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RESUMO - A produgdo de pectinases por Aspergillus oryzae ¢ fortemente
influenciada pelo meio e pelos pardmetros de processo. O pH atua sobre a
composi¢do do complexo, a atividade e a estabilidade de pectinases durante o
cultivo. Neste trabalho, avaliou-se o crescimento celular de A. oryzae e a
producdo de pectinases em cultivos conduzidos sob cinco diferentes condigdes de
controle de pH. Obteve-se maior concentragdo de biomassa em pH 4,0 constante;
porém, nesta condicdo, a atividade enzimatica foi praticamente nula. Verificou-se
que a atividade pectinolitica (24U/mL) ¢ preservada quando o pH ¢ ajustado
inicialmente em 4,0 e, ap6s queda natural, mantido em minimo de 2,7 até o final
do cultivo. A mais alta atividade enzimatica (43U/mL) foi obtida em cultivo no
qual o pH foi mantido constante em 4,0 até¢ 24h e, em seguida, reduzido para 2,7
pela adi¢do de HCI. Os resultados confirmam que o pH afeta decisivamente o
cultivo de A. oryzae e a sua capacidade de produgdo de pectinases.

1. INTRODUCAO

As enzimas pectinoliticas, ou pectinases, possuem aplicagdes em diferentes setores
comerciais, em especial na industria de alimentos, nas etapas de extragdo e clarificacdo de
sucos de frutas e vinhos (Reid e Ricard, 2000; Hoondal ef al., 2002; Gummadi ¢ Panda, 2003;
Busto et al., 2006; Olivier et al., 2008; Sandri et al., 2011; Sandri et al., 2013). Estas enzimas
degradam as substancias pécticas que conferem alta viscosidade a polpas e sucos de frutas,
facilitando, assim, as etapas de filtracdo e concentracdo, aumentando o rendimento global do
processo. Uma caracteristica que favorece a aplicacdo de pectinases fungicas na industria de
alimentos ¢ o fato de o pH ideal de acdo de suas enzimas se aproximar do valor de pH de
muitos sucos de frutas, ou seja, na faixa de 3,0 a 5,5 (Ueda et al., 1982).

As pectinases podem ser produzidas por muitas espécies de fungos filamentosos,
algumas leveduras e bactérias (Kashyap et al., 2001). As preparagdes enzimaticas comerciais,
no entanto, sdo geralmente produzidas com fungos filamentosos, especialmente os do género
Aspergillus. Na producao de pectinases por A. oryzae em processo submerso, o pH exerce
efeito direto sobre os resultados do processo de produgao de pectinases. Segundo Ueda et al.
(1982), o pH influencia tanto a produgdo quanto a composi¢do do complexo pectinolitico
sintetizado por A. oryzae. Fawole e Odunfa (2003) e Patil e Dayanand (2006) identificaram
que a producdo de enzimas pécticas por fungos do género Aspergillus ocorre em faixa acida
de pH. Malvessi e Silveira (2004) verificaram que o crescimento de 4. oryzae é favorecido em
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valores de pH em torno de 4,0 ¢ que a sintese de poligalacturonases, hidrolases do grupo das
pectinases, ¢ aumentada com pH em torno de 3,0. Segundo Fontana ez al. (2009), também em
estudos sobre o cultivo de 4. oryzae, quando o pH foi controlado em minimo de 2,7, houve
um aumento significativo na producdo de poligalacturonases, enquanto que, abaixo deste
valor, o metabolismo do microrganismos e a produ¢ao das enzimas foram prejudicados.

Desta forma, este trabalho teve o objetivo de avaliar o crescimento celular de 4. oryzae
e a producdo de pectinases em cultivos submersos conduzidos sob cinco diferentes condigdes
de controle de pH.

2. MATERIAIS E METODOS

O microrganismo utilizado foi 4. oryzae IPT-301, cedido pelo Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas de Sao Paulo. O meio de cultivo empregado foi o descrito por Meneghel (2013),
composto de extrato de farelo de trigo, glicose, pectina, extrato de levedura e sais. Os cultivos
foram conduzidos em biorreator de bancada (Tecnal, modelo Tecbio), com 4,0L de meio,
frequéncia de agitadores e fluxo de ar de 480rpm e 0,42vvm, a 28°C, por 160h. O indutor
enzimatico — pectina citrica — foi adicionado ao meio somente apds 24h de cultivo e o pH foi
controlado nos valores desejados com NaOH 2,5M e HCI 2,0M.

Os cultivos foram realizados em duplicata, sob cinco diferentes condi¢des, durante os
seguintes ensaios, com adi¢do de pectina em 24h de processo:

e T1 —pH mantido constante em 4,0;
T2 — pH mantido constante em 2,7;
T3 — pH inicial de 4,0 e, apos a queda natural, controlado em minimo de 2,7;
T4 — pH inicial 4,0 e, apds a queda natural, mantido em 2,7 até o final do cultivo;
T5 — pH inicial 4,0 mantido constante até 24h, em seguida reduzido para 2,7, pela
adi¢ao de HCI, e controlado até o final do cultivo.

O crescimento celular foi avaliado por gravimetria e os agucares redutores totais
(ART), pelo método descrito por Bitmann (1974), que prevé a hidrolise acida, adaptado para
amostras isentas de solidos em suspensao. O método para determinagdo de ART nao sofre a
influéncia da pectina.

A atividade de pectinases totais foi avaliada pelo método descrito por Malvessi (2000).
Este método ¢ baseado na medida da reducdao da viscosidade de uma solugdo padrio de
pectina a 0,63% (m/v) submetida a acdo de enzimas pectinoliticas que rompem as ligacdes
glicosidicas internas da cadeia de acido poligalacturonico.

A velocidade especifica de crescimento celular (px) foi determinada a partir das
concentracdes celulares medidas nas amostras, durante a fase exponencial do cultivo.

O fator de producao especifica (Yp/x) foi calculado a partir dos maximos valores de
atividade enzimatica (Pm,x) € concentragdo de biomassa (Xpax) obtidos no cultivo.

Os fatores de conversdo de substrato em produto (Yps) € em células (Yxss) foram
calculados a partir dos maximos valores de atividade enzimatica (Pn.) € concentracdo de
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biomassa (Xmax) obtidos no cultivo, e da concentrag@o de substrato consumido até o tempo em
que ocorreram 0s Picos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo do efeito do pH sobre o cultivo de A. oryzae IPT-301 foi conduzido com base
em ensaios prévios (dados ndo mostrados), em que 4,0 foi o valor inicial que proporcionou
maior obtengdo de biomassa, assim como nos estudos de Malvessi & Silveira (2004) e
Fontana & Silveira (2012).

A pectina citrica, indutor enzimdatico de pectinases, foi adicionada ao cultivo apds a fase
de intenso crescimento celular, na tentativa de facilitar o fornecimento de oxigénio para o
microrganismo durante este periodo. Além disso, a alta viscosidade conferida ao meio do
cultivo pela pectina dificulta o controle dos pardmetros de processo, podendo influenciar o
estudo do pH.

Os resultados gerais dos cultivos, para todas as condi¢cdes de pH avaliadas sdo
resumidos na Tabela 1. O crescimento celular e a produgdo de pectinases foram favorecidos
no Ensaio T5. Ja os fatores de produgdo especifica (Yp/x) obtidos nos ensaios T2, T3, T4 e T5
foram similares. Estes resultados indicam que, nesta condi¢cdo, maiores concentragdes de
biomassa resultaram em altas atividades de pectinases. A condi¢@o avaliada no Ensaio T1 (pH
4,0 constante) se mostrou favoravel ao crescimento celular no entanto, ensaios anteriores
demonstraram que os titulos enzimaticos obtidos foram praticamente nulos.

Tabela 1 — Resultados gerais de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada, sob
diferentes condi¢oes de pH

T1 T2 T3 T4 T5
Xmax (g/L) 4,6 3.3 3.8 3,6 6.3

tx.max () 28 27 24 24 36

Bx.max (B 0,16 0,15 0,16 0,16 0,18
tux.max (h) 13 15 17 17 19

Scons (g/L) 11,8 10,0 10,8 10,2 10,8
Ponax (U/mL) n.d. 20 24 24 43

tp.max (h) n.d. 153 115 72 140
Yeix (U/mg) n.d. 6,06 6,32 6,67 6,82
Yxs (g/g) 0,39 0,33 0,35 0,35 0,58
Yps (U/mg) n.d. 2,00 2,22 2,35 3,98
pv (U/mL/h) n.d. 0,13 0,21 0,33 0,31
pHumin 4,0 2,7 2,7 2,7 2,7
pHinai 4,0 2,7 7.2 2,7 2,7

Xmax — Maxima concentragdo de biomassa; ty ., — tempo em que ocorret X, Hx.max — Maxima velocidade especifica
de crescimento celular; t,x max — t€EMPO €M qUE OCOITEU W max; Scons — CONsumo total de ART ; Py, — méaxima atividade
de pectinases; tp . — tempo em que ocorreu Pp,.; Ypx — fator de producdo especifica; Y5 — fator de conversio de
substrato em células; Yps — fator de conversdo de substrato em pectinases; py — produtividade volumétrica; pH,, —
minimo valor de pH do cultivo; pHg,, — valor final de pH do cultivo. n.d. — ndo determinado.
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Na Figura 1, sdo ilustrados os perfis de crescimento celular e as velocidades especificas
em funcdo do tempo nos ensaios T1 a T3. Esta analise inicial foi feita considerando-se as 33
primeiras horas de cultivo, visto que, apoés este periodo, o crescimento microbiano nestes
ensaios ja se encontrava em fase estacionaria. Ressalte-se que os Ensaios T4 ¢ T5, no periodo
0 a 33h, tiveram condi¢gdes operacionais idénticas as de T3 e T1, respectivamente.
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Figura 1 — Variacdo da concentragdo de biomassa e da velocidade especifica de crescimento
obtidos em cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada em diferentes condigdes
de pH: (m, ...) T1: pH mantido constante em 4,0; (A ,—) T2: pH mantido constante em 2,7;
(o, ---) T3: pH inicial 4,0 e, ap6s queda, controlado em minimo de 2,7.

Verificou-se que o controle do pH em 4,0 (Ensaio T1) favoreceu o crescimento celular,
proporcionando a obtenc¢ao de maiores titulos de biomassa em relagdo as demais condigdes
testadas. Os perfis de velocidade especifica de crescimento (pux) apresentaram
comportamento similar, com valores de pxmax muito proximos; porém, estes picos foram
alcangados em tempos diferentes de processo para cada condicdo, sugerindo que a adaptacdo
do microrganismo a cada condi¢do de pH ocorre de forma diferente. No Ensaio T1, o valor
de pxmax foi atingido em menor tempo de cultivo (13h), em razdo do favorecimento do
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crescimento celular neste pH. Por outro lado, no Ensaio T2, em pH 2,7 constante, o pico de
Wx ocorreu mais tarde, alcangando-se menor concentragdo de biomassa.

Verifica-se que o pH afeta diretamente o crescimento celular de 4. oryzae, sendo que
no ensaio mantido em pH 2,7 constante, T2, foi o que apresentou menor concentracao final
de biomassa.

O estudo do efeito do pH sobre a producdo e a atividade de pectinases obtidas em
cultivo de A. oryzae foi realizado utilizando as condicdes apresentadas para os ensaios T1 a
T5. Os perfis de pH e atividade de pectinases para os cultivos estdo apresentados na Figura 2.
Nestes ensaios, avaliou-se o cultivo até 160h.
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Figura 2 - Variacao da atividade de pectinases ¢ do pH em cultivo de 4Aspergillus
oryzae em biorreator de bancada, sob diferentes condi¢des de pH: (A ) T2 — pH mantido
constante em 2,7; (o) T3 — pH inicial 4,0 e, apos queda, controlado em minimo de 2,7,
(®) T4 — pH inicial 4,0 e, apos queda, mantido constante em 2,7, até o final do cultivo;
(A) T5 — pH inicial 4,0 mantido constante até¢ 24 horas, em seguida reduzido para 2,7 pela
adi¢cao de HCI ¢ controlado até o final do cultivo.

A1
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Conforme discutido anteriormente, a condi¢do de pH do Ensaio T1 (pH 4,0 constante),
apesar de favorecer o crescimento celular, ndo permitiu a obtencdo de atividade enzimatica
em ensaios anteriores; portanto, ndo sera considerada nesta analise. Contudo, o Ensaio T2
(pH 2,7 constante), apesar de proporcionar baixos valores de concentracdo de biomassa em
relagdo as demais condi¢gOes testadas, permitiu a obtencdo de atividade pectinolitica
semelhante as dos Ensaios T3 e T4, porém este valor foi atingido apenas em cerca de 153h,
aproximadamente 38h mais tarde que em T3 e 81h mais tarde que em T4, reduzindo o valor
de produtividade volumétrica em T2 (Tabela 1).

Assim como Malvessi & Silveira (2004), Fontana et al. (2009) e Fontana & Silveira
(2012) ja& demonstraram que altas produgdes de pectinases sdo observadas em meios com
valor pH em torno de 3,0, que ¢ desfavordvel para o crescimento fingico, sugerindo que a
producdo destas enzimas se da preferencialmente em condi¢des de estresse do microrganismo.
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Figura 3 - Variacdo da atividade de pectinases, do pH e das concentragdes de biomassa,
agucares redutores e agucares redutores totais em cultivo de Aspergillus oryzae, em biorreator
de bancada, no Ensaio T5 - pH ajustado e mantido em 4,0 até 24 horas de processo e queda
forcada para 2,7: (0) biomassa, (A) pH, (0) AR, (m) ART, (e) pectinases.
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O Ensaio T5, conduzido em condi¢gdes de pH, que divide o cultivo em dois momentos —
crescimento celular e produgdo de pectinases —, foi o que resultou nas mais altas atividades
enzimaticas ¢ nos maiores valores de Ypx, Yxs € Yps (Tabela 1). Aparentemente, as
condi¢des facilitadas de transferéncia de oxigénio e mistura, aliadas ao pH ideal para o
desenvolvimento microbiano, além de favorecerem o acimulo de biomassa, mantiveram as
células viaveis por mais tempo, tornando-as aptas a produgdo de pectinases quando forgou-se
a queda do pH para 2,7. Os resultados deste ensaio sdo ilustrados na Figura 3.

Verificou-se queda na concentragdo de biomassa ap6s 48h de cultivo, mantendo-se, no
entanto, no mesmo patamar até 160h. Os perfis cinéticos de AR e ART indicam que as
pectinases formadas promoveram a hidrélise da pectina do meio a compostos que foram
consumidos pelo fungo, mesmo em fase estaciondria. Esta afirmacdo est4 baseada no fato de o
método utilizado para determinagdo de ART ndo contabilizar a pectina presente no meio € nos
valores de concentragdo de acido galacturdnico determinados em alguns tempos de cultivo
(dados ndo mostrados). Este composto ¢ o principal monomero da cadeia de pectina e sua
presenca no meio estd diretamente associada a atividade hidrolitica das pectinases.

4. CONCLUSOES

Os resultados confirmam que o pH afeta decisivamente o cultivo de 4. oryzae ¢ a sua
capacidade de producdo de pectinases. A analise dos resultados permite concluir que em
cultivo no qual o pH foi mantido constante em 4,0 até 24h e, em seguida, reduzido para 2,7
pela adicdo de HCI, foram obtidos maiores valores de concentra¢do celular e de atividade
enzimatica.
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