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RESUMO

A produgdo de enzimas por microrganismos é influenciada pelas condigdes de cultivo, em
particular do meio de cultura, umidade, tipo e fonte de carbono e temperatura do cultivo,
além de outros fatores. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de poligalacturonase
(PG) por Aspergillus niger CCT 0916 em fermentacdo semi-solida utilizando torta de canola
como substrato, para isso testaram-se pardametros de cultivo, como adigdo de dgua a torta,
temperatura de incubacdo e inoculo inicial. As condicoes de cultivo que favoreceram a
sintese de PG foram: adi¢cdo de 100mL de dgua para cada 100g de torta de canola,
temperatura de incubagdo de 30°C e inéculo inicial de 10" esporos.g” com produgdo mdxima
de 19,7 U. g'l em 72h de fermentagdo.
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INTRODUCAO

Nos udltimos anos, a técnica de fermentacdo em estado soélido tem recebido uma maior
atencdo dos pesquisadores, tanto para producdo de enzimas, quanto para obtencdo de
substincias de interesse da industria de alimentos, pois tem mostrado que pode ofertar maior
produtividade ou produtos com melhores caracteristicas do que a fermentacdo submersa.
Além disso, ha a possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo valor agregado,
diminuindo assim o custo da producao (ROBINSON e NIGAM, 2003).

Pectinases ou enzimas pectinoliticas sdo bem conhecidas por sua importancia comercial
entre as enzimas, e sao principalmente produzidas por fermentacdo semi-sélida. Pectinases
detém uma quota de 25% nas vendas globais de enzimas (JAYANI et al., 2005), e sdo
amplamente utilizadas na indudstria de bebidas, devido a sua capacidade de melhorar a
prensagem e clarificacdo de sucos de frutas (SILVA ef al., 2005). Além disso, elas sdo
utilizadas no tratamento de frutos e produtos horticolas, na produ¢ao de vinho, na extracao do
azeite e fermentacdo de chd e café (CASTILHO et al., 2000, SILVA et al., 2005). Entre as
pectinases utilizadas, a poligalacturonase produzida por Aspergillus niger é a mais estudada
por sua importancia comercial (CASTILHO et al., 2000).
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O objetivo principal deste trabalho foi estudar os parametros de cultivo de A. niger CCT
0916 a fim de intensificar a producdo de poligalacturonase por fermentacdo semi-sélida
utilizando torta de canola como substrato. Para tal fim, caracterizou-se a torta de canola,
verificou-se a influéncia da adicdo de diferentes volumes de &4gua ao substrato de
fermentagdo, variou-se a temperatura de incubacgdo e o tamanho do inéculo inicial.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacio da torta de canola e determinacoes analiticas

A torta de canola foi gentilmente cedida pela empresa Celena Alimentos. O residuo teve sua
composi¢do centesimal determinada, sendo as andlises de umidade, cinzas e extrato etéreo
realizadas segundo as metodologias descritas em Instituto Adolf Lutz (IAL, 1985), enquanto a
determinacdo de proteina ocorreu utilizando o método semi-micro de acordo com a
metodologia de YEMN e WILLIS (1954). Também foram realizadas determinac¢des de amido
e solidos soldveis totais segundo TAL (1985). A atividade de dgua nos meios formulados e
autoclavados foi medida pelo método do higrometro de ponto de orvalho em aparelho
AQUALAB Decagon modelo CX-2.

A distribuicdo granulométrica foi feita com 100g do material colocados em conjunto de
peneiras acoplada a um agitador mecanico, com 8§, 4, 2, 1, 0.5 e 0.1 mesh. O material retido
em cada peneira foi pesado e os resultados expressos percentualmente em relagcdo ao peso
total do material.

Microrganismo

O microrganismo empregado foi A. niger CCT 0916, previamente selecionado como uma
linhagem produtora de poligalacturonase. A linhagem é mantida estocada (-18°C) na colecado
de trabalho do Laboratério de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical, Ceara.

Preparacio dos meios de inoculacao

As fermentacoes foram conduzidas em erlenmeyers de S00mL com 40g de meio de cultivo,
baseado em torta de canola umidificada. Os frascos foram esterilizados a 121°C durante 15
minutos e inoculados com suspensdo de esporos. O conteido foi homogeneizado. Os frascos
foram incubados por 96 h e as amostras eram coletadas a cada 24 h.

Parametros avaliados no processo

Avaliaram-se, nesse trabalho, parametros que intensificassem a producdo de
poligalacturonase (PG). Para tal fim, variou-se o volume inicial de dgua adicionada ao meio
(50, 75, 100, 125 e 150mL), além da temperatura de incubacdo (25, 30, 35 e 40°C) e
concentracao inicial de in6culo no meio de cultivo (10" a 10’ esporos /g).
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Obtencao do extrato enzimatico

A extracdo do complexo enzimatico foi realizada pela adi¢ao de 100 mL de solu¢do tampao
acetato 200 mM pH 5,0 aos meios fermentados e mantidos a 30°C por 60 minutos. O
complexo enzimatico foi obtido por filtragdo com papel qualitativo. A fase liquida resultante
foi recolhida e conservada a -18°C em frascos rosqueados para anélises.

Determinacio da atividade de poligalacturonase (PG)

A atividade de PG no extrato enzimdtico foi baseada no aumento dos grupos redutores
formados por acdo da enzima e determinada segundo a metodologia de COURI (1993). Uma
unidade de PG foi definida como a quantidade de enzima que libera lumol de &4cido
galacturonico por mL por minuto nas condic¢des de reacao.

RESULTADOS E DISCUSSOES
O alto teor de proteinas e carboidratos na torta de canola viabiliza a sua utilizagdo como

meio fermentativo por ser uma 6tima fonte de carbono e nitrogé€nio, nutrientes estes,
imprescindiveis ao metabolismo microbiano (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizacdo da torta de canola

PARAMETROS AVALIADOS VALOR DETERMINADO
Umidade (%) 10,96 £ 0,15
Cinzas (%) 6,37 £0,07
Extrato etéreo (%) 2,02 £ 0,08
Proteina (%) 40,48 + 0,77

Carboidrato total (%) 40,17

Amido (%) 4,46 +0,42
Sélidos soluveis (°Brix) 18,33 + 1,44

Quando tratamos de fermentacdo semi-sélida, a presenca de oxigénio € indispensdvel ao
desenvolvimento do microrganismo, portanto o estudo sobre o tamanho das particulas e suas
propriedades é de suma importancia para conduzir um processo fermentativo em condigdes
Otimas. A distribuicao granulométrica (Figura 1) mostrou que 73% das particulas apresentam
dimensao entre 0,25 e 0,5mm. SANTOS (2007), afirma que particulas de tamanho reduzido
oferecem maior drea superficial ao ataque microbiano, mas ao mesmo tempo, tendem a
compactar-se facilmente, dificultando a respiracdo, ja particulas de tamanhos maiores
promovem maiores espagos interparticulas, facilitando o processo fermentativo. SANTOS
(2007), estudando a producdo de pectinases por A. miger, utilizou bagagco de caju cujas
particulas tinham dimensdo variando de 0,42mm a 0,84mm. CORREIA (2004), utilizando
bagaco de abacaxi como substrato para fermentacdo semi-sélida trabalhou com particulas que
variavam de 0,42mm a 0,59mm.
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Figura 1 - Distribuicao granulométrica da torta de canola.

O nivel de umidade de um meio de cultura é um dos fatores que mais influenciam o
processo fermentativo, o qual deve ser avaliado criteriosamente de acordo com o
microrganismo empregado, o metabdlito que se deseja sintetizar e as caracteristicas fisico-
quimicas do substrato. A sintese de PG por A. niger CCT 0916 foi méxima ao adicionar-se
100mL de 4gua para cada 100g de torta de canola, resultando em uma produgio de 19,7 U.g
em 72h de fermentacdo com umidade inicial de 51,8%. J4 em niveis baixos de umidade
(34,7%), observou-se uma queda de 65,5% na produgdo (Figura 2). A adi¢do de maiores
quantidades de dgua (125 e 150mL) a matéria-prima também levou a uma reducdo da sintese
enzimatica (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito da adicao de agua no substrato sobre a sintese de PG.

A literatura relata diferentes teores de umidade inicial para a sintese de pectinases em
fermentacdo semi-sdlida empregando A. niger. MENEZES et al., (2006), ao estudar a
producdo de PG utilizando farelo de trigo e residuo de maracujd, verificou que umidades
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iniciais de 40%, prejudicam a sintese da enzima, valor este muito préximo do encontrado no
presente trabalho. Os mesmos autores relatam que a umidade inicial que possibilitou a
maxima producao de PG foi de 60%. Sendo assim, o volume de 100mL para cada 100g de
torta de canola serd empregado na préxima etapa do processo fermentativo como condi¢do
6tima para producao de PG por A. niger CCT 0916.

Em um processo fermentativo utilizando fungos filamentosos, a temperatura de incubacao
pode influenciar diretamente a germinacdo de esporos, crescimento e formagao de produtos.
A temperatura de 30°C foi a que possibilitou maior sintese de PG por A. niger CCT 0916,
atingindo seu ponto maximo em 72h de fermentacdio com producio de 19,7 U.g' e
produtividade de 0,3 U. g'l.h'l. A produtividade em 24h de fermentacao alcangou 0,6 U. g'l.h'l.
As temperaturas superiores e inferiores a 30°C dificultaram a sintese de PG pelo fungo.
PATIL e DAYANAND (2005), utilizando residuo de girassol em fermentacao semi-sélida e o
fungo filamentoso A. niger DMF 45, obteve produ¢do médxima de pectinases a temperatura de
34°C. Esses autores afirmam que a temperatura € conhecida por influenciar as taxas
metabdlicas do organismo envolvido no processo determinando a quantidade do produto final,
nesse caso a sintese enzimatica.
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Figura 3 — Efeito da temperatura de incubacio sobre a sintese de PG.

Com relagao a variacdo do indculo, a sintese de PG apresentou um decréscimo ao diminuir-
se o tamanho do in6culo. A produ¢do maxima da enzima ocorreu quando foram inoculados
107 esporos.g™. USTOK et al., (2006) estudando a producdo de PG em fermentacio semi-
s6lida por A. sojae ATCC 202335, verificou que inéculos iniciais na ordem de 10’ esporos.mL’
! favoreceram a sintese da enzima, resultado este que condiz com o encontrado no presente
trabalho.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que: a torta de canola pode ser utilizada em
fermentacdo semi-sélida para producao de PG, e as condi¢des de cultivo que favoreceram a
sintese de PG por A .niger CCT 0916 foram: adicdo de 100mL de dgua para cada 100g de
torta de canola, temperatura de incubagdo de 30°C e indculo inicial de 107 esporos.g” com
producdo méxima de 19,7 U.g"' em 72h de fermentagio.
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