (U/mL) (mg/mL) especifica (U/mg) (%) o purificacdo  (L/m</h) (h)
atividade
Extrato bruto 10 8,5 0,306 21,7 - - - - -
Ultrafiltracdo 0,540 93,5 2,54 36,8 59,0 11 1,32 11 6,5
Protocolo 2
] . B Fator de
Volume PT Proteina Atividade Recuperacéo Fator de Fluxo Tempo
Etapa ) concentracdo de . )
(L) (U/mL) (mg/mL) especifica (U/mg) (%) o purificacdo  (L/m</h) (h)
atividade
Extrato bruto 10,55 6,04 0,289 20,9 - - - - -
Microfiltracéo 10,02 5,8 0,262 22,1 91,2 0,96 1,05 16 2,25
Ultrafiltracdo 0,440 107,6 2,29 74,3 17,8 2,24 22 3,5
Protocolo 3
Fator de
Etapa Volume PT Proteina Atividade Recuperacdo  concentracdo de Fator de Fluxo Tempo
(L) (U/mL) (mg/mL) especifica (U/mg) (%) atividade purificacdo  (L/m%h) (h)
Extrato bruto 10 8,5 0,306 21,7 - - - - -
Carvao ativado 10,3 8,09 0,322 25,1 100 1 0,90 - 2
Microfiltragéo 10,1 7,7 0,284 27,1 91,4 0,90 0,98 18 1,8
Ultrafiltracéo 0,409 152,8 2,14 714 73,5 18,0 2,57 24 3,4
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A Figura 23 mostra o fator de concentracdo de atividade de pectinases totais e 0
fator de concentracdo de proteinas em funcdo do fator de concentracdo volumétrico na
etapa de concentracdo por UF. Observa-se que nos trés protocolos, houve aumento linear
do fator de concentracdo de atividade. Os protocolos 1 e 2 apresentaram comportamentos
similares com aumento da atividade de 18,0 e 17,8 vezes ao final do processo, enquanto 0
protocolo 3 apresentou aumento de apenas 11 vezes. Ja o fator de concentracdo de proteina
foi similar nos trés protocolos, atingindo aumento entre 7 e 8 vezes. Com esse resultado,
fica claro que no protocolo 3 houve perda de atividade enzimatica devido a algum tipo de
desnaturacdo, ja que o fator de concentracdo de proteina foi o0 mesmo nos trés protocolos.
No caso do protocolo 3, todo o conteudo que foi extraido do meio sélido acabou sendo
concentrado pela membrana. E possivel sugerir que a perda de atividade possa estar
relacionada com a presenca de algum elemento que na forma concentrada possa causar
algum efeito de inibi¢do a enzima de interesse ou, ainda, segundo She et al. (2009), devido
ao fato de o extrato apresentar maior concentracdo de compostos, 0s eventos de coliséo
entre as moléculas desses compostos e as das enzimas de interesse aumentam, provocando

algum efeito de desnaturacdo enzimatica.
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Figura 23 — Perfil do fator de concentracdo da atividade de pectinases totais (a) e proteina

(b) com o aumento do fator de concentracdo volumétrico para os protocolos 1(A), 2 (e) e

3 (m).

Através do balanco de massa para sélidos totais, ndo foram observadas perdas nas
correntes de permeado e concentrado, o que indica que a perda de atividade enzimatica
poderia estar associada a uma provavel desnaturacdo ao longo do processo. Resultado
similar foi observado por Rodriguez-Fernandez et al. (2013), em que fitases foram
concentradas por UF com fator de concentracdo volumétrico de 5x e fator de concentracdo
de atividade de 4,32x. Como a membrana apresentou 99,95% de rejeicdo e houve perda de
14% na recuperacdo da enzima, os autores indicam que a perda de atividade é funcdo das
forcas de cisalhamento causadas pelo processo de concentragdo. Outros autores também

observaram perdas na recuperacdo de atividade, a qual foi correlacionada com efeitos de
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fouling, polarizacdo por concentracdo e formacdo de camada gel (Hwang & Sz 2011;
Powell & Timperman 2005; Golunski et al. 2011).

Em relacdo ao fator de purificacdo, o maior valor obtido foi de 2,57 vezes no
protocolo 3. Na separacdo por membranas, 0 ponto de corte determina a separacdo das
moléculas, ou seja, enzimas e proteinas que apresentem tamanho molecular maior que
10 kDa serdo concentradas juntamente com as enzimas de interesse, 0 que resulta em um
baixo grau de purificacdo. Porém, a pureza necessaria ao extrato enzimatico depende da
aplicacdo visada para a enzima. No caso das enzimas pectinoliticas, ndo haveria, a
principio, necessidade de alto grau de pureza, quando usadas no tratamento de sucos de
frutas, no qual a presenga de outras enzimas (pectinases, celulases, hemicelulases,

amilases) é benéfica ao tratamento.

4.3.4 Concentracdo do caldo enzimatico para obtencdo do extrato destinado a

formulagéo

Nesta etapa do trabalho, o protocolo 3 foi executado devido ao maior fator de
concentracdo de atividade. Na Tabela 14, os resultados de cada etapa do processo de
concentracdo de pectinases totais sdo apresentados. Como observado, o percentual de
recuperacdo foi menor (69,3) que no ensaio do protocolo 3 (73,5%) mostrado
anteriormente. 1sso poderia estar relacionado com o maior tempo de processo em que 0O
extrato foi submetido (24 h) em funcdo do maior volume (30 L). O fator de purificacdo

obtido foi de 4,07, superior ao encontrado no ensaio anterior de 2,63 (protocolo 3).

Tabela 14 — Anélise das etapas de extracdo, purificacdo e concentracdo do extrato

enzimatico.
Atividade Fator de
Volume PT Proteina . Recuperagéao B Fator de
Etapa especifica concentracao .
(L) (U/mL)(mg/mL) (%) o purificacdo
(U/mg) de atividade
Extrato bruto 31,1 9,01 0,326 27,6 - - -
Carvao
) 30,7 9,17 0,281 32,6 100 1,01 1,18
ativado
Microfiltracdo 30,3 8,7 0,217 40,1 94,1 0,96 1,45
Ultrafiltracdo 0,293 663 4,063 163 69,3 73,6 59

PT — pectinases totais
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4.4 Caracterizacdo das enzimas produzidas em meio solido
4.4.1 Estabilidade frente ao pH

Previamente ao uso de uma preparacdo enzimatica em formulacGes com aplicagdes
praticas, a estabilidade das enzimas presentes frente a parametros essenciais como
temperatura e pH deve ser avaliada. Com relacdo as pectinases totais produzidas por A.
niger LB-02-SF, Sandri (2010) observaram que as pectinases desta linhagem apresentam
estabilidade de cerca de 70% apds 150 minutos de exposicao a temperatura de 40°C; com
respeito ao pH, entretanto, a estabilidade das mesmas enzimas ndo foi avaliada. Assim, o
extrato enzimético bruto foi exposto a diferentes valores de pH, por até 100 h, a 5°C. Esta
temperatura foi escolhida de acordo com a recomendacéo de fornecedores de preparagdes
enzimaticas comerciais. Apos este tempo, as atividades foram determinadas nas condigdes
padronizadas de pH e temperatura previamente descritas neste trabalho.

A Figura 24 mostra os resultados destes testes em termos de atividade relativa em
pectinases totais. Como ja mostrado em outros trabalhos (Gummadi & Panda, 2003;
Mohsen et al., 2009; Gomes et al., 2011), as pectinases de A. niger LB-02-SF se
mostraram mais estaveis na faixa de pH acido. Os resultados estdo de acordo com os acima
citados, em que as enzimas mantidos em pH 4,0 apresentaram a maior estabilidade em 96 h
de ensaio. J& para os pH 7,0 e 8,0, foram observados os menores valores de atividade
relativa. O pH do extrato ap0s a etapa de concentracdo por ultrafiltracdo foi de

aproxidamente 4,5, sendo, portanto, um valor adequado para a posterior formulacao.

120
105
§ 920
S \v/
s
7] i
I 60
] —=—24
3 s
s 451 _e-3
o
2 . 4
2 304 5
—4—6
15 > 7
——8
o T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (h)

Figura 24 — Efeito do pH e do tempo de pré-incubagédo sobre a atividade em pectinases
totais produzidas por Aspergillus niger LB-02-SF.
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4.4.2. Influencia do pH e temperatura de reacdo sobre as enzimas pectinoliticas
produzidas

A velocidade de uma reacdo enzimatica é dependente das condicdes de pH e
temperatura, entre outras. A determinacdo dos valores ideais para estes parametros é
importante do ponto de vista econémico do processo, ja que é possivel usar a maxima
eficiéncia da enzima durante a hidrélise enzimética. Para aplicacdo das pectinases em
sucos de frutas, o ajuste dos parametros fica limitado apenas a temperatura, ja que o pH do
suco é natural e ndo deve ser alterado. Neste caso, a vantagem de utilizar a temperatura
Otima durante o processo esta no aumento da velocidade de conversdo de substrato em
produto (lyer & Ananthanarayan, 2008). No caso do extrato enzimatico bruto produzido
neste trabalho, o pH e a temperatura de reacdo das enzimas pectinoliticas foram

determinados e os resultados sao ilustrados na Figura 25.
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A temperatura e pH de reacdo das pectinases (pectinases totais, exo-PG e pectina
liase), de um modo geral, se encontram na faixa de 50 a 60°C e valores de pH 4,0 a 5,0,
respectivamente. Esses valores estdo de acordo com os citados acima para as enzimas
comerciais, possibilitando a aplicacdo do extrato experimental no processamento de sucos
de frutas, em que as etapas de maceracdo e clarificagdo de sucos sdo conduzidas
temperaturas entre 30 e 60°C, conforme relatado por Bon et al. (2008).

Muitos estudos apresentam os valores de pH e temperatura ideais para enzimas
comercialmente disponiveis. Gonzalez & Rosso (2011) determinaram o pH e a temperatura
em que ocorre a maior atividade para as enzimas comerciais Pectinex 100 L Plus e Panzym
Clears. Os autores verificaram que, para ambas as enzimas, o pH ideal foi 4,0 e a
temperatura 45°C. Acima ou abaixo desses valores, a atividade enzimatica diminuiu. Para
Ortega et al. (2004), o pH 6timo das enzimas comerciais Rapidase C80 e Pectinase CCM
foi de 4,0 e para Pectinex 3XL foi de 4,7 enquanto a temperatura de reacdo onde ocorreu
maior atividade foi em torno de 50°C para todas as enzimas. Sandri et al. (2011),
observaram que para as enzimas comerciais Pectinex Clear e Pectinex Be Color, a
temperatura na qual ocorreu a maior atividade enzimatica foi 40°C. A ficha técnica das
enzimas comerciais usadas neste trabalho, Novozym 33095 e Pectinex Ultra SP-L,
apresentam como pH 6timo de reacdo a faixa de 3,5 a 4,2 e temperatura 6tima de 60°C. No
trabalho de Sandri et al. (2014), o pH e temperatura de reacdo de endo e exo-PG
produzidas por A. fumigatus em CSm foram determinados como 4,0 e 5,0 e 50 e 60°C,
respectivamente. O que se observa é que as enzimas pectinoliticas fungicas tem preferéncia
por substratos na faixa de pH 4, que é a faixa do pH natural da grande maioria dos sucos de

frutas.

4.5 Definicdo de formulacao enzimatica a ser aplicada a sucos de frutas

A pureza necessaria a um extrato enzimético depende da aplicacdo visada para a
formulacdo desenvolvida. No caso das enzimas pectinoliticas a serem utilizadas na
maceracao e clarificacdo de sucos de frutas, ndo haveria, em principio, necessidade de alto
grau de pureza, sendo inclusive conhecido que a presenca de enzimas de outros grupos
(especialmente celulases, hemicelulases e amilases) favorece a a¢éo da formulagéo.

O produto do processo de recuperacdo realizado neste trabalho foi uma solucdo
concentrada contendo diferentes enzimas de interesse que servem como ponto de partida

para a formulagdo do produto final. Assim, antes de desenvolver a formulagdo, as
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atividades das diferentes enzimas foram dosadas e comparadas aos valores de atividade
encontrados em preparacdes pectinoliticas comerciais de alta qualidade. Como mostrado
na Tabela 15, os titulos de enzimas pectinoliticas no extrato concentrado experimental
foram inferiores aos medidos nas preparacdes comerciais. Por outro lado, considerando-se
0s niveis de atividade das demais enzimas despolimerizantes, conclui-se que ndo haveria

necessidade de adicdo dessas enzimas a formulacdo em desenvolvimento.

Tabela 15 - Atividades enzimaticas presentes no extrato enzimatico experimental e em

diferentes preparagdes comerciais.

Preparagoes Pectinases (U/mL) Amilase Endo-glic Xilanase p-glic
enzimaticas PT Exo-PG PME PL (UmL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
ggcf_'nex Ultra — 1oer 1302 1220 736 54 204 2416 18,3
PectinexUltra 5974 11920 . 544 123 201 2362 ;
Color

Ultrazym AFPL 1406 1082 46,0 687 32 405 2382 18,0
Novozym 33095 2530 1844 - 780 166 168 2600 5.0
Zimopec FXY 2977 2230 - 787 30 165 2439 ;
Extrato 663 1060 37 352 36 516 1224 18,0
concentrado

PT — pectinases totais; Exo-PG — exo-poligalacturonase; PME — pectina metil esterase; PL — pectina liase;

Endo-glicanase; B-glicosidade.

Os menores niveis de atividade encontrados no extrato concentrado comparados em
relacdo aos produtos comerciais podem ser atribuidos a dois fatores: i) a atividade inicial
no caldo bruto, que depende do microrganismo e das condi¢fes de cultivo; ii) a relacdo
entre o volume de caldo a ser concentrado e o volume final de extrato concentrado, que
depende do tamanho da unidade de filtracdo; ou seja, no caso do caldo enzimaético
produzido nesse trabalho, um volume maior deveria ser concentrado para atingir maior
valor de atividade.

Ao analisarem-se os valores de atividade encontrados, observa-se que o0s titulos em
exo-PG e pectina liase no extrato concentrado foram até 2 vezes menores que nas
preparacfes comerciais, enquanto as pectinases totais apresentaram atividade até 4,5 vezes
mais baixa. Por outro lado, a atividade de PME foi significativamente menor que nas
preparacdes comerciais analisadas. Na metodologia de analise de pectinases totais, que se

baseia na reducdo de viscosidade de uma solucdo de pectina, pode-se considerar que as



88

pectinases presentes no extrato atuem em conjunto. Porém, em pH 4, no qual a
determinacdo da atividade de pectinases totais foi realizada, a pectina liase apresentou
cerca de 70% da sua atividade maxima, como ilustrado anteriormente na Figura 25. Ainda,
devido a baixa atividade de PME, as enzimas endo-PG e exo-PG poderiam estar sendo
desfavorecidas, contribuindo pouco para a reducdo de viscosidade. Esses fatores poderiam
explicar a menor proporgéo de pectinases totais no extrato concentrado, de acordo com o
mecanismo de acdo de cada enzima do complexo pectinolitico, corroborando os relatos de
Kashyap et al (2001) e Jayani et al. (2005). Exo-PG hidrolisa apenas os terminais da
cadeia de pectinas, enquanto a endo-PG atua de forma aleatdria, contribuindo de forma
significativa para a reducdo de viscosidade. Poréem, a acdo dessas enzimas é favorecida
pela prévia desesterificacdo da cadeia de pectina devido a acdo da enzima PME. As
enzimas endo-PG e exo-PG atuam apenas em pectinas de baixo grau de metoxilacéo, por
isso a presenca da enzima PME no extrato se faz importante. Porém, a enzima PL é capaz
de atuar em pectinas de baixo e alto grau de metoxilacdo e independe da presenca de outras

pectinases.

4.6 Avaliacdo da estabilidade de formulacGes enziméticas quanto ao tempo de

estocagem

Formulagdes com diferentes concentracdes de glicerol (20, 30, 40 e 50 % m/m) e
cloreto de potassio (2% m/m) foram produzidas com o objetivo de avaliar a estabilidade
com o tempo de armazenamento (5°C). Os aditivos utilizados e a temperatura de
armazenamento foram selecionados com base em fichas técnicas de preparagdes
comerciais disponiveis no mercado (Novozymes®).

As amostras foram analisadas durante 59 semanas, tendo a atividade de pectinases
totais como parametro de avaliacdo. A Figura 26 ilustra a variacdo com o tempo das
atividades de pectinases totais na amostra controle e nas formulagdes contendo glicerol e
KCI, expressas em termos de percentagem em relacdo aos valores medidos no inicio do

teste.
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Figura 26 — Atividade relativa de pectinases totais das formulacdes armazenadas a 5°C
durante 59 semanas: (a) amostra controle, (b) 20% de glicerol e (c) 30% de glicerol, (d)
40% de glicerol e (e) 50% de glicerol.

A amostra controle, sem adi¢do de glicerol ou KCI, apresentou conservacdo da
atividade até a 35% semana. A partir da 382 semana, esta atividade se reduziu para um valor
em torno de 88% e, posteriormente, se manteve em torno de 75% até o encerramento do
ensaio. Gomes et al. (2011) submeteram o extrato bruto pectinolitico produzido por A.
niger a temperatura de 4°C, sem qualquer aditivo, e observaram que a atividade inicial de

exo-poligalacturonase se manteve por apenas 40 dias, finalizando o ensaio em 70 dias com



90

apenas 20% de atividade residual. Na amostra controle, foi observada, ainda, a ocorréncia
de turvacédo e formacao de precipitado, em razdo de contaminacdo por microrganismos. As
amostras com adicdo de glicerol, por outro lado, mantiveram a atividade por todo periodo
do experimento, o que confirma a necessidade da utilizacdo de aditivos para a conservacao
do extrato e inibig&o de crescimento microbiano.

As formulagdes com 20 a 40% de glicerol apresentaram comportamento similar,
com atividades em torno de 100% do seu valor original durante as 59 semanas de analise.
Ja a formulacdo com 50% de glicerol apresentou incremento na atividade de
aproximadamente 10% a partir da 4% semana de armazenamento, mantendo esse
incremento ate o final do experimento. Segundo Rodriguez-Fernandez et al. (2013), o
mesmo aumento foi observado para formulacédo de fitases com 35% de glicerol. Os autores
sugerem que um efeito de ativacdo da enzima ocorre devido a reorganizacdo das cadeias de
peptideos e a estabilizacdo das estruturas ternarias e quaternarias como resultado das forcas
criadas entre a enzima, o glicerol e a 4gua.

Entre as concentracdes de glicerol testadas, a concentracdo de 20% poderia ser
utilizada na formulacdo, visto que além de reduzir o custo do aditivo empregado, a
preparacao enzimatica seria menos diluida. Ou seja, o volume de armazenamento dentro da

unidade de producéo seria menor.

4.6.1. Avaliacdo da estabilidade de formulacdes enzimaticas quanto a temperatura

A termoestabilidade do extrato concentrado e das formulagfes foi avaliada nas
temperaturas de 30, 40, 50 e 60°C por até 180 minutos, tendo a atividade de pectinases
totais como parametro. Sob essas condi¢cGes, as amostras contendo diferentes
concentracdes de glicerol e a amostra controle apresentaram comportamento similar. A
Figura 27 mostra as curvas de termoestabilidade para o extrato pectinolitico isento de
aditivos e para as amostras com diferentes concentracdes de glicerol e 2% de KCI. Os
valores médios de atividade relativa para amostras com e sem glicerol foram de
aproximadamente 100% a 30°C, 80% a 40°C, 52% a 50°C e 8% a 60°C, ap6s 180 minutos

de exposicao prévia.



91

N (@)
]
100 -lél§.>< \./l [ n
°
£ 80-
A
2 .
® A
= 604 \A A/A\
2 R
[}
K]
3 404
2
<
20 v—v v v \
\ v
0 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Tempo (min)
120 4 ®) 120 4 (c)
100 100 -
S S
S 804 S 80-
= =
k) o
& 604 & 60-
[} [}
3 ]
T 404 T 404
2 =
< b4
20 20 4
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Tempo (min) Tempo (min)
120 (@) (e)
100
100
g S
S 801 g
B s
k) = 60+
€ 60 e
[} (]
] 3
T 40 T 407
2 H
b, <
204 20 -
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 27 — Efeito da temperatura e do tempo de pré-incubacéo sobre as pectinases totais
presentes no extrato enzimatico concentrado (a), 20% de glicerol (b), 30% de glicerol (c),
40% de glicerol (d) e (e) 50% de glicerol nas temperaturas de 30°C (m), 40 °C (e), 50°C
(A)e60°C (V).

A adicdo de glicerol e KCI ao extrato concentrado ndo promoveu aumento da
termoestabilidade do extrato produzido. Por outro lado, foi observado que o extrato

enzimatico experimental apresenta estabilidade frente a temperatura superior as observadas



92

para as preparag0es comerciais. No caso, Pectinex Ultra SP-L e Novozym 33095,
formulacgdes usadas como referéncias neste trabalho, apresentaram 36 e 51% da atividade
inicial apés 60 minutos de exposicdo a 50°C, respectivamente. Nas mesmas condigdes, 0
extrato experimental apresentou 65% de atividade relativa. Ortega et al. (2004) também
avaliou a termoestabilidade de enzimas comerciais e observaram, para as mesma condigoes
(60 min a 50°C), que a preparacdo Pectinase CCM permaneceu com 57% da atividade
inicial, enquanto as enzimas Rapidase C80 e Pectinex 3XL permaneceram com apenas 5 e
10%. Esses resultados sdo importantes do ponto de vista da aplicacdo do extrato
experimental, j& que as etapas do processamento de sucos de frutas, em que as enzimas séo
adicionadas, podem ser realizadas em temperaturas variadas entre 25 e 60°C (Sagu et al.,
2014; Zielinski et al., 2014; Sandri et al., 2013; Pinelo et al., 2010 ).

4.7 Processamento de suco de frutas por tratamento enzimético
4.7.1 Maceragao de suco de uva

O tratamento enzimatico no processamento de sucos € uma pratica comum. Na
etapa de maceracdo de uvas, por exemplo, as frutas j& esmagadas sdo aquecidas e a
preparacdo enzimatica é adicionada (Filho, 2010). As prepara¢cdes comerciais Pectinex
Ultra SP-L® e Novozym 33095 (Novozymes®) foram comparadas a formulagcdo com 50%
de glicerol e 2% de KCI, aqui referida como F50, na etapa de maceracdo do processamento
de suco de uva bordd. A Tabela 16 contém informacdes sobre as preparacdes comerciais
usadas como referéncia e, também, sobre a formulacdo experimental F50. A dosagem de
cada preparacdo enzimatica foi estipulada com base nos valores de atividade medidos,

sendo adicionadas 25 unidades de pectinases para cada 100 g de uva.

Tabela 16 — Caracteristicas e dosagem das preparacdes enzimaticas empregadas em
ensaios de maceragéo de uva.

PT ? Linhagem

Temperatura Dosagem

Enzima (U/mL) produtora pH otimo 6tima (°C)  (ul/100 g)
F50° 250 A. niger 4 50 -60 100
Novozym A. aculeatus

33095 b 2500 A, niger 35-4,2 60 10
E?frt;”g);_L . 1640 A aculeatus  3,5-4,2 60 15

F50 — formulagdo experimental com 50% de glicerol; PT — atividade de pectinases totais; a — Dados
obtidos em laboratorio; b — dados fornecidos na ficha técnica do produto.
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A influéncia das preparagdes enzimaticas nos parametros analisados para o suco de
uva obtido € mostrada na Tabela 17. O uso de enzimas, de um modo geral, foi positivo
com respeito a reducao da viscosidade e da turbidez e ao aumento da clarificacdo do suco,
em comparacdo com o0s resultados obtidos com a amostra controle (sem a adi¢do de
enzimas).

Reducéo de viscosidade em torno de 45% foi obtida em relagdo ao suco controle
para todas as preparacdes enzimaticas testadas. A reducdo da viscosidade atingida com o
tratamento enzimatico possibilita maior eficiéncia em etapas posteriores do processamento,
como a filtragdo por membranas, por exemplo, j& que a formacdo de fouling é reduzida e o
fluxo de permeado aumentado, como mostrado nos trabalhos de Echavarria et al. (2011),
Machado et al. (2012) e Maktouf et al. (2014).

O teor de polifendis totais encontrado nos sucos tratados com as enzimas
comerciais foi reduzido em torno de 20% quando comparado ao suco controle. J& com a
formulacdo experimental F50, ndo foi constatada diferenga significativa no teor de
polifendis em relacdo ao suco controle. Sandri et al. (2013) obtiveram resultados similares
utilizando extrato pectinolitico ndo formulado, produzido pela mesma linhagem de A. niger
usada neste trabalho, tendo observado teor de polifendis superior ao obtido pelo produto
comercial Pectinex Be Color na clarificagdo de suco de mirtilo. O resultado obtido com a
enzima F50 para o teor de polifendis totais € muito importante, ja que essas substancias
apresentam efeitos de protecdo a salde humana contra diversas doencas devido a presenca

de compostos antioxidantes (Oszmianski et al., 2011).

Tabela 17 — Pardmetros analisados na etapa de maceracdo do processamento de suco de

uvas tintas.

. Reducdode  Aumentode Redugédo de
. Rendimento . e .
Enzima (%) Viscosidade  Clarificagdo  Turbidez
(%) (%) (%)

AN33095  79,1+13"  46,4+0,14° 47,8+ 0° 64,4+21% 771+ 88°

Polifendis
Totais (%)

Bpectinex 77,3+0,3° 449+0,07° 19,7+0,02° 688+46° 81,3+ 310°

F50 742+03° 420+001* 27,8+002° 533+34° 110,0+ 358°

A — Novozym 33095; B — Pectinex Ultra SP-L. F50 — formulacdo experimental com 50% de glicerol.
Dados da amostra controle: rendimento (75,5%), viscosidade (3,43 cp), absorbancia (0,403), turbidez
(139,3 NTU) e teor de polifenois (84,3 EAG/100 mL). Os valores correspondem a média de trés

ensaios. Letras diferentes (a-b) indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (p< 0,05).
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4.7.2 Despectinizacao de sucos de diferentes frutas

Sucos concentrados de diversas frutas sdo empregados em diferentes produtos da
industria de alimentos. A despectinizacdo de sucos se faz necessaria para garantir a
estabilidade e a qualidade do produto durante o armazenamento. Para o0s ensaios de
despectinizacgdo, os sucos de maca, uva rosada e amora foram utilizados. A dosagem de
enzima adicionada seguiu a mesma propor¢éo descrita na Tabela 16, considerando 100 g
de suco.

Como observado na Figura 28, a adicdo do extrato experimental F50 aos trés
sucos em teste apresentou efeitos estatisticamente semelhantes aos encontrados nos ensaios
com as enzimas comerciais para a turbidez, a viscosidade e a clarificagdo. De acordo com
Pinelo et al. (2010), a clarificacdo dos sucos tratados enzimaticamente se deve ao efeito
das pectinases sobre as substancias pécticas as quais sao degradadas em pequenas fracdes
que tendem a se aglomerar e precipitar.

A despectinizacdo do suco de magd com a preparacdo experimental apresentou em
torno de 80% de reducédo de turbidez, 45% de reducdo de viscosidade e 80% de aumento
na clarificacdo. A despectinizacdo do suco de uva rosada mostrou resultados
numericamente similares ao do suco de magd, ndo apresentando diferenca significativa em
relagdo as preparacdes comerciais de referéncia. Sandri et al. (2013) avaliaram o efeito da
enzima comercial Pectinex Clear na clarificacdo de suco de macé a 40°C por 60 minutos e
obtiveram 40% de reducdo de viscosidade, 80% de reducdo de turbidez e aumento de 70%
na clarificagéo.

O suco de amora apresentou cerca de 40% de reducdo de viscosidade e 50% de
reducdo de turbidez; porém, ndo foi possivel detectar aumento na clarificacdo. Wang et al.
(2009) avaliaram a maceracdo de amoras a 45°C por 2 horas com diversas enzimas
comerciais, entre elas Pectinex SP-L também utilizada nesse trabalho. Os autores
observaram reducdo de turbidez de 59% e aumento de clarificacdo de 28%. Apesar de as
enzimas terem sido usadas em etapas diferentes, esses dados evidenciam o bom
desempenho da preparacdo experimental.

O conteudo de polifendis totais nos sucos foi avaliado para a amostra controle e
apos o tratamento enzimatico. Como observado, o uso da formulacdo F50 ndo afetou
significativamente o nivel de polifendis totais quando comparado com as enzimas

comerciais.
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Figura 28 — Efeito do tratamento enziméatico na preservacdo do teor de polifendis totais,
reducéo da turbidez e da viscosidade e aumento da clarificagdo de sucos de maga (A), uva
rosada (B) e amora (C). Preparagdes enzimaticas comerciais (Novozym 33095 e Pectinex Ultra
SP-L) e F50 - formulacdo experimental com 50% de glicerol. Dados da amostra controle séo
mostrados no Anexo 5. Letras diferentes (a-b) indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (p<

0,05). Os valores correspondem a média de trés ensaios.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os estudos desenvolvidos neste trabalho propiciaram um delineamento do processo

de producdo de extrato enzimatico pectinolitico concentrado — incluindo a formacéo das

enzimas em meio solido por A. niger LB-02-SF, em biorreator de tambor rotativo, e a sua

concentracdo em sistema de ultrafiltracdo — a ser aplicado na formulagdo de um produto

enzimaético utilizado na obtencdo de sucos de frutas clarificados. Os resultados alcancados

em escala de bancada podem ser Gteis para um possivel escalonamento do processo até os

niveis de planta piloto e industrial.

Analisando-se os resultados de uma forma mais especifica, as concluses listadas a

seguir foram formuladas.

Os resultados encontrados em ensaios estatico e agitado, com 30 e 50% do volume
de ocupacédo do biorreator, mostraram que a agitacdo proporcionada pelo sistema
favorece a producdo de pectinases e o crescimento fungico quando uma maior
massa de meio é utilizada. Com 70% de ocupacdo do volume do reator, tanto a
producdo quanto o crescimento sdo prejudicados, provavelmente em razdo da
insuficiente aeracdo do meio.

A reducéo do intervalo entre eventos de agitacdo de 120 para 60 minutos, com 70%
de ocupacdo do reator, resulta em crescimento celular semelhante, mas em menor
producdo enzimatica, sugerindo a ocorréncia de repressdo da formacdo de
pectinases pelo oxigénio.

O controle da temperatura do meio em niveis favoraveis ao crescimento fungico
leva a reducdo de producdo de enzimas, com efeito contrario sendo observado
quando se permite a elevacgdo natural da temperatura do cultivo.

De um modo geral, os dados indicam que, até certo ponto, condi¢fes de estresse
para 0 microrganismo sdo as mais indicadas para a producdo. No caso, uma
combinacdo de alta temperatura do cultivo (45°C) e valores intermediarios do
volume de ocupacdo do biorreator (50%) e do fluxo especifico de ar (0,54 LkgM)
resulta na melhor condigcdo de formacéo de pectinases.

Com respeito & extracdo de pectinases do meio solido, o uso de razdo sélido /
liquido (agua pH 4,0) de 1/10, temperatura de 20°C e tempo de 15 minutos, sob
agitacdo, permite a recuperacdo de 81% da atividade enzimatica. Maiores volumes
de solvente levam a maior recuperacdo, mas o extrato enzimatico obtido torna-se

excessivamente diluido, o que levaria a um maior tempo no processo de
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concentracdo por ultrafiltracdo, além da geracdo de um maior volume efluente na
corrente de permeado.

e Pré-tratamentos do extrato bruto com carvao ativado e microfiltracdo promovem
remogdo de proteinas e turbidez em torno de 10 e 97%, respectivamente,
favorecendo a ultrafiltragdo, com aumento na recuperacdo da atividade de 59 para
74% e reducdo do tempo de concentracdo de 6,5 para 3,5 h em comparacdo ao
extrato sem pré-tratamento.

e A caracterizacdo do extrato enzimatico concentrado com relacdo as enzimas
presentes (pectinases, celulases, hemicelulases e amilases) e ao pH (4) e a
temperatura ideais de reagdo (50 a 60°C) indicam que esta preparacdo atende aos
requisitos necessarios para aplicacdo no processamento de sucos de frutas.

e Quanto as formulacdes enzimaticas, todas as concentracdes de glicerol testadas (20
a 50% m/m), se mostram capazes de conservar a atividade pectinolitica por
periodos superiores a um ano. Na auséncia de conservantes, ocorre perda de
atividade e contaminagdo microbiana. Entre as concentragbes testadas, a
formulacdo com 20% de glicerol seria suficiente para a conservacdo da preparacéo
enzimatica sob refrigeracdo, levando a reducdo do custo do produto e do volume de
armazenamento devido & menor diluicéo.

e Quando comparada a preparaces comerciais de alta qualidade, em procedimentos
de maceracdo e clarificacdo, visando a obtencdo de sucos de diferentes frutas, a
formulagéo experimental com 50% m/m de glicerol e 2% m/m de KCI apresenta
resultados similares com respeito a pardmetros como reducdo de turbidez e
viscosidade, aumento da clarificacdo e teor de polifendis totais, indicando

claramente o seu potencial para aplicacdo em processos industriais.

Como perspectivas para continuidade da pesquisa, sugere-se o aprofundamento dos
estudos com respeito a producdo de pectinases com a ampliacdo da escala do biorreator de
tambor rotativo. Sabe-se que a ampliacdo de escala de biorreatores de cultivo em estado
solido apresenta grandes desafios relacionados as condicdes de transferéncia de massa e
calor, devido a grande espessura do leito de meio. Adicionalmente, novas geometrias do
reator poderiam ser testadas.

Com relacgdo a recuperagéo das enzimas, sdo apontadas como perspectivas o estudo

de aspectos como:
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e uso de extragdes sucessivas e a utilizacdo de colunas de extracdo com o objetivo de
aumentar a atividade do extrato bruto;

e determinacdo do tamanho molecular das enzimas presentes nos extratos por
eletroforese para determinar o ponto de corte molecular ideal da membrana de
ultrafiltracdo;

e otimizacdo das condigOes de utilizacdo do sistema de ultrafiltracdo quanto a
parametros como presséo de operacéo e velocidade do fluxo transmembrana;

e avaliacdo da reutilizagdo do volume de permeado proveniente da etapa de
ultrafiltracdo na extragdo das enzimas do cultivo em estado sélido.

No estudo da formulacgéo, aspectos como a utilizacdo de tampdes na conservacgédo da
atividade, concentragdes menores de glicerol e a presenca de sais como aditivos poderiam
ser avaliadas.

Adicionalmente, outras frutas podem ser avaliadas nas etapas de maceragdo e
clarificacdo em tempo e temperaturas diferentes das utilizadas nesse trabalho, para

estabelecer as melhores condicdes de aplicacdo da formulacdo enzimatica desenvolvida.
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ANEXO 1 - Concentragdo celular em cultivos conduzidos em biorreator de tambor

rotativo

Tabela 1 — Concentragdes de biomassa medidas durante o cultivo de Aspergillus niger LB-
02-SF em biorreator sem agitacdo (estatico), fluxo especifico de ar de 0,54 LkgM e

diferentes volumes de ocupacéo.

Volume de ocupacéo

30% 50% 70%
Tempo  Biomassa Tempo Biomassa Tempo  Biomassa
(h) (mg/g) (h) (mg/g) (h) (mg/q)

0 0,0+0,0 0 0,0+£0,0 0 0,0£0,0
21 23,7+0,0 22 2527+4,1 22 19,7+45
24 26,0+12.2 24 30,8 +5,2 24 31,8+6,4
26 452+54 28 39,5+0,0 28 39,2+6,6
30 73,050 30 47,4 + 3,8 30 89,3+0,5
42 105,4+9,8 46 779+157 46 936+1,8
48 128,2+1,7 48 80,9+ 15,2 48 936+1,8
52 1352+ 4,0 54 89,6 £115 52 99,9+33
54 138,5+6,8 70 105,8 + 10,6 55 100,5+0,0
70 1443+21 72 107,1+9,6 70 1158+ 54
72 1478+ 7,7 78 117,8 £ 0,0 72 116,7 £ 5,6
76 1425+ 4,6 94 117,8+4,9 76 117,3+5,.3
78 1505+ 2,7 96 119,2+4,1 78 116,4+5,0
94 1417 £2,8 94 109,2+1,0

96 126,4 +7,0 96 109,4+0,8
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Tabela 2 — Concentragdes de biomassa medidas durante o cultivo de Aspergillus niger LB-

02-SF em biorreator com volume de ocupacdo de 70%, fluxo especifico de ar de 0,54

LkgM e diferentes intervalos entre as agitacoes.

Intervalos entre as agitagdes (minutos)

120 90 60
Tempo  Biomassa Tempo Biomassa Tempo Biomassa
(h) (mg/q) (h) (mg/q) (h) (mg/q)

0 0,0£0,0 0 0,0£0,0 0 0,0£0,0
22 216+0,0 18 12,7+0,0 22 8,0+3.2
24 359+10,1 24 23,1+10,2 24 95+37
30 40,4 + 8,8 28 475+0,0 28 119+51
42 66,1+12,1 46 765+71 30 50,0+4,4
44 80,0+0,0 48 86,4+11,2 48 53,9+3,9
48 101,3+ 14,6 66 96,4 + 8,7 52 69,0+2,2
50 105,6 + 15,4 70 115,7+0,2 55 79,3+6,6
66 1179+ 3,2 72 118,1+ 2.2 70 114,1+ 19,0
72 118,3+0,0 76 119,8 + 3,0 72 116,3 + 18,7
76 130,6 +17,4 94 117,8 0,0 76 1245+ 12,2
96 136,4+ 125 96 126,9 £ 13,7 78 125,8 £10,1

94 131,5+10,0
96 132,3+115
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Tabela 3 — Concentragdes de biomassa medidas durante o cultivo de Aspergillus niger LB-
02-SF em biorreator com volume de ocupacdo de 30% sem agitacéo e 50% com agitacéo,

fluxo especifico de ar de 0,54 LkgM com controle de temperatura em torno de 34°C.

Volume de ocupacéo

30% 50%
Tempo  Biomassa Tempo Biomassa
(h) (mg/g) (h) (mg/g)
0 0 0 00,0
24 35,0 22 8,6+28
28 49,2 26 13,6 +0,6
30 59,2 28 16,8+ 2,2
47 151,0 33 27,0+ 3,7
49 161,3 46 69,784
52 175,2 48 79,779
55 187,4 50 90,7+55
71 196,2 54 112,2+ 10,5
73 190,9 70 176,3+9,5
76 184,3 72 179,8+ 8,4
96 138,0 76 182,6 £4,2
94 166 + 10,6

96 162,0+ 8,4
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Tabela 4 — Concentragdes de biomassa medidas durante o cultivo de Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator com volume de ocupacéo de

30%, intervalo entre as agitacfes de 120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo especifico de ar (LkgM)

0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
Tempo  Biomassa Tempo Biomassa Tempo  Biomassa Tempo Biomassa Tempo  Biomassa
(h) (mg/g) (h) (mg/g) (h) (mg/g) (h) (mg/g) (h) (mg/g)
0 0+£0,0 0 0,0+0,0 0 0,0+0,0 0 0,0+0,0 0 0,0+0,0
22 43+05 22 53+0,7 22,0 22,3+0,8 24 19,6 £11,6 22 119+3,6
24 52+0,0 24 23,3+10,7 24,0 36,8+14,1 26 24,6 £15,1 24 13,7v4,1
28 92+24 28 41,0+ 3,2 26,0 46,1 + 16,7 28 31,2+175 26 15,6 +4,0
30 12,6 +8,7 30 51,9+0,0 28,0 57,1+18,3 30 38,8+ 19,7 28 18,1+3,9
48 51,5+179 32 62,4+ 4,7 30,0 82,2+0,0 48 94,3+16,3 30 212+5,1
50 62,6 + 13,0 46 100,5+9,4 46,0 158,3+0,0 50 125,1+0,0 46 55,2 + 23,0
54 92,8+9,9 48 123,8 + 16,3 48,0 154,7+219 52 103,8 + 16,9 48 56,6 + 8,0
72 119,0+8,9 50 133,3+ 134 50,0 166,6 £17,7 54 108,2+ 17,3 50 58,1+4,2
74 122,4+ 11,3 54 148,6 + 8,3 520 176,4+10,9 56 138,7+0,0 52 69,2 £ 23,1
76 1272+ 14,1 56 158,3+0,0 540 1839+121 72 126,3+ 12,7 54 73,2+21,7
78 132,2+17,6 70 171,9+0,0 70,0 2345+0,0 74 126,6 £ 11,1 70 82,8+12,6
94 1596 £ 134 72 177,06,7 72,0 218,4 £ 25,1 76 127,1£19,0 72 89,3+11/4
96 170,9 + 16,3 74 178,0+ 7,6 74 220,8 +16,0 78 127,2+17,1 76 87,6 +7,9
76 178,1+8,3 76 227,0+6,4 80 126,3 + 14,8 78 82,9 +£10,7
78 178,3+ 8,6 78 223,8+0,0 96 116,2 + 18,8 94 85,0+ 15,6
96 187,6 + 6,3 96 222,7 + 17, 96 84,9+17,6
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Tabela 5 — Concentragdes de biomassa medidas durante o cultivo de Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator com volume de ocupacéo de

50%, intervalo entre as agitacfes de 120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo especifico de ar (LkgM)

0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
Tempo  Biomassa Tempo Biomassa Tempo  Biomassa Tempo Biomassa Tempo  Biomassa
(h) (mg/g) (h) (mg/g) (h) (mg/q) (h) (mg/g) (h) (mg/g)
0 0,0+0,0 0 0,0+0,0 0 0,0+0,0 0 0,0+0,0 0 0,0+0,0
24 10,2+6,1 22 18,2 £ 6,7 22,0 32,2+3.2 22 25,3+4,1 4 0,0+0,0
28 17,3v 10,3 26 236v12,0 24,0 398+23 24 30,8+5,1 22 8,6+28
30 234+126 28 31,0+10,9 28,0 54,2+0,0 28 39,5+£0,0 26 13,6 £0,6
45 957+15 46 65,9+20,7 30,0 60,5+0,8 30 47,4 + 3,8 28 16,8 +2,2
47 100,5+8,8 48 68,2+19,3 46,0 84,3+4,7 46 779+ 157 33 27,0+ 3,7
51 1218+ 129 70 104,4+11.2 48,0 816+15 48 80,9+ 15.1 46 69,8 +8,4
53 130,4+8,8 74 121,4+31 54,0 85,3+15 54 89,6 +115 48 79,779
55 136,7 + 11,7 76 121,0+4,0 70,0 839+13 70 105,8 + 10,6 50 90,8+5,6
71 169,9+5,9 96 112,7+8,1 72,0 86,3+ 134 72 107,1+9,6 54 112,3+105
77 158,6 + 6,0 78,0 84,3+84 78 117,8+0,0 70 176,3+9,5
93 154,2 + 8,9 93,0 794+14 94 117,8+4,9 72 179,8+ 8,4
96 152,6 + 6,0 96 1192+ 4,1 76 182,71+ 4.2
94 166,0+ 10,5
96 162,0 + 8,3




118

ANEXO 2 — Atividade de pectinases totais em cultivos conduzidos em biorreator de

tambor rotativo

Tabela 1 — Valores de atividade de pectinases totais medidos durante o cultivo de
Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator sem agitacdo (estatico), fluxo especifico de ar
de 0,54 LkgM e diferentes volumes de ocupagéo.

Vol. Ocup. (%) 30 50 70
Tempo (h) Atividade de pectinases totais (U/g)

0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
24 1,8+0,5 4,4+04 2,25+0,7
48 83,4127 909+15 388119
72 118,8 + 18,3 122,8 £ 17,2 99,4 £13,0
96 170,8 £ 0,7 1192+4,1 70,6 £4,5

Tabela 2 — Valores de atividade de pectinases totais medidos durante o cultivo de
Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator com volume de ocupagdo de 70%, fluxo

especifico de ar de 0,54 LkgM e diferentes intervalos entre as agitacdes.

Intervalo entre

as agitacdes 120 90 60
(minutos)

Tempo (h) Atividade de pectinases totais (U/g)

0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
24 2,3+0,6 1,3+0,0 1,2+0,0
48 24,3+ 6,8 148 +11,7 53+£25
72 67,2+3,1 70,0 £ 18,7 11,6 +1,0

96 70,6 +4,6 69,0+8,1 29,8 +1,2
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Tabela 3 — Valores de atividade de pectinases totais medidos durante o cultivo de

Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator com volume de ocupacdo de 30%, intervalo

entre as agitacdes de 120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo de

0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
ar (LkgM)
Tempo (h) Atividade de pectinases totais (U/g)
0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
24 1,1+0,5 4,85+0,9 6,8+1,3 2,4+0,7 2,3+0,2
48 215+11 53,3+9,1 705+1,7 444 +55 575+17
72 56,2+ 16,7 87,7+119 118,6 +2,0 97,2+49 104,1 + 8,3
96 77,2+87 129,0+6,5 1346+143 100,7+50 124,1+£39

Tabela 4 — Valores de atividade de pectinases totais medidos durante o cultivo de

Aspergillus niger LB-02-SF em biorreator com volume de ocupagdo de 50%, intervalo

entre as agitacfes de 120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo de

0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
ar (LkgM)
Tempo (h) Atividade de pectinases totais (U/g)
0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0
24 2,1+10 1,4+0,5 1,0+0,1 19+04 1,76 £ 0,1
48 12,1+34 19,2+3,2 196 +2,1 279105 27,4+18
72 74,3+ 16,6 75,1+£26 79,2 £ 3,7 75,1+17 73,1+20,4
96 70,6 £20,4 1150+17,7 178,2+155 136,2+154 117,0+£18,1
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ANEXO 3 — Concentracdo de substrato em cultivos conduzidos em biorreator de tambor

rotativo

Tabela 1 — Concentracfes de substrato medidas durante o cultivo de Aspergillus niger
LB-02-SF em biorreator com volume de ocupacgéo de 30%, intervalo entre as agitacOes de
120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo de 0,18 0,36 0,54 0,72 0,90

ar (LkgM)

Tempo (h) Concentracéo de substrato (mg/g)

0 465,7 245 4655+156,3 462,4+140 5178+919 418,4+20,6
24 415,7+52,0 4183+98,7 3478+7,6 3789+23,1 3333+27,7
48 202,6 £27,4 270,3+139 2765+623 2742+220 269,3+26,5
72 170,2+6,3 223,1+20,0 1940+473 202,4+168 2456+ 38,3
96 166,8 + 1,2 178,7+3,4  1435+250 1823+22 2035%14,1

Tabela 4 — Concentragcfes de substrato medidas durante o cultivo de Aspergillus niger
LB-02-SF em biorreator com volume de ocupacéo de 30%, intervalo entre as agitacOes de
120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo de 0,18 0,36 0,54 0,72 0,90

ar (LkgM)

Tempo (h) Concentracéo de substrato (mg/g)

0 375,4+298 439,1+214 4232+120 3674+106 360,8+121
24 298,4+18,3 352,8+10,7 347,1+11,7 3145+80 273,6%+212
48 1941+35 2635+132 2775+211 2857+206 27,4+18
72 136,6 £8,3 137,8+145 194, + 3,7 216,4+11,7 1855+ 157
96 94,1+13,7 110,0x17,7 104,5+£9,9 1123+48 1154 +18,1
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ANEXO 4 — Umidade do meio em cultivos conduzidos em biorreator de tambor rotativo

Tabela 1 — Valores de umidade medidos durante o cultivo de Aspergillus niger LB-02-SF

em biorreator sem agitacdo (estatico), fluxo especifico de ar de 0,54 LkgM e diferentes

volumes de ocupacao.

Vol. Ocup. (%) 30 50 70
Tempo (h) Umidade (%)

0 54,3+£0,9 54,1+28 55,2+0,1
24 56,1 +0,1 55,1+£0,5 51,2+29
48 56,2 £ 0,6 57,2+0,1 55,2+0,9
72 56,5+ 0,5 59,2+ 0,4 57,5+0,8
96 650+211 61,8+2,3 58,5+ 3,8

Tabela 2 — Valores de umidade medidos durante o cultivo de Aspergillus niger LB-02-SF

em biorreator com volume de ocupacdo de 70%, fluxo especifico de ar de 0,54 LkgM e

diferentes intervalos entre as agitacoes.

Intervalo entre

as agitacoes 120 90 60
(minutos)

Tempo (h) Umidade (%)

0 538+1.2 542+2]1 53,0+1,0
24 52,3+0,2 54,6 £0,2 535+1,8
48 559+5,3 50,8+ 0,0 55,5+2,0
72 59,0+0,3 63,7+ 15 57,1 +£3,7
96 709+3)9 63,8 £ 3,9 626+14
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Tabela 3 — Valores de umidade medidos durante o cultivo de Aspergillus niger LB-02-SF
em biorreator com volume de ocupacdo de 30%, intervalo entre as agitacbes de

120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo de 0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
ar (LkgM)

Tempo (h) Umidade (%)

0 531427 535+ 2.1 545+ 0.3 558+ 17 551+ 0.2
24 549+25 545+ 0,7 568+11 559+ 13 56,7 + .8
48 577422 575+0,7 57.7+10 573+12 541+03
72 626+15 585+ 1,0 587+ 10 59.1+25 51,5+ 3.2
96 732+15 742+14 722+32 62,4+ 2,0 512+23

Tabela 4 — Valores de umidade medidos durante o cultivo de Aspergillus niger LB-02-SF
em biorreator com volume de ocupacdo de 50%, intervalo entre as agitacbes de

120 minutos e diferentes valores de fluxo especifico de ar.

Fluxo de 0,18 0,36 0,54 0,72 0,90
ar (LkgM)

Tempo (h) Umidade (%)

0 56,1+ 0,5 528+18 55+ 0.0 538+ 0.3 535+ 0.1
24 593+29 56.2 + 0,5 55+ 1.0 547 +0.6 58.8 + 0.6
48 595+ 12 57.9+0.4 56,7 +23 56,0+ 0.9 559+ 0.3
72 62,6+ 2,6 59.0 + 2,6 59.7 +0,5 57.8+0.3 545+ 0.9

96 71,8+28 70,9+25 69,6 +0,6 66,1+1,8 535+19
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ANEXO 5 — Sistema de ultrafiltragéo

Figura 1 — Sistema de ultrafiltracdo utilizado na concentracéo do extrato pectinolitico. 1 —

tanque de alimentacdo, 2 — bomba diafragma, 3 - mandmetro, 4 — valvula reguladora de

fluxo, 5 — membrana em espiral, 6 - corrente de permeado, 7 — corrente de concentrado
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ANEXO 6 — Caracterizagdo dos sucos de macé, uva rosada e amora

Tabela 1 — Dados determinados para os sucos de frutas sem tratamento enzimatico

(amostra controle) na etapa de despectinizagéo.

Sucos Controle

Parametros Maca Uvarosada Amora
pH 4,16 3,7 nd
Viscosidade (cp) 2,96 2,10 2,3
Turbidez (NTU) 206 125 160
Cor (abs) 1,06 0,95 0,76

Polifendis Totais

39,8 63,3 183,1
(EAG/100 mL)
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