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RESUMO

A producdo de enzimas por microrganismos em fermentacédo semi-solida é influenciada por
diversos fatores de cultivo. O estudo desses fatores torna-se indispensavel para a otimizacao
de um processo fermentativo. Avaliaram-se, nesse trabalho, parametros que intensificassem a
producdo de poligalacturonase (PG). Para tal fim, testaram-se diferentes linhagens de
Aspergillus, o volume inicial de 4gua adicionada ao meio, a temperatura de incubacéo e
concentracao inicial de inoéculo utilizando torta de girassol como substrato. Os resultados
obtidos mostraram que a torta de girassol apresentou caracteristicas propicias para o
processo fermentativo tanto do ponto de vista nutricional quanto estrutural. O microrganismo
com maior capacidade de sintese de PG foi A. niger CCT 0916. As condicOes ideais para
producéo de PG foram: adicdo de 100mL de a4gua para cada 100g de torta, temperatura de
incubagéo de 30°C e indculo inicial de 107 esporos.g™ com producéo de 38,36 U.g™.

Palavras-chave: torta de girassol, A. niger, poligalacturonase, fermentacdo em estado solido.
INTRODUCAO

As enzimas pectinoliticas sdo produzidas por muitos microrganismos, destacando-se o
fungo filamentoso Aspergillus niger. A poligalacturonase (PG) é a enzima com fungéo
hidrolitica principal. Para a maioria dos usos industriais, as poligalacturonases produzidas por
fungos provam ser Uteis pela alta atividade e atividade 6tima em faixa de pH baixa, servindo
para grande parte das aplicagfes em processos com frutas e vegetais (ZHENG e SHETTY,
2000).

Estas enzimas podem ser obtidas tanto em processos submersos (FSm), quanto em
processos em estado sélido (FES). Para o caso especifico de FES, os suportes ou substratos
consistem, basicamente, de polimeros organicos que se caracterizam pela insolubilidade em
agua e pela capacidade de promover o crescimento microbiano, mesmo sem a adicdo de
nutrientes suplementares (HENDGES, 2006). Dentre as principais caracteristicas da FES,
merecem destaque: baixa quantidade de agua disponivel, baixo risco de contaminagéo,
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utilizacdo de reatores menores que os utilizados em FSm para a mesma quantidade de
substrato, alta produtividade e baixos custos com relacé@o ao substrato utilizado.

A producdo de enzimas por microrganismos em FES é influenciada por diversos fatores de
cultivo como: o microrganismo selecionado para o processo fermentativo, disponibilidade de
agua e nutrientes, temperatura, o inéculo inicial aplicado, aeracdo e presenca de substancias
indutoras na producdo do metabdlito desejado. O estudo desses fatores torna-se indispensavel
para a otimizagdo de um processo fermentativo. Dentro desse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a utilizacdo de torta de girassol como meio de fermentacdo semi-
solido para a producgéo de PG.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima e sua caracterizagao

A torta de girassol foi gentilmente cedida pela Embrapa Soja. O residuo teve sua
composicdo centesimal determinada, sendo as anélises de umidade, cinzas e extrato etéreo
realizadas segundo as metodologias descritas em Instituto Adolf Lutz (1AL, 1985), enquanto a
determinacdo de proteina ocorreu utilizando o método semi-micro de acordo com a
metodologia de YEMN e WILLIS (1954). As determinacfes de amido e solidos soliveis
totais foram realizadas segundo IAL (1985). O residuo teve sua densidade aparente
determinada segundo CORREIA (2004). A atividade de &gua nos meios formulados e
autoclavados foi medida pelo método do higrometro de ponto de orvalho em aparelho
AQUALAB Decagon modelo CX-2.

Microrganismos e selecéo de linhagens

Foram utilizadas sete linhagens de fungos filamentosos do género Aspergillus: A. niger
CNPAT 001, A. niger CCT 0916, A. niger CCT 4220, A. niger I0C 3883, A. niger I0C 4222,
A. niger 10C 207 e A. oryzae IV, estocados na colecdo de trabalho do Laboratorio de
Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical, Ceara.

Para a etapa de selecdo de linhagens, definiu-se como ponto inicial das fermentacbes a
adicdo de 100mL de &gua destilada para cada 100g de torta de girassol, temperatura de
incubacdo de 30°C e indculo inicial de 107 esporos.g™.

Preparacao dos meios de inoculacao

As fermentacdes foram conduzidas em erlenmeyers de 500mL com 40g de meio de cultivo,
baseado em torta de girassol umidificada. Os frascos foram esterilizados a 121°C durante 15
minutos e inoculados com suspensédo de esporos. O contetido foi homogeneizado. Os frascos
foram incubados por 96 horas e as amostras eram coletadas a cada 24 h.

Parametros avaliados no processo
Selecionada a linhagem com maior capacidade de sintese de PG, variou-se o volume inicial

de 4gua adicionada ao meio (25, 50, 75, 100 e 125mL), além da temperatura de incubacao
(25, 30 e 35°C) e concentragdo inicial de inéculo no meio de cultivo (10* a 10 esporos .g™).
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Obtencdo do extrato enzimatico

A extracdo do complexo enzimaético foi realizada pela adicdo de 100 mL de solucéo tampéao
acetato 200 mM pH 5,0 aos meios fermentados e mantidos a 30°C por 60 minutos. O
complexo enzimatico foi obtido por filtracdo com papel qualitativo. A fase liquida resultante
foi recolhida e conservada a -18°C em frascos rosqueados para analises.

Determinacéo da atividade de poligalacturonase (PG)

A atividade de PG no extrato enzimatico foi baseada no aumento dos grupos redutores
formados por agéo da enzima e determinada segundo a metodologia de COURI (1993). Uma
unidade de PG foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de &cido
galacturénico por mL por minuto nas condi¢des de reacéo.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Caracterizacao da torta de girassol
De acordo com os valores obtidos, pode-se observar que a torta de girassol é rica em
gordura, proteina e carboidrato (Tabela 1). Uma caracteristica importante a ser destacada é a
densidade aparente do residuo (0,438 g/mL) que revela que a torta de girassol possui
particulas que tendem a ndo compactar-se, gerando espacos vazios que permitem a entrada de
oxigénio favorecendo o processo fermentativo.

Tabela 1- Caracterizacéo da torta de girassol

PARAMETROS AVALIADOS VALOR DETERMINADO

Umidade (%) 8,0+0,03

Cinzas (%) 4,31+0,28

Extrato etéreo (%) 16,84 £ 0,42

Proteina (%) 24,85 + 1,86

Carboidrato total (%) 46,0

Amido (%) 4,89 +1,38

Solidos soluveis (°Brix) 23,34+ 1,44

Densidade aparente (g/mL) 0,438 + 0,09

Sele¢éo de linhagens

Dentre os microrganismos avaliados verificou-se que a producdo de PG nédo foi detectada
nas fermentacOes realizadas com a linhagem A. oryzae IV. A maior atividade de
poligalacturonase (38,36 U.g™) foi observada quando utilizado A. niger CCT 0916 (Figura 1).
PATIL e DAYANAND (2006) obtiveram 45,9 U.g™ de PG, utilizando girassol suplementado
com glicose e sulfato de amdnia por A. niger. Dessa etapa em diante, utilizou-se a linhagem
de A. niger CCT 0916.
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Figura 1 — Producéo de poligalacturonase por diferentes linhagens de Aspergillus.
Efeito da quantidade inicial de agua

A umidade e a Aw aumentaram a medida que a quantidade de agua adicionada ao meio
aumentava. A umidade inicial da torta de girassol foi de 8,6% e a Aw foi 0,641 (Tabela 2). O
aumento do volume de dgua adicionado promoveu um aumento linear da umidade da torta.
Contudo, isto ndo foi observado para o parametro Aw. Cada porcdo de 25mL de agua
subsequientemente adicionada promoveu um impacto menor no aumento de Aw (Tabela 2).

Tabela 2 - Aw e umidade do meio de acordo com os volumes de dgua adicionados.

AGUA (mL) Aw UMIDADE (%)
0 0,641 (+0,0007) 8,6 (+0,07)
25 0,945 (+ 0,0026) 25,5 (+0,28)
50 0,972 (+0,0019) 37,7 (£ 0,32)
75 0,978 (+ 0,0005) 45,6 (£ 0,71)
100 0,986 (+ 0,0017) 51,8 (+ 0,51)
125 0,990 (+ 0,0018) 57,6 (+0,62)

Sabe-se que a quantidade de agua € um fator importante que influencia o processo
fermentativo em virtude do seu alto grau de interacdo com as particulas solidas que fazem
parte do meio. SANTOS (2007), ao estudar a producdo de PG por A. niger CCT 0916
utilizando peddnculo de caju, observou que em niveis de umidade altos (60%), a sintese de
PG praticamente ndo existiu, fato este também observado no presente trabalho (Figura 2). Ao
passo que, em baixos teores de umidade, a producdo enzimatica tambem é reduzida porque o
fungo sofre modificacbes na membrana celular, conduzindo a limitagdes de transporte e
afetando 0 metabolismo microbiano (ACUNA-ARGUELLES et al., 1994). Portanto niveis
intermediarios de umidade devem ser estabelecidos para que a sintese enzimaética seja
favorecida. A melhor condicdo para a sintese de PG ocorreu no meio formulado com 100mL
de 4gua para 100g de substrato (38,36 U.g™*) com produtividade de 1,6 U.g™.h™* nas primeiras
24 horas de fermentacéo (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito da quantidade inicial de agua sobre a atividade de PG.
Efeito da temperatura de incubacéo e do indculo inicial

Os resultados obtidos nessa etapa mostraram que houve uma perda na producdo de PG,
tanto com o aumento (35°C), quanto com a diminuicdo (25°C) da temperatura de incubacéo,
sendo 30°C, a temperatura ideal para a sintese da enzima por A. niger CCT 0916, atingindo
um méaximo de 38,36 U.g™ de PG em 24h de fermentacdo (Figura 3). A variacéo do inéculo
também apresentou um impacto negativo na sintese de PG por A. niger CCT 0916,
observando-se uma queda crescente de atividade ao diminuir-se o inéculo de 107 até 10*
esporos.g ™, onde em varios pontos a atividade de PG néo foi detectada. Nessa etapa o indculo
inicial que favoreceu a sintese de PG foi 10" esporos.g™, onde a producéo alcancou 38,36 U.g"
! nas primeiras 24h de fermentacéo. NAIR e DUVNJAK (1990) verificaram que inéculos com
alto teor de células aumentaram proporcionalmente a produgdo da enzima fitase por uma
linhagem de A. ficuum NRRL 3135, em fermentacdo semi-solida, fato este observado para a
enzima PG nesse trabalho.
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Figura 3 — Efeito da temperatura de incubacéo sobre a sintese de poligalacturonase
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que: a torta de girassol apresenta caracteristicas
interessantes na utilizacdo em fermentacao semi-sélida para producédo de PG, a linhagem com
maior capacidade de sintese de PG foi A. niger CCT 0916, e as condicGes ideais de cultivo
foram: adicdo de 100mL de agua para cada 100g de torta de girassol, temperatura de
incubacdo de 30°C e indculo inicial de 107 esporos.g™ com producdo méaxima de 38,36 U.g™
em 24h de fermentagéo.
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