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RESUMO GERAL

COSTA, Livia Martinez Abreu Soares. Utiliza¢do de residuos agroindustriais
como substratos para producdo de enzimas pectinoliticas pelo agente
bioldgico “G088”. 2007. 86p. Dissertacio (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Recentemente, um grande nimero de microrganismos, isolado de
diferentes materiais tem sido selecionado, por sua habilidade de degradar os
polissacarideos presentes em biomassa vegetal produzindo pectinases (enzimas
pectinoliticas) em substratos sélidos. Vdrios residuos agro-industriais e
subprodutos tais como, bagaco de laranja, bagaco de cana de actcar, farelo de
trigo, casca de café e outros residuos de processamento de alimentos sdo
substratos eficazes para a producdo de enzimas pectinoliticas. A aplicagdo de
residuos é uma forma de utilizar substratos alternativos e solucionar problemas
de poluicdo para as industrias e de custo na producdo de enzimas. As enzimas
pectinoliticas, que degradam a pectina presente na lamela média e parede celular
primdria, tém grande importincia comercial para diversas aplicacdes industriais,
como melhorar os rendimentos de suco e clarificacdo na indudstria de alimentos,
cervejaria e inddstria farmacéutica e téxtil. Objetivou-se com este trabalho
avaliar o potencial de producdo de enzimas pectinoliticas pelo agente bioldgico
“G088” em residuos vegetais utilizados como substratos. A primeira etapa foi
inocular o agente bioldgico nos diferentes substratos: bagaco de laranja, bagaco
de cana de acgucar, casca de uva, casca de maracujd, casca de café e arroz. As
atividades enzimdticas de poligalacturonase (PG) e pectina metil esterase (PME)
dos substratos foram avaliadas, o melhor resultado para cada enzima foi em
funcdo do tempo de cultivo e do tipo de substrato. Foram feitas andlises de
quantificacdo de pectina, pH, umidade e acidez tituldvel dos substratos com
inéculo e da composicdo centesimal dos substratos sem indculo. Os diferentes
substratos apresentaram atividade das pectinases, poligalacturonase (PG) e
pectina metil esterase (PME), com destaque para a casca de uva e arroz. Porém o
melhor substrato para producdo de PG (117,35 U/g) e PME (1760 U/g) aos 14
dias foi a casca de uva. A composi¢dao do substrato tem influéncia direta na
producao de PG e PME.

* Comité de Orienta¢do: Carlos José Pimenta - UFLA (Orientador); Sara Maria
Chalfoun - UFLA; Maria Emilia de S. Gomes Pimenta — UFLA (co-orientadores).
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GENERAL ABSTRACT

COSTA, Livia Martinez Abreu Soares. Utilization of agroindustrial residues
as substrates for production of pectinolytic enzymes by biological agent
“G088”. 2007. 86p. Dissertation (Master in Food Science) — Federal University
of Lavras, Lavras, MG.”

Recently, a great number of microorganisms, isolated from different
materials have been screened, for their capabilities of degrading the
polysaccharides present in the plant biomass producing pectinases (pectinolytic
enzymes) in solid substrates. A number of agroindustral residues and by-
products such as orange bagasse, sugar cane bagasse, wheat meal, coffee hull
and other food processing residues are effective substrates for the production of
pectinolytic enzymes. The application of residues is a way to utilize alternative
substrates and solving pollution problems for the industries and of cost in
enzyme production. Pectinolytic enzymes, which degrade the pectin present in
the medium lamella and primary cell wall, have a great commercial importance
for several industrial applications, such as to improve the juice yields and
clarification in the industry of food, beer-making and pharmaceutical and textile
industry. It was intended with this work to evaluate the potential of producing
pectinolytic enzymes by biologic agent “G088” in plant residues utilized as
substrates. The first step was inoculating the biologic agent in the different
substrates: orange bagasse, sugar cane bagasse, grape skin, passion fruit skin,
coffee and rice hull. The enzymatic activities of polygalacturonase (PG) and
pectin methyl esterase (PME) of the substrates were evaluated; the best result for
each enzyme was related with cropping time and type of substrate. Analyses of
pectin quantification, pH, moisture and titrable acidity of the substrates with
inoculum and of the centesimal composition of the substrates without any
inoculum were done. The different substrates showed activity of the pectinases,
polygalacturonase (PG) and pectin methyl esterase (PME), standing out grape
skin and rice hull. But, the best substrate for production of PG (117.35 U/g) and
PME (1760 U/g) at 14 days was grape skin. The composition of the substrate has
a direct influence on the production of both PG and PME.

* Guidance Committee: Carlos José Pimenta - UFLA (Adviser); Sara Maria Chalfoun
- UFLA; Maria Emilia de S. Gomes Pimenta — UFLA (co-advisers).



1 INTRODUCAO GERAL

Desde os tempos remotos a humanidade se beneficiou das enzimas na
fabricacdo de pdo, cerveja e vinhos. De um modo geral as enzimas sdo muito
utilizadas nos mais diversos processos industriais, isso é devido ao seu potencial
catalitico e sua especificidade. Contudo, uma enzima tem valor comercial s
quando houver uma demanda ou tiver propriedades que atendam os
requerimentos técnicos e economicos do processo industrial.

Atualmente, a utilizacdo de enzimas pectinoliticas tem aumentado
progressivamente, pois apesar de apresentarem relevante papel na degradacdo e
apodrecimento de frutas e vegetais, elas t€ém considerdveis aplicacdes como na
industria téxtil, quimica, cosmética e farmacéutica, com destacado papel no setor
alimenticio, pois podem influir na composi¢do e processamento. No
processamento de sucos, a adi¢do controlada de enzimas reduz a viscosidade,
facilitando a clarificacdo e melhorando a concentragdo, a filtracio e a
estabilizacdo dos componentes. Os conhecimentos sobre a estrutura da parede
celular permitem procedimentos com enzimas a fim de degradar substincias
especificas presentes na parede em funcdo do objetivo a ser alcangado: extracao,
clarificacdo ou concentracdo de sucos.

Os fungos s3o os mais importantes microrganismos utilizados pela
industria para producdo de enzimas pectinoliticas. O tipo de fungo é muito
importante para o sucesso na obtencdo de enzimas, tradicionalmente se utiliza
fungo do género Aspergillus e Rhizopus para tal finalidade, necessitando de
estudos de novos agentes, uma vez que os tradicionais podem apresentar
espécies produtoras de metabdlitos toxicos.

Visando minimizar vérios problemas das mais diversas ordens,

recentemente iniciou uma tendéncia crescente de utilizagdo de residuos



industriais na producdo de enzimas, associando os vdrios desperdicios agro-
industriais e seus subprodutos, utilizando-os como substratos no
desenvolvimento e crescimento de microrganismos, para producdo das enzimas
pectinoliticas aprofundando assim a utilizacdo de recursos produtivos
potencialmente aproveitdveis que sdo tratados como residuos numa nitida
indicacao de desperdicio.

O substrato tem uma grande influéncia nos resultados do processo de
producdo de enzimas. Em geral as pectinases sdo enzimas pectinoliticas
induzidas, e por causa disto € indicado a utilizagdo de substratos ricos em
pectina como bagaco de laranja, bagaco de beterraba, macas, bagaco de cana-de-
actucar ou frutas citricas. Uma escolha apropriada do substrato pode levar a uma
melhor producdo enzimdtica pelo agente bioldgico. O Brasil é um pais agricola
cujas potencialidades ndo dependem somente da reutilizacdo de residuos agro-
industriais, mas também de técnicas e tecnologias apropriadas para producdo de
enzimas.

Em func¢do do grande niimero de formula¢des enzimdticas disponiveis
e da diversidade de frutas utilizadas no processamento de alimentos, hd
necessidade de conhecimento das particularidades dos substratos e das enzimas a
fim de se obter bons resultados nestes processamentos. Dessa forma, o objetivo
desse estudo é avaliar o potencial de producdo de enzimas pectinoliticas por um
novo agente bioldgico isolado “G088” a partir de substratos a base de residuos

gerados na agroinddstria.
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REFERENCIAL TEORICO



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Biotecnologia e a Producio de Enzimas

Até meados da década de 70, a biotecnologia tinha como principal
objetivo desenvolver sistemas de producdo de biomoléculas de interesse
comercial, geradas pelo metabolismo de microorganismos. Classicamente, a
biotecnologia era definida como uma atividade de aplicacdo de principios
cientificos e de engenharia no processamento de materiais por agentes
biolégicos com o objetivo de produzir bens e servigos. Neste sentido, pode-se
dizer que o inicio da biotecnologia classica remonta ao tempo em que produtos,
tais como o vinho, a cerveja, o iogurte e o pao foram obtidos pela primeira vez
(Said & Pietro, 2004).

A biotecnologia vem paulatinamente avangando em varios ramos da
atividade industrial, por representar uma forma segura e econdmica de produgao.
Tém sido igualmente considerada, em anos recentes, como uma das opc¢des mais
atrativas e de maior potencial na solucio dos problemas de alimentacio, sadde,
energia e contaminacdes ambientais, cujas complexidades e magnitudes crescem
dia a dia. Além disso, as condicdes brandas de processo envolvendo métodos
biotecnolégicos, implicam geralmente em danos minimos ao meio ambiente e
condicdo quase isenta de subprodutos indesejdveis. Entre os processos
biotecnolégicos, aqueles que utilizam enzimas estdo entre os de maior
importancia. As possibilidades de aplicacdo sdo infindédveis, desde a recuperacio
de petrdleo até em dreas como viagens espaciais, passando pelas industrias
quimicas, de alimentos, farmacéutica, entre outras. Atualmente, o uso de
enzimas na produgdo de cerveja, vinho, pao, queijos, produtos cdrneos, téxteis,
couro e papel, assim como em detergentes biodegraddveis ¢ comum em todo o

mundo (Said & Pietro, 2004).



2.2 Enzimas

As enzimas sdo protefnas vitais que catalisam reagdes bioquimicas com
grande especificidade, sendo capazes de aumentar em até 10" vezes algumas
reacdes, sem requerer condi¢des extremas de pH, pressdo e temperatura. Além
de formarem a base do sistema metabdlico dos organismos vivos, essas
proteinas proporcionam enormes oportunidades as industrias por efetuarem
conversdes biocataliticas finas, eficientes e mais econdomicas (Godfrey et al.,
1996).

Apesar das enzimas ocorrerem amplamente em plantas e animais, as de
origem microbiana representam as melhores fontes devido a sua ampla
diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulacdo genética (Altamirano
et al., 2000). Os microrganismos sdo dotados de um imenso potencial de
degradacdo de material orgénico, produzindo um “pool” de enzimas o qual tem
sido explorado comercialmente ao longo dos anos (Jayani et al., 2005). Depois
dos antibidticos, as enzimas sdo os produtos mais explorados pela industria
biotecnoldgica, as quais sdo utilizadas em larga escala nas industrias téxtil
(amilase, celulase, pectinase), papel (lipase, xilanase, oxidoredutase), detergente
(celulase, lipase, protease), couro (lipase, protease) e de alimento (pectinase,
lipase, amilase, protease) (Kirk et al., 2002; Van Beilen, 2002), entre outras.

As enzimas microbianas extracelulares podem ser produzidas em meio
liquido ou sélido. O uso de meio s6lido, ao contrario do meio liquido, permite a
triagem de uma grande quantidade de microrganismos (Sanomiya & Nahas,
2003), além de possibilitar uma rapida deteccdo de enzimas especificas
(Sanomiya & Nahas, 2003; Stamford et al., 1998; Strauss et al., 2001). A melhor
diferenciacdo quimiotaxondmica de muitos isolados microbianos é um outro
aspecto vantajoso do meio s6lido em relacdio do meio liquido (Hankin &

Anagnostakis, 1975).



O uso de enzimas em processos de tecnologia de alimentos € vantajoso
porque, dentre outras razdes, elas s3o especificas, ndo necessitam de
temperaturas elevadas para a reagdo e ndo formam produtos indesejaveis. A
degradacdo dos principais polimeros constituintes da parede das células vegetais

envolve a participacdo de enzimas (Said & Pietro, 2004).

2.3 Enzimas Pectinoliticas

Pectina, uma palavra de origem grega que significa coagulado, é um
termo genérico designado para um grupo de polissacarideos de estrutura coloidal
complexa, localizados na parede celular primdria e na lamela média de plantas
superiores (Kashyap et al., 2001; Rolin et al., 1998; Strasser & Amado, 2001).

A célula dos tecidos vegetal estd circundada por paredes celulares, as
quais sdo fisicamente rigidas, fornecendo suporte mecanico aos diferentes
tecidos. Nas plantas superiores, a parede celular é composta por trés camadas
denominadas: lamela média, parede celular e parede secundaria. A composi¢do
quimica e estrutura fisica da parede celular variam amplamente entre espécies,
cultivares e até entre células adjacentes. Os componentes mais importantes da
parede celular sdo os polissacarideos: celulose, hemicelulose e as substincias
pécticas, embora proteinas, lignina, dgua, cutina e suberina, assim como
compostos inorgadnicos, possam também estar presentes (Goodwin & Mercer,
1982). As substancias pécticas atuam como matérias cimentantes localizadas na
lamela média, derivam dos 4cidos poligalacturonicos e ocorrem nas formas de
protopectina, dcido pectinico e acido péctico (Salunkhe et al., 1991).

As pectinas sdo polissacarideos 4cidos que apresentam uma cadeia
principal composta de residuos de dcido D-galacturdnico unidos por ligagdes do
tipo a-1,4 e que, dependendo de sua origem e método de extragcdo, possuem
ramificacdes de residuos de ramnose, arabinose, galactose e xilose (Kashyap et

al., 2001). Estruturalmente, as moléculas de pectina sdo constituidas de unidades



repetidas de (1—4)-a -D-dcido galacturdnico, sendo que parte destas unidades
apresenta-se esterificada, como éster metilico (Figura 1) (Hourdet & Muller,
1991). Podemos classificar as substincias pécticas em protopectina, acido
péctico, acido pectinico e pectina por meio da esterificacdo parcial dos grupos
carboxilas dos 4cidos galacturonicos com metanol e neutralizagdo com ions

sodio, potdssio ou amonio (Kashyap et al., 2001; Rolin et al., 1998).

FIGURA 1. Estrutura quimica da cadeia de pectina (Hourdet & Muller, 1991).

Apesar de a pectina conter outros agticares em sua composicao, o termo
enzimas pectinoliticas usualmente se refere aquelas enzimas que catalisam a
degradacdo das moléculas constituidas por unidades de 4cidos galacturdnicos.
As pectinases sdo classificadas em desmetoxilantes e despolimerizantes (Pilnik
& Rombouts, 1981), de acordo com seus mecanismos de acao.

As pectinases desempenham importante papel no crescimento da planta,
amadurecimento do fruto e na modificacdo da biomassa (Beldman et al., 1984;
Linko et al., 1989; Walsh & Headon, 1994). Essas enzimas sdo produzidas por

véarias espécies de plantas e microrganismos, destacando-se as espécies dos



géneros Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Erwinia, Aspegillus, Penicillium,
Fusarium e Trichoderma (Blanco et al., 1994). As enzimas sao classificadas de
acordo com o modo de agdo (hidrélise ou trans-eliminacdo) e preferéncia pelo
substrato (pectina, dcido péctico ou oligo-D-galacturonato) (Blanco et al., 1994;
Kashyap et al., 2001; Pilnik & Voragen, 1993). Combinagdes de pectinases com
outras enzimas (celulases, hemicelulases e lignases) atuam sinergicamente na
degradacdo da parede celular das plantas (Beldman et al., 1984).

As pectinases ainda podem ser classificadas em 4cidas ou alcalinas
(Kashyap et al., 2001). As pectinases dcidas sdo utilizadas principalmente no
processamento de sucos e frutas e vinhos, maceracdo de tecido de plantas,
liquefacdo e sacarificagdo de biomassa e isolamento de protoplastos, enquanto
que as pertencentes ao grupo as alcalinas sio aplicadas na industria téxtil, no
branqueamento de polpa de papel, extracdo de 6leo vegetal e fermentacdo de
café e cha.

As pectinases dcidas sdo na sua maioria isoladas de extratos brutos de
fungos, com destaque para Aspergillus niger e algumas espécies do género
Trichoderma. Basicamente, essas enzimas sdo utilizadas nas industrias de sucos
de frutas e de vinhos (Kashyap et al., 2001). O uso industrial dessas enzimas tem
por finalidade o aumento no rendimento da extracdo e clarificagdo dos sucos
durante as etapas de prensagem, decantagdo e remocdo de particulas em
suspensdo (Rolin et al., 1998). Em frutas verdes, a pectina encontra-se em sua
forma insoldvel associada a celulose, contribuindo para uma maior rigidez do
fruto. O amadurecimento da fruta é devido a varios fatores, tais como
solubilizacdo de pectina por enzimas naturais, amolecimento e compressao do
fruto, que facilitam, por sua vez, a extracdo do suco (Said & Pietro, 2004).

O uso de pectinases alcalinas no branqueamento mecanico de polpa de
papel tem como efeito uma reducdo da demanda catidnica da polpa (Reid &

Ricard, 2000). Os polimeros catidnicos s@o utilizados na industria de celulose e



papel com finalidade de reter fragmentos de fibras e particulas inorgénicas
(argila e CaCOs) na folha de papel e aumentar a drenagem da dgua, com a
formacdo de pontes entre as superficies carregadas negativamente de fragmentos
de fibras e particulas. A pectina forma um complexo com o polimero catidnico,
contribuindo para um aumento da demanda catidnica. A pectina dissolvida pelo
tratamento alcalino da polpa nio apresenta uma estrutura metoxilada, dessa
forma, um mecanismo de ac@o enzimdtica por endoclivagem (atividade da
poligalacturonase) € o mais apropriado (Horn & Linhart, 1996). Além da sua
utilizacdo em etapas de branqueamento de polpa de celulose, as pectinases
alcalinas sdo também tteis na produgdo de papel japonés (Said & Pietro, 2004).
Grandes mudangas na estrutura péctica acompanham o amadurecimento de
muitos frutos. Essas mudangas na estrutura tém sido atribuidas a acdo de
poligalacturonase (PG) e pectinametilesterase (PME) (Seymour et al., 1993). A
hidrdlise da cadeia de pectina € obtida pela acdo sinérgica de algumas enzimas,
incluindo pectina metil esterase, endo e exo-poligalacturonase, pectato liase e

pectina liase (Soares et al., 2001).

2.3.1 Pectina metil esterase (PME)

A enzima PME ¢ conhecida por desesterificar compostos pécticos
constituintes da parede celular das plantas. A hidrélise de grupos metil-€ster,
catalisada por esta enzima, produz uma pectina com menor grau de metilacdo, a
qual sofre clivagem pela poligalacturonase (PG). Assim, o efeito sinergistico
dessas duas enzimas tem um importante papel no processo de amolecimento do
fruto durante o estddio de amadurecimento. A desmetilacdo da pectina resulta
em um maior nimero de grupos carboxilicos, o que pode facilitar a a¢do da
poligalacturonase, que degrada substancias pécticas, preferivelmente

desesterificadas (Fry, 1986).



Vérios tipos de enzimas participam da clivagem do polimero de pectina
(Linko et al., 1989). A pectina esterase (EC 3.1.1.11), também denominada de
pectina metil esterase ou pectina acetilesterase, cliva ligacdes metilester ou
acetilester com formagao de 4cido péctico. A atividade de pectina metil esterase
estd presente em plantas superiores, sendo abundante em frutas citricas e
legumes, assim como em microrganismos, principalmente fungos (Whitaker,
1990a; Walsh & Headon, 1994). A pectina metil esterase de origem vegetal
hidrolisa ligagdes éster proximas a residuos nao esterificados. A PME remove os
grupos metoxil das pectinas por um ataque nucleofilico da enzima no éster,
resulta na formagcdo de um intermedidrio acil-enzima com a liberacdo de
metanol. Segue-se entdo, uma deacilagdo (hidrélise do intermedidrio)

regenerando a enzima e o dcido carboxilico (Figura 2) (Braverman, 1980).
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FIGURA 2 — Reagdes de atuagdo da PME sobre a Pectina (Braverman, 1980).
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2.3.2 Poligalacturonase (PG)

Hidrolisa de forma aleatéria as ligagdes glicosidicas internas entre os
residuos de 4cidos galacturdnicos, causando a despolimeracdo de molécula
(Pilnik & Rombouts, 1981). A atividade desta enzima tem sido identificada em
vérios frutos em amadurecimento e estd correlacionada com o aumento no teor
de pectinas soldvel. Catalisam a clivagem hidrolitica das ligacdes a-1,4-D-dcido
galacturdnico. E inativa sobre o polimero totalmente metilado, mas em presenca
da PME, que € capaz de desmetilar a pectina, rompe todas as ligacdes da cadeia

e produz D-galacturénico livre (Figura 3) (Braverman, 1980).
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FIGURA 3 — Atuacio da PE e PG sobre a pectina metilada produzindo o 4cido

D-galacturonico (Braverman, 1980).
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A PG € a enzima mais importante, principalmente em produtos de
cariter dcido, por apresentar uma atividade 6tima em pH 4,5 e por ser a mais
resistente ao tratamento térmico, no entanto a PG depende essencialmente da
acdo da PME, que fornece o seu principal substrato, o dcido péctico, a partir da

pectina natural da planta (Benen & Vincken, 2002).
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FIGURA 4 — Reacdes quimicas que demonstram o mecanismo de atuacido da PG

(Braverman, 1980).

2.3.3 Exo-poligalacturonase

Este grupo € subdividido em Exo0-PG-1 (Exo-poly-a-1,4-galacturonide
glycohydrolase, EC 3.2.1.67) que hidrolisa as ligacdes sucessivas do dcido poli-
galacturbnico a partir da extremidade nd@o redutora, liberando d4cidos
galacturdnicos livres e Exo-PG-2 (Exo-poly-a-1,4-galacturonide
glycohydrolase, EC 3.2.1.82) que hidrolisa as liga¢des alternadas do 4cido
poligalacturdnico a partir da extremidade ndo redutora, liberando 4cidos

digalacturdnicos livres (Hennies, 1996; Pilnik & Rombouts, 1981).
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2.4 Aplicacoes Industriais de Pectinases

A demanda mundial por processos otimizados na transformacdo de
biomassa em produtos diversificados e de maior valor agregado, tem resultado
no uso de enzimas em diversos processos industriais. As pectinases sio um
grupo de enzimas utilizadas principalmente na inddstria de alimentos
(processamentos de frutos e legumes), com um enfoque na extragdo, clarificagio
e despectiniza¢do de sucos de frutas. Além disso, as pectinases sdo tteis na
extracdo de Oleo vegetal e industria téxtil e de celulose e papel (Soares et al.,
2001). Grande parte dessas enzimas € de origem microbiana (fungos e bactérias)

e extracelular.

2.4.1 Importancia das enzimas pectinoliticas no processamento de sucos,
frutas e vegetais.

O tecido das frutas é formado de células parenquimadticas cuja parede
celular e lamela média, sdo ricas em pectinas e celulose. As pectinas podem
constituir até 4% do peso total da fruta (Dekker, 1994). Quando a fruta é moida,
a célula se rompe liberando a fase aquosa. Uma fragdo da pectina, chamada
fracdo soluvel, distribui-se nessa fase aquosa (ou suco) e a outra fragdo, chamada
insoluvel, permanece ligada a parede celular, compondo a polpa. Esta tltima
fracdo atua como agente espessante na fabricacdo de geléia, por outro lado
dificulta a liberag¢do de liquido, baixando o rendimento na extracido de sucos. A
aplicag@o de enzimas nesse processo € fundamental para otimizagdo da extragio,
rendimento, filtracdo e estabilidade da cor do produto (Pilnik & Rombouts,
1981; Boyle et al., 1986).

A adi¢@o de preparacdes comerciais de pectinases proporciona um maior
rendimento na extragdo do suco. O processo de extragdo de sucos de uva, maga,
framboesa, morango e amora sdo mais eficientes com adicdo de pectinases

produzidas por fungos (Whitaker, 1990a). O suco de mag¢a pode ser processado
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por trés procedimentos: como suco turvo obtido através da centrifugagdo sem
uma etapa posterior de filtracdo; e, por ultimo, como material filtrado e
preparado enzimaticamente. Recomenda-se o wuso de pectinases que
despolimerizem pectinas altamente esterificadas. Uma combinag@o de celulases
e pectinases contribui para um aumento no rendimento do processamento do
suco de macgad (Alkorta, 1998). As enzimas pécticas, além de facilitarem a
extracdo do suco de maca, auxiliam na separacdo de flocos por sedimentagio,
filtracdo ou centrifugacdo. O tratamento enzimatico pode durar de 15 a 120 min,
dependendo da quantidade e do tipo de pectinase utilizada, assim como da
temperatura e variedade da maga. A clivagem moderada de pectina soltivel na
polpa facilita a extracdo do suco, pois o acimulo de particulas de pectina satura
o mesmo e bloqueia os canais de drenagem da polpa por onde ele passa
(Alkorta, 1998).

A clarificacdo do suco de fruta envolve as etapas de centrifugacdo e
filtracdo. Entretanto, ambos procedimentos niao sdo suficientes para remogao
completa das particulas que tornam o suco turvo. Nesse caso, uma posterior
adicdo de enzimas pectinoliticas é realizada, tendo como efeito uma diminui¢ao
da turbidez do suco devido a clivagem de pectina e 4 formacao de flocos que sdo
retidos, posteriormente, por centrifugacio e filtragdo. Amostras comerciais de
pectinases sdo usadas para clarificar sucos espumantes de frutas (macga e péra)
(Said & Pietro, 2004).

A clarificagdo do suco de macga € influenciada pelo pH, temperatura,
tempo de contato e concentragdo de pectinase. O rendimento de clarificagdo do
suco € melhor em pH 4cido. Quanto maior a temperatura, maior a velocidade de
clarificacdo do suco, desde que esse aumento de temperatura ndo desnature a
pectinase, que tem um melhor desempenho na maioria das vezes a 40°C. Além
disso, o tempo requerido para a clarificacdo do suco € inversamente proporcional

a concentracdo da enzima (Said & Pietro, 2004). A pectinase atua degradando a
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pectina e expondo a parte carregada positivamente da proteina. A repulsdo
eletrostética entre essas particulas € entdo reduzida, permitindo que elas formem
aglomerados que precipitam (Said & Pietro, 2004).

Na industria de processamento de suco de laranja, a aplicacdo das
pectinases no processo de extracdo estd limitada ao tratamento da polpa
(semente e carpelo) gerada pela filtracdo do suco de primeira, obtido pelo
esmagamento da fruta. O suco “pulp wash” € conhecido por ser um suco de
segunda classe destinado a industria de confeitos. A pulp wash é caracterizada
como um material altamente viscoso, o que algumas vezes torna dificil a
obtengdo de bons rendimentos; entretanto, a adi¢do de pectinases reduz a
viscosidade e permite um rendimento maior durante a prensagem para extragao
do suco (Kashyap et al., 2001; Jayani et al., 2005).

As pectinases 4cidas, especialmente as que apresentam atividade de
poligalacturonase, sdo utilizadas na maceracdo de frutas e legumes, sendo
também denominadas de macerases. A maceracdo consiste na conversio de
tecidos vegetais em uma suspensdo de células intactas, que € obtida por hidrdlise
seletiva da pectina presente na lamela média. A maceragdo enzimdtica pode ser
usada na producdo de néctar de frutos, pudins, iogurtes e alimentos para bebés.
Desde que a maceragdo enzimética do tecido vegetal € um processo que envolve
uma clivagem limitada de pectina, uma inativacdo prévia da atividade de pectina
metil esterase endégena € crucial (Kashyap et al., 2001).

As preparagdes enzimdticas, denominadas comercialmente de
“pectinases”, sdo formuladas para conter um ou mais tipos de enzimas
pectinoliticas dependendo do tipo de aplicagdo, além de atividades de celulases,
hemicelulases, proteases e amilases (Peter, 1986), constituindo um “coquetel”
enzimatico. O microorganismo mais usado para a producdo destes preparados é
o fungo Aspergillus niger (Dekker, 1994; Sims & Bates, 1994). A acdo

combinada das celulases, pectinases e hemicelulases no tratamento de produtos
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vegetais apresenta um efeito sinergistico que é vantajoso sob os aspectos de

rendimento, operacionalidade e qualidade final do produto.

2.5 Preparacoes Comerciais de pectinases

Existem atualmente disponiveis no mercado vdérias preparacoes
comerciais de pectinases (TABELA I) produzidas por cepas dos géneros
Aspergillus e Trichoderma. Os preparados enzimdticos possuem um amplo
espectro de atuagdo na hidrdlise de polissacarideos da parede celular das plantas,
com utilizacdo na extracdo, clarificacdo, liquefagdo e maceragdo de frutas,
polpas, legumes e bagacos (Alkorta et al., 1998; Benen & Vincken, 2002; Pilnik
& Voragen, 1993; Sakai et al., 1993). Alguns preparados apresentam somente
atividade de pectinase, enquanto que outros atuam sinergicamente com celulases

e hemicelulases.

TABELA 1 - Preparacdes comerciais de pectinases (Said & Pietro, 2004).

Preparacao Especificacao Funcao
enzimatica
Bio-cip membrane Contém atividades de pectinase, Remocdo de coldides de
celulase, Amilase e membranas

hemicelulase e protease

Citrozym cloudy 1001 ~ Contém atividades de pectinase Elaboracdo de extratos de
(endopoligalacturonase, pectina casca e produtos estdveis

liase, pectina) quanto a turbidez na
industria citrica

Citrozym ultra 1 Esterase e Redugdo da viscosidade e
exopoligakacturonase), clarificacdo de sucos e lima
hemicelulase e limao
E celulase

“...continua...”
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TABELA” 1,

Cont.”

Citrozym ceo

Novo alp-1

Novo alp-13

Novoferm 50 1

Novoclair fce g

Pectinex ar

Pectinex be-31

Pectinex superprensa

Pectinex ultra sp

Pectinex 1001

Vinoflow g

Vinozym ec

Contém atividades de pectinase,
hemicelulase e celulase

Contém atividades de pectinase,
hemicelulase = Arabanase e
celulase

Contém atividades de pectinase

Contém atividades de pectinase,
hemicelulase e celulase

Contém atividades de pectinase
(ramnogalactu-Ronase)

Contém atividades de pectinase
(pectina liase, Poligalacturonase
e pectina esterase)

Contém atividades de pectinase
e arabanase

Contém atividades de pectinase

Contém atividades de pectinase
(pectina Transeliminase,
poligalacturonase e  pectina
Esterase) e hemicelulase

Contém atividades de pectinase

Contém atividades de pectinase
(pectina
Transeliminase,poligala-
cturonase e pectina Esterase),
celulase e hemicelulase

Contém atividades de pectinase
e B-glucanase

Aumento dos rendimentos
de 6leos essenciais citricos
na extragdo/recuperago

Liquefacdo de frutas

Liquefacdo e maceragdo
completa de frutas, polpas,
bagacos e legumes

Aumenta a filtrabilidade de
sucos

Clarificacdo de mostos em

vinificacdo de  vinhos
branco e rose
Concentracao e

Clarificacdo de suco de
maca

Concentracio e
Clarificagdo de suco de
maca

Maceragao de frutas

Maceragao de frutas

Producdo de concentrados

de maca e péra

Envelhecimento e filtracdo

de vinhos jovens

Maceracdo de uvas na
elaboracdo de vinho tinto
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TABELA” 1, Cont.”

Vinozym g Contém atividades de pectinase Maceragdo de uvas na
(pectina liase e fabricacdo de vinho tinto
Poligalacturonase),
hemicelulase e celulase

Vinozym 1 Contém atividades de pectinase Maceragdo de uvas na
(pectina liase e fabricacdo de vinho tinto
Poligalacturonase),
hemicelulase e celulase

Vinozym fce g Contém atividades de pectinase Maceragdo de uvas na
e celulase fabricacdo  de  vinhos

Panzym flux

Panzym extra

Panzym plus

Panzym mk

Panzym super

Peelzym

Contém atividades de pectinase,
hemicelulase, Celulase e
Arabanase

Contém atividades de pectinase,
hemicelulase e celulase

Contém atividades de pectinase,
Celulase e arabanase

Contém atividades de pectinase
Contém atividades de pectinase,
celulase e arabanase

Contém atividades de pectinase

(Poligalacturonase),
hemicelulase e celulase

branco e rose

Filtrag@o de sucos de frutas

Clarificacdo e filtracdo de
sucos de frutas

Clarificacdo e filtracdo de
sucos de frutas

Maximiza a produgdo de
sucos de péra e maca

Clarificagdo e filtracdo de
sucos de frutas

Producao de frutas
descascadas de  frutas
inteiras, em pedagos e na
degradac¢do de membranas.

2.6 Microrganismos e a producio de enzimas

Microrganismos que vivem em condi¢des extremas sdo, usualmente,

uma rica fonte para obtengdo de bioprodutos com propriedades diferenciadas,

em particular, enzimas. Devido as suas propriedades tnicas, esses bioprodutos

podem ser empregados em condi¢cdes ambientais drasticas, que com freqiiéncia
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ocorrem na prética industrial. O conhecimento do conjunto de enzimas que um
microrganismo produz em um determinado substrato, permite avaliar o potencial
do preparado enzimdtico obtido. A presenca de um conjunto especifico de
enzimas pode ser desejdvel em alguns processos industriais. Além disso, a
caracterizacdo das enzimas € um passo importante para que se conheca, as
propriedades da atividade 6tima de atuacdo e a sua estabilidade em diferentes
valores de pH e temperatura. O conhecimento destas propriedades permite
avaliar o seu potencial de aplicacdio em diferentes processos (Phutela et al.,
2005).

Virios insumos alimentares sdo produzidos por microrganismos. Estes
podem ser cultivados em vdrios tipos de meios de cultura de baixo custo para
obtencdo do metabdlito desejado (Garzén & Hours, 1993).

Os microrganismos capazes de assimilar componentes da biomassa
como fonte primdria de carbono pertencem a diferentes grupos taxondmicos e
sdo encontrados em ambientes onde existe matéria prima de origem vegetal
acumulada e em decomposicdo (Silveira, 1997). A producdo de enzimas
pectinoliticas por fungos e bactérias é influenciada por diversos fatores, tais
como condicdes de cultivo, tempo de cultivo, fonte de carbono, pH e
temperatura (Bravo et al., 2000).

Muitos microrganismos ja foram isolados da natureza e utilizados
industrialmente, mas a maioria deles, potencialmente importantes, pode nao ter
sido ainda devidamente explorados, estima-se que apenas 5% dos fungos e 2%
das bactérias tenham sido identificados como produtores de enzimas (Da-Silva
et al., 1997). Mesmo que muitas linhagens tenham sido melhoradas
geneticamente nos laboratérios, hd sempre a possibilidade de que a natureza

abrigue uma linhagem com maior potencial na forma selvagem (Bravo et al.,

2000).
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No caso da sele¢do de microrganismos celuloliticos, hemiceluloliticos e
pectinoliticos, as fontes tradicionais sdo os alimentos deteriorados, madeiras em
decomposicio e residuos agricolas. A sintese de pectinases, hemicelulases e
celulases sdo uma propriedade que praticamente todos oS microrganismos
decompositores de madeiras e fitopatogénicos exibem. Eles diferem no tipo e
quantidades de enzimas sdo produzidas. Assim, existem 0s microrganismos que
secretam uma ou duas das enzimas citadas e, mais raramente, os tipos que
secretam todas as enzimas em referéncia (Phutela et al., 2005).

Os fungos sdo os mais importantes microrganismos utilizados pela
industria para a produgdo de celulases e pectinases (Da-Silva et al., 1997). Os
principais microrganismos produtores das enzimas ja estudados estdo citados a
seguir, Pectinoliticos: Colletotrichum lindemuthianum, Trichoderma Koningii,
Rhizoctonia fragariae, Sclerotinia sclerotiorum e Geotrichum candidum
(Leuchtenberger & Mayer, 1992). Entretanto, os principais géneros
representantes do grupo dos pectinoliticos sdo Aspergillus, Rhizopus,
Trichoderma (Dziezak, 1991; Leuchtenberger & Mayer, 1992), Penicillium
(Baracat et al., 1989; Baracat-Pereira et al., 1994; Fernandes-Salomao et al.,
1996).

Na maioria dos paises, que tem regulamentacio especifica para o uso de
enzimas, elas sdo consideradas aditivas alimentares na industria alimenticias e
seu uso depende de autorizacdo emitida pelos 6rgaos responsdveis de cada pais
para este fim (Said & Pietro, 2004). No reino Unido hd um comité vinculado ao
Ministério da Agricultura Pesca e Alimentos, o FACC, “Food Additives and
Contaminants Committee” que classificou as enzimas em cinco classes
considerando o potencial téxico de metabdlitos secundarios de microrganismos
como toxinas e aflotoxinas (Said & Pietro, 2004):

Grupo A. Substincia cuja evidéncia disponivel sugere que s@o aceitas

para uso em alimentos.
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Grupo B. Substincias para as quais a evidéncia disponivel pode ser
considerada provisoriamente aceita para uso em alimentos, mas, outras
informacdes devem estar disponiveis dentro de um determinado periodo de
revisao.

Grupo C. Substancias para as quais a evidéncia sugere toxidade e ndo
devem ser permitidas em alimentos até que evidéncias adequadas de sua
seguranga sejam estabelecidas para sua aceitabilidade.

Grupo D. Substincias para as quais a informag¢do disponivel indica
toxidade definitiva ou provavel e que ndo deve ser permitida em alimentos.

Grupo E. Substincias para as quais ndo hd dados toxicoldgicos
disponiveis ou sdo inadequados e para as quais ndo é possivel expressar uma
opinido para sua aceitabilidade em alimentos.

Nos Estados Unidos as enzimas para serem usadas nas industrias de
alimentos devem preencher alguns requisitos que as caracterizam como GRAS
“Generally Regarded As Safe”, geralmente consideradas como segura, de acordo
com o FDA “Food and Drug Administration”. Os 6rgdos regulamentares da
maioria dos paises concordam que enzimas oriundas de plantas ou de tecidos
animais comestiveis ndo precisam passar por testes, desde que cuidados tenham
sido tomados quanto a origem da matéria prima. O mesmo pode ser aplicado as
enzimas microbianas, pois nao basta o microrganismo agente da fermentacdo ser
considerado seguro, é preciso que a matéria-prima, usada para suplementar os
meios de cultivo e que muitas vezes sao subprodutos da agroindustria, ndo esteja
contaminada com substancias toxicas (Said & Pietro, 2004).

Alguns microrganismos produzem poligalacturonases constitutivamente,
ou seja, mesmo na auséncia de compostos pécticos, mas podem ter sua producio
aumentada pela adi¢do de pectina, pectato ou 4cido poligalacturdnico ao meio.
Para outros a producdo depende da presenga de substancias pécticas no meio de

crescimento (Rexova-Benkova & Markovic, 1976).
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A presenca de pectinesterase (PME) foi detectada em microrganismos e
plantas superiores (Baron & Thibaut, 1985; Deuel & Stutz, 1958), porém as

propriedades fisicas e quimicas diferem em varios aspectos nestes organismos.

2.7 Microrganismos e substrato solido

Recentemente, um grande nimero de microorganismos isolado de
diferentes materiais tem sido selecionado por sua habilidade de degradar os
polissacarideos presentes em biomassa vegetal produzindo pectinase em cultura
de estado solido (Soares et al., 2001; Gomes et al., 2001). O uso de residuos
agroindustriais como substratos, também € permitido e estes sdo de baixo custo e
podem ser convertidos em produtos de alto valor agregado, como d4cidos
organicos, antibidticos, biocombustiveis, proteinas e enzimas (Pandey et al.,
2000).

A capacidade dos microrganismos crescerem em materiais ligno-hemi-
celulésicos pode ser utilizada como uma forma de aproveitamento de residuos
vegetais. A matéria organica contida em residuos agricolas e agro-industriais,
tais como farelo de trigo, casca de arroz, palha de milho, sabugo de milho,
cascas e sementes de frutas, efluentes da fabrica de papel, bagaco de laranja e
bagaco de cana de agticar (Garzén & Hours, 1993) aumenta dia a dia, tornando-
se um problema com relacdo ao espago para depdsito e poluicio do meio
ambiente. Entretanto, tais residuos representam uma fonte de crescimento
microbiano para a produg@o de biomassa ou de enzimas. Na maioria dos casos,
um simples enriquecimento destes compostos com uma fonte de nitrogénio,
mineral ou vitaminas € suficiente para producdo de quantidades significativas
tanto de biomassa microbiana quanto de atividade enzimdtica (Bisaria et al.,
1981; Elisashvili, 1993).

As pectinases microbianas podem ser produzidas tanto por fermentagdo

submersa (FSM) quanto em estado sélido (FSE). A produgdo de enzimas por
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processos fermentativos é um vasto campo da biotecnologia (Mitchell et al.,
2000).

A FES ¢ definida como um processo de fermentagdo que ocorre na
auséncia de dgua livre entre as particulas e na qual se emprega um material
natural ou sintético como substrato sélido (Pandey et al., 2000). A FSM por sua
vez, é definida como aquela cujo substrato fica dissolvido ou suspenso em
pequenas particulas no liquido, normalmente dgua (Mitchell et al., 2000). Na
FSM a dgua chega a constituir cerca de 90 a 99% da massa total do material a
ser fermentado. Esse tipo de fermentag@o apresenta como principais vantagens, o
facil acompanhamento da formag¢do do produto e consumo do substrato e o
controle dos parametros fermentativos como pH, temperatura, oxigenagdo e
esterilidade. Como principais desvantagens, tém-se o grande volume de residuos
gerados e a dificuldade de separacdo produto / substrato (Mitchell et al., 2000).

O processo de FSE tem se mostrado muito promissor na produgdo de
enzimas fungicas (Pandey et al., 2000), pois apresenta uma série de vantagens
em relagdo a FSM, como maior concentragdo de produtos formados, menor
espaco requerido para equipamentos, facilidade de extracdo do produto desejado

e diminuicdo de problemas de contaminac¢do microbiana (Aidoo et al., 1982).

2.8 O setor agroindustrial e os subprodutos agroindustriais

Segundo Salles (1993), o termo agroindustria tem o significado de uma
simples inddstria que utiliza como matéria-prima os produtos provenientes da
agropecudria. Abarca (1999) relata que o setor agroindustrial ndo € reconhecido
pela sociedade como um setor que afeta o meio ambiente. Relata o autor que,
talvez seja porque a sociedade valoriza mais a contribuicdo da atividade
agroindustrial na producdo de alimentos e € desconhecida, para a maior parte

dela, a complexidade dos processos tecnoldgicos existentes neste tipo de
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atividade industrial, como, também, o reconhecimento dos subprodutos
poluidores que s@o depositados no meio ambiente.

Porém as atividades agroindustriais evoluiram rapidamente em suas
relagdes com o meio ambiente. Nos ultimos anos tem se intensificado o
aproveitamento de residuos agroindustriais tais como, polpa e cascas de café,
residuos de frutas, bagaco de mandioca, farelo de soja, bagaco de cana de
acuicar, polpa de beterraba, etc. Vdrios processos biotecnoldgicos foram
desenvolvidos para utilizar estes materiais na producdo de dlcool, enzimas,
dcidos orgénicos, aminodcidos e fungos, gerando produtos de maior valor
agregado (Espinosa & Cabrera, 1976; Pandey et al., 2000; Rainho et al., 2003;
Rolz et al., 1982).

Estima-se que mais da metade dos residuos gerados permanecem
inutilizado cerca de 30 % a 60 % é queimado e o restante ou € incorporado ao
solo como adubo ou destinado a produgdo de racdo animal (Rehm & Reed,
1991). No Brasil, a utilizacdo desses subprodutos € ainda irriséria. As empresas
mais competitivas no futuro serdo aquelas que valorizarem melhor esses
subprodutos e residuos, baixando custo na produgdo, aumentando a lucratividade

e competitividade (Dalsenter, 2000).

2.9 Substratos utilizados na producio de enzimas por microrganismos

Na inddstria de alimento, o termo “desperdicio” é usado para descrever
alguma parte dos materiais ndo usados ou rejeitados durante o processamento do
produto principal. No exemplo de industrias de polpa de fruta, o desperdicio
consiste no “bagaco” (residuo da fruta) obtido durante o processamento da
extracdo da polpa da fruta (Carvalho, 1992).

O processamento de produtos agricolas para a extracdo de sucos, dleos e
molhos para o consumo humano geram uma grande quantidade de subprodutos

oriundos do tratamento industrial, tais como sementes, polpas e cascas
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(Carvalho, 1992). Os residuos agricolas, florestais e agro-industriais representam
uma fonte abundante e renovdvel de substratos que podem ser convertidos em
biomassa microbiana de elevado valor nutricional. Uma tecnologia de
fermentagdo desenvolvida a partir destes materiais resultaria em miiltiplos
produtos e utilizagdes. Através de tratamento adequado estes residuos podem ser

convertidos em substratos de cultivo para fungos (Carvalho, 1992).

2.9.1 Bagaco de Cana-de-Actcar

O bagaco de cana-de-aguicar € um importante residuo da agricultura no
Brasil, obagaco € resultante da extragdo do caldo de cana-de-agicar e &
caracterizado como um alimento com altos teores de parede celular, sendo
amplamente empregado na produgdo de compostos fertilizantes e na producio
de cogumelos. A produ¢do anual mundial de cana-de-acticar é estimada em 775
milhdes de toneladas. Apds a extracdo de acucar, que gira em torno de 82
milhdes de toneladas, o restante é bagaco, de acordo com Permana et al. (2000),
Segundo Ferreira (1998), a abundante oferta deste residuo agricola faz do Brasil
um pais com grande potencial produtivo; se fossem utilizados 25% a 30% do

bagaco produzido terfamos 25 milhdes de toneladas de bagaco.

2.9.2 Casca de Maracuja

O maracuja (Passiflora edulis) é origindrio da América Tropical com
mais de 150 espécies, muito cultivado no Brasil, rico em vitamina C, célcio e
fésforo. Varios maracujds nativos do Brasil sdo cultivados em outros paises
tropicais, tais como o Havai, Venezuela, Africa do sul e Austrdlia, onde tem
considerdvel importancia econdmica. Dentre os paises produtores, o Brasil é o
primeiro produtor mundial, com uma drea avaliada em 33.000 ha, com producao
de aproximadamente 172,3 mil toneladas por ano, desse total 90% da casca de

maracuja é desperdigada, sendo o restante aproveitado para diversos fins
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(Oliveira et al., 2002). Cascas e sementes de maracujd, provenientes do processo
de corte e extracdo da fruta para obtencdo do suco, sdo ainda, atualmente, em
grande parte descartadas, como este descarte representa indmeras toneladas,
agregar valor a estes subprodutos é de interesse econdmico, cientifico e

tecnoldgico.

2.9.3 Bagaco de Laranja

O Brasil é um grande produtor de frutas citricas, possui um mercado
interno de consumo do suco natural em expansao, tendo uma fonte potencial de
residuos dessas frutas. A industria de suco de laranja produz como subproduto o
bagaco de laranja, que compreende 42% do total da fruta (casca, sementes e
porcdo tegumentar), O bagaco de laranja € o principal subproduto da industria de
processamento de citrus e tem mostrado ser uma valiosa fonte de nutrientes, para
pesquisa e pratica de alimentacdo, seu valor nutricional com base na matéria
seca, ¢ alto (Ashbell et al., 1988). Seu residuo industrial é rico em alguns
componentes como substincias pécticas, dcido ascorbico, fibras, vitaminas, sais
minerais, celulose, hemicelulose e outros. O bagago de laranja in natura sendo
um subproduto da industria do suco de laranja, ¢ abundante durante sua estacao

de producao.

2.9.4 Bagaco de Uva

A uva é a matéria-prima utilizada na produ¢do do vinho, uma bebida
alcodlica fermentada das mais antigas e de consumo mundial. Também
produzida em varios paises, a Itdlia e a Franca sdo os principais paises
produtores, cuja producdo anual se aproxima de 10 mil toneladas cada. A
producdo brasileira gira em torno de 10% da dos principais paises produtores
(Office International de la Vigne et du Vin, 1999). No processo de fabrica¢do do

vinho, cada 1000g de uvas colhidas, apds o esmagamento, gera cerca de 350g de
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residuos (cascas, engacos e sementes), que geralmente sao jogados nos solos dos
parreirais das inddstrias vinicolas, servindo apenas como matéria organica para
fertilizacdo. O bagaco da uva é um abundante subproduto da nossa indistria
vitivinicola. O bagaco sendo o principal subproduto da vinifica¢do, segundo o
Regulamento (CE) 1493/1999 define-o como o residuo da prensagem das uvas
frescas, fermentado ou ndo. As tecnologias para o aproveitamento energético da
biomassa como: a combustio, gaseificacio, geracdo de biogds e pirolise utilizam
o bagaco de uva e outros residuos vegetais energéticos em quantidade suficiente

para assegurar a viabilidade deste tipo de instalacdes.

2.9.5 Graos quebrados de Arroz

O arroz apresenta propriedades especiais e pode ampliar suas
possibilidades de uso na inddstria de alimentos, como alternativa vidvel para
agregar valor aos subprodutos do beneficiamento do arroz. Segundo
levantamentos da CONAB, a producgdo brasileira de arroz foi de +10.656.100
toneladas na safra de 2001/02. Ao contrario do que ocorre com o trigo e o milho
(transformados em outros produtos antes do consumo), o arroz € consumido no
Brasil principalmente na forma de graos inteiros, descascados e polidos (Castro
et al., 1999). O desenvolvimento de produtos mais sofisticados usando o arroz
como matéria-prima seria incompativel com o poder de compra da maioria da
populagdao mundial, tradicionalmente, consumidora de arroz (Adair, 1972;
Castro et al., 1999). Entretanto, é vidvel o aproveitamento de seu subproduto
(Adair, 1972), pois o beneficiamento do arroz resulta em aproximadamente 14%
de graos quebrados (Castro et al., 1999). Uma das alternativas para agregar valor
aos graos quebrados seria transformar essa matéria-prima em substrato com

maior interesse industrial e comercial.
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2.9.6 Casca de café

A cafeicultura dd4 origem a um volume elevado de residuos,
principalmente a casca de café, cuja utilizacio tem sido objeto de varios estudos
(Vegro & Carvalho, 1994). A crescente preocupacdo com os problemas
ambientais tem levado a um aumento do interesse sobre a destinacdo desses
residuos gerados no processamento agroindustrial do café. Apds a colheita,
(Bartholo et al., 1989) apontam a polpa, a mucilagem, o pergaminho e a casca
como residuos originados de formas diferentes de beneficiamento do café. No
Brasil, a forma mais comum de preparo de café ocorre por via seca (fruto de café
seco ao sol ou em pré-secadores e secadores artificiais), resultando em residuos
formados por casca e pergaminho, com rendimento de aproximadamente 50%
do peso colhido. Em paises da América Central, México, Coldmbia, Quénia e
Africa do Sul, o café-cereja é preparado por via timida, sendo despolpado antes
da secagem, resultando em residuos formados por mucilagem e polpa (ndo
contém pergaminho, pois este se adere ao fruto). (Caielli, 1984) cita que as
composi¢des quimicas da casca e da polpa de café sao semelhantes, apesar de a
casca apresentar maior porcentagem de matéria seca, o que favorece o tempo de
estocagem e armazenamento.

A utilizacdo de residuos agroindustriais provenientes de industrias
processadoras, de frutas e grdos pode consistir em uma alternativa para
promover a redugdo dos custos de producdo de enzimas e evitar problemas de

poluicdo que possam causar.
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CAPITULO I

UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO
SUBSTRATOS PARA PRODUCAO DE ENZIMAS PECTINOLITICAS
PELO AGENTE BIOLOGICO “G088”
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RESUMO

COSTA, Livia Martinez Abreu Soares. In: Utilizacdo de residuos
agroindustriais como substratos para producio de enzimas pectinoliticas
pelo agente bioldgico “G088”. 2007. Cap.2, p.38-86. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Enzimas sdo de grande importincia em processos industriais, em razdo
de sua especificidade e de seu potencial catalitico, em inimeras reagdes
celulares. As enzimas pectinoliticas catalisam a degradacdo de polissacarideos
pécticos, e sdo essenciais na indudstria de alimentos e industria téxtil. Os
microrganismos, em funcdo de suas caracteristicas de reproducdo e crescimento,
adaptam-se a uma grande variedade de substratos, sdo excelentes
decompositores de material organico, sendo utilizados por industrias, na
producdo de enzimas pectinoliticas. A utilizacdo de substratos sélidos para a
producdo de enzimas pectinoliticas oferece um grande nimero de vantagens
sobre o método de fermentagdo submersa e liquida convencional. O meio de
producdo € simples, utilizando residuos vegetais de uva, café, maracujd, laranja
ou subprodutos como farelo de trigo, arroz ou bagaco da cana de agicar. A
aplicagdo de residuos € uma forma de utilizar substratos alternativos e solucionar
problemas de poluicdo que possam causar. Objetivou-se com este trabalho
avaliar o potencial do agente biolégico na produgdo de enzimas pectinoliticas a
partir de subprodutos agroindustriais e seus residuos utilizados como substratos.
A primeira etapa foi inocular o agente biolégico “G088” nos diferentes
substratos: bagaco de laranja, bagaco de cana de agucar, casca de uva, casca de
maracujd, casca de café e o arroz. As atividades enziméticas da
poligalacturonase (PG) e pectina metil esterase (PME) dos substratos foram
avaliadas, o melhor resultado para cada enzima foi em fun¢do do tempo de
cultivo e do tipo de substrato. Todos os substratos produziram pectinases,
poligalacturonase (PG) e pectina metil esterase (PME), com destaque para a
casca de uva e arroz. O melhor substrato para producdo de PG (117,35 U/g) e
PME (1760 U/g) aos 14 dias foi a casca de uva. A composicao do substrato tem
influéncia direta na produgao de PG e PME.

* Comité de Orientacdo: Carlos José Pimenta - UFLA (Orientador); Sdra Maria
Chalfoun - UFLA; Maria Emilia de S. Gomes Pimenta — UFLA (co-orientadores)
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ABSTRACT

COSTA, Livia Martinez Abreu Soares. In: Utilization of agroindustrial
residues as substrates for production of pectinolytic enzymes by biological
agent “G088”. 2007. Cap.2, p.38-86. Dissertation (Master in Food Science) —

Federal University of Lavras, Lavras, MG."

Enzymes are of great importance in industrial processes on the account
of their specificity and their catalytic potential in a number of cell reactions. The
pectinolytic enzymes catalyze the degradation of pectic polysaccharides and are
essential in food industry and textile industry. Microorganisms as related with
their reproduction and growth characteristics adapt themselves to a great
diversity of substrates, they are excellent decomposers of organic material, their
being utilized by industries, in the production of pectinolytic enzymes. Use of
solid substrates for production of pectinolytic enzymes offers a great number of
advantages over the method of conventional submerse and liquid fermentation.
The production mean is simple, utilizing plant residues of grape, wheat meal,
rice or sugar cane bagasse. The application of residues is way of utilizing
alternative substrates and solving pollution problems with they can cause. It was
aimed by this work to evaluate the potential of the biological agent in the
production of pectinolytic enzymes from agroindustrial substrates and their
residues as substrates. The first step was inoculating biological agent “G088” in
the different substrates: orange bagasse, sugar cane bagasse, grape skin, passion
fruit skin, coffee and rice hull. The enzymatic activities of polygalacturonase
(PG) and pectin methyl esterase (PME) of the substrates were evaluated; the best
result for each enzyme was related with cropping time and sort of substrate. All
the substrates produced pectinases, polygalacturonase (PG) and pectin methyl
esterase (PME), standing out grape skin and rice hull. The best substrate for
production of PG (117.35 U/g) and PME (1760 U/g) at 14 days was grape skin.
The composition of the substrate has a direct influence on the production of PG
and PME.

* Committee Guidance: Carlos José Pimenta - UFLA (Adviser); Sara Maria Chalfoun
- UFLA; Maria Emilia de S. Gomes Pimenta — UFLA (co-advisers)
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1 INTRODUCAO

Enzimas sdo  macromoléculas  predominantemente  protéicas,
imprescindiveis a qualquer ser vivo, pois aceleram as reagdes quimicas que
mantém e regulam os processos vitais. Através desta definicdo, fica
subentendido que a atuagcdo das enzimas ocorre dentro dos sistemas Vivos.
Porém, a partir de meados do século XX, com avangos tecnoldgicos e cientificos
em dreas como a bioquimica, as enzimas passaram a ser extraidas das células
produtoras e a ocupar também um papel importantissimo em produtos e
processos industriais. Além disso, com seu uso, as enzimas abriram a
possibilidade de diminuir rejeitos industriais que podem comprometer o meio
ambiente.

A demanda mundial por processos otimizados na transformacio de
biomassa em produtos diversificados e de maior valor agregado, tem resultado
no uso de enzimas em diversos processos industriais.

As enzimas de origem microbiana ocupam lugar de destaque no
mercado biotecnoldgico, sendo intimeras as aplicadas em processos industriais e
comercializadas em grandes quantidades, como as pectinases, por exemplo.

As pectinases sdo um grupo de enzimas utilizadas principalmente na
industria de alimentos (processamentos de frutos e legumes), com um enfoque
na extragdo, clarificacdo e despectinizacdo de sucos de frutas. Além disso, sdo
uteis na extracdo de 6leo vegetal e industria téxtil e de celulose e papel (Soares
et al., 2001). Grande parte dessas enzimas € de origem microbiana (fungos e
bactérias) e extracelular, sendo que estes microrganismos podem ser inoculados
em meios contendo residuos agroindustriais.

Residuos agroindustriais como casca de café, casca e bagaco de frutas

citricas, farelo de trigo, bagaco de uva, bagaco de mandioca, bagagco de

40



beterraba, podem ser utilizados como substratos em bioprocessos para a
producdo de compostos de maior valor agregado como enzimas, etanol,
proteinas, dcidos orginicos e compostos de aroma, desde que se escolha o
microrganismo apropriado ou adaptado para a finalidade desejada (Blandino et
al., 2001; Bravo et al., 2000; Soccol & Vandenberghe, 2003).

Tem havido presentemente uma consciéncia maior no uso do
desperdicio industrial. A utilizacdo de residuos provenientes de industrias
processadoras de frutas e graos pode consistir em uma alternativa para promover
a reducdo dos custos de produgdo da enzima e evitar problemas de polui¢do que
possam causar. O interesse em utilizar o substrato s6lido para a producio de
compostos de importincia comercial € uma conseqiiéncia da demanda por
insumos de menor custo.

Portanto, levando em consideracdo o aproveitamento dos subprodutos
agroindustriais e o potencial biotecnoldgico do agente bioldgico “G088”, sendo
que este é de f4cil obtencdo, apresenta rdpido crescimento, é fonte de enzimas e
¢ livre de metabdlitos téxicos, objetiva-se avaliar o potencial de producdo de
enzimas pectinoliticas, pelo agente biolégico “G088” a partir de subprodutos

agroindustriais e seus residuos utilizados como substratos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacdo do experimento

O experimento foi conduzido nos laboratérios de Andlise de Alimentos,
do departamento de Ciéncia dos Alimentos e Microbiologia da EPAMIG na
Universidade Federal de Lavras - UFLA.

O arroz, as frutas (laranja, maracujd e uva) e o bagago de cana-de-agucar
foram adquiridos no comércio local no municipio de Lavras, MG, a casca
melosa de café foi adquirida na fazenda ‘“Ponte do Funil”, no municipio de
Perddes-MG.

O arroz, os residuos e as frutas foram manipulados no Laboratério de
Microbiologia da EPAMIG-UFLA. As frutas foram lavadas e retiradas os
subprodutos:

- na laranja: o bagaco com o albedo sem a casca

- no maracuja: a casca e albedo

- nauva somente a casca.

O bagaco da cana-de-acucar foi utilizado sem o caldo e para o substrato
de café foi aproveitada a casca melosa. O arroz utilizado foi o “integral” polido.

As amostras de bagaco de laranja, bagaco de cana-de-actcar, casca de
maracujd, casca melosa de café e as cascas de uva foram passadas em
multiprocessador para se obter por¢des menores € homogeneizadas de cada
residuo.

Cada amostra foi dividida em por¢des de 100g com 3 (trés) repeticdes as
quais foram analisadas em 3 (trés) tempos diferentes (1° Tempo com 7 dias, 2°
Tempo com 14 dias e 3° Tempo com 21 dias). Depois das amostras pesadas
(100g) e colocadas nos frascos de 500ml, elas passaram pelo processo

“esterilizacdo” a 120°C por 20 minutos em autoclave. Somente o arroz foi
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pesado com 70g, pois neste acrescentou-se 30ml de dgua. Apds a esterilizacdo
dos substratos foi inoculado o agente biolégico “G088”. As repeti¢des de cada
substrato foram separadas pelos tempos 7, 14 e 21 dias e colocados em estufa
BOD, 25 °C com umidade controlada e fotoperiodo de 12 horas para
desenvolvimento do agente bioldgico “G088”. Durante o periodo experimental,
efetuou-se o monitoramento didrio do desenvolvimento do agente bioldgico nos
substratos. Apds cada tempo de cultivo determinado foram retiradas as amostras
de cada substrato para posteriores andlises quimicas e bioquimicas no

Laboratério de Andlise de Alimentos do DCA-UFLA.

2.2 Agente biolégico “G088”

O “GO088” € um isolado de um microrganismo, obtido por estudos
anteriores dentre 8 isolados diferentes, parte de outra dissertacdo, segundo o
potencial de desenvolvimento e producdo de enzimas. Apds sua selecdo foram
realizadas algumas modificagGes para melhorar sua eficiéncia. O género e
espécie do microrganismo ndo serdo revelados a principio, em fungdo de se
tratar de objeto de patente que se encontra em fase de registro. Sendo assim, tdo

logo haja liberacdo, sua identidade serd revelada e publicada.

2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido segundo um delineamento experimental
inteiramente casualizado em que os tratamentos foram arranjados segundo um
esquema fatorial 6x3 (6 substratos e 3 tempos de incubacdo). As andlises
estatisticas das avaliagdes quimicas e bioquimicas foram realizadas utilizando-se
o programa estatistico Sistema de Andlise de Variancia (SISVAR).

O modelo estatistico que descreve o experimento € o seguinte:

Y =M+ + B +of; &

i ik » €M que:
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Vi € o valor da varidvel dependente no i-ésimo substrato, no j-€simo tempo de
armazenagem e k-ésima repeticdo, comk =1, 2, 3;

M € o valor médio;

«; € o efeito do i-€simo substrato, comi=1, ..., 6;

,6’ i ¢ o efeito do j-ésimo tempo de armazenagem, com j =1, 2, 3;

a',Bij ¢ o efeito da interagdo entre o i-ésimo substrato e j-ésimo tempo de

armazenagem;

;. € o erro experimental associado ao valor da varidvel dependente no i-ésimo
substrato, j-ésimo tempo de armazenagem e k-ésima repeti¢do, normalmente

e L. A 2
distribuido com média zero e variancia o~ .

2.4 Metodologia analitica
Além da atividade enzimatica, foram determinados também outros
parametros fisico-quimicos e quimicos, com a finalidade de se estabelecer suas

possiveis correlacdes. Os parametros analisados estdo relacionados a seguir:
2.4.1 Pectinametilesterase

2.4.1.1 Obtencao do extrato enzimatico da pectinametilesterase
O extrato enzimatico foi obtido e determinado pelo método descrito por

Buescher & Furmanski (1978).

2.4.1.2 Atividade da pectinametilesterase
A atividade da pectinesterase foi determinada por titulacio dos grupos
carboxilicos liberados pela desesterificacdo da pectina devido a ag¢do da enzima,

pectinametilesterase (PME), de acordo com o método descrito por JEN &
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Robinson (Jen & Robinson, 1984). Utilizou-se como substrato uma solugdo de
pectina citrica a 1% em NaCl 0,2N, pH 7,0, a temperatura ambiente. A taxa de
desmetilagdo da pectina, adicionada ao extrato enzimdtico, foi medida pela
titulacdo da mistura de reacdo com NaOH 0,01N, mantendo-se o pH 7,0 por 10
min. A unidade de atividade enzimatica (UAE) foi definida como sendo a
capacidade da enzima de catalisar a desmetilagdo de pectina correspondente a 1
nanomol de NaOH nas condi¢des do ensaio. Os resultados foram expressos em
unidades de atividade enzimdtica por minuto por grama de peso fresco

(U.minl.gl).

2.4.2 Poligalacturonase

2.4.2.1 Obtencao do extrato enzimatico da poligalacturonase
O extrato enzimdtico foi obtido e determinado pelo método descrito por

Buescher & Furmanski (1978).

2.4.2.2 Atividade da poligalacturonase

A atividade da poligalacturonase (PG) foi determinada pela medida dos
grupos redutores liberados do 4cido poligalactur6nico, segundo metodologia de
Pressey & Avants (Pressey & Avants, 1973). A atividade foi determinada
incubando-se o extrato enzimdtico com solu¢do de acido poligalacturdnico a
0,25%, em tampao acetato de soédio 37,5 mM, pH 5, a 30°C, por 3 h. A reacdo
foi interrompida em banho-maria fervente. Os grupos redutores foram
determinados segundo a técnica descrita por Somogyi modificada por Nelson
(Nelson, 1944), usando-se dcido galacturdnico como padrdo. Uma unidade de
atividade enzimdtica (UAE) foi definida como sendo a capacidade da enzima em
catalisar a formacdo de um nanomol de 4cido galacturdnico por minuto de

reacao.
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2.4.3 Pectinas total e solivel

As pectinas, total e solivel, foram extraidas segundo a técnica descrita
por McCready & McComb (1952) e determinadas colorimetricamente segundo
Bitter & Muir (1962). Os resultados foram expressos em mg de &cido

galacturdnico por 100g de polpa.

244 pH
O pH foi determinado utilizando-se um pHmetro Schott Handylab,
segundo técnica da AOAC (1992).

2.4.5 Acidez titulavel (AT)
A acidez total tituldvel foi determinada por titulacio com solugdo de
NaOH 0,1 N e indicador fenolftaleina, padronizada segundo técnica estabelecida

pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultados foram expressos em % .

2.4.6 Umidade
Determinada pela perda de peso em estufa regulada a 60° C até peso

constante.

2.4.7 Extrato etéreo
Feita através de extracdo continua em aparelho tipo SOXHLET, segundo

a AOAC (1990).
2.4.8 Proteina bruta

Determinada pelo método de MICRO-KJELDAHL, descrito pela AOAC
(1990).
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2.4.9 Fibra
Determinada por meio da hirélise acida, segundo AOAC (1990).

2.4.10 Fracao cinza
Determinada pelo método gravimétrico com aquecimento a 550°C
através de mufla e, posteriormente, utilizando balanca analitica, segundo a

AOAC (1990).

2.4.11 Acicares soliiveis totais
Acucares soliveis totais foram extraidos com d&lcool etilico e
determinados pelo método de Antrona (Dishe, 1962). Os resultados foram

expressos em gramas de glucose por 100g de polpa.

47



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Actcar total e Composicdo Centesimal dos substratos antes da
inoculacio do agente biologico “G088”
De acordo com as andlises, os substratos apresentaram bons valores

nutricionais em suas composi¢des, que estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

TABELA 2 — Valores médios de agucar, em g/100g, umidade e extrato etéreo,
em porcentagem, em funcdo dos substratos estudados. UFLA,

Lavras, MG, 2007.

Médias (erros-padrio)

Substratos
Acticar Umidade Extrato etéreo
Bagaco de cana-
16,26 (0,73) b 25,68 (0,16) f 1,41 (0,05) c
de-aguicar
Casca de uva 37,45 (0,73) a 87,44 (0,16) b 2,96 (0,05) b
Arroz 0,51 (0,73)d 56,50 (0,16) e 1,27 (0,05) ¢
Casca de
B 9,96 (0,73) ¢ 85,63 (0,16) ¢ 0,78 (0,05)d
maracuja
Casca de café 0,71 (0,73)d 83,88 (0,16) d 3,71 (0,05) a
Bagaco de
17,75 (0,73) b 89,41 (0,16) a 0,78 (0,05)d
laranja

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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TABELA 3 — Valores médios de fracdo protéica, fibra bruta e cinzas, em
porcentagem, em funcdo dos substratos estudados. UFLA,

Lavras, MG, 2007.

Médias (erros-padrao)

Substratos
Fracao protéica Fibra bruta Cinzas
Bagaco de cana-

2,40 (0,16) e 24,75 (0,34) c 0,93 (0,16) e

de-aguicar
Casca de uva 5,53 (0,16) d 12,95 (0,34) e 4,47 (0,16) c
Arroz 9,52 (0,16) b 1,38 (0,34) f 0,52 (0,16) e
Casca de maracuja 7,49 (0,16) c 41,72 (0,34) a 5,17 (0,16) b
Casca de café 15,16 (0,16) a 22,05 (0,34)d 7,96 (0,16) a
Bagaco de laranja 7,98 (0,16) ¢ 28,95 (0,34) b 2,16 (0,16) d

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.

Observou-se que o agente bildgico “G088” cresceu em todos os tipos de
substratos (diferentes fontes de carbono) e apresentou atividade enzimdtica em
todos eles, apesar das diferentes combinacdes de componentes verificados nos
substratos. A casca da uva teve uma boa quantidade de agucar influenciando
positivamente as atividades das pectinases. A casca do maracujd, o bagaco da
laranja, a casca de café e o bagaco de cana-de-acticar tinham muita fibra para
desenvolvimento do agente bioldgico. Além do acucar, fibras e fragcdo protéica,
os substratos também continham minerais em sua composi¢do. No trabalho de
Geocze (1994) apresentaram também crescimento do Penicillium expansum em
todas as combinagdes de fontes de carbono com sintese indutiva de

poligalacturonase, sendo que, a maior producio de biomassa foi obtida no meio

49



de crescimento preparado com sacarose e glicose, porém a presenca desses
acuicares como Unica fonte de carbono reprimiu completamente a producido de

PG.

3.2 Enzimas pectinoliticas

3.2.1 Atividade enzimatica dos substratos antes da inoculacdo do agente
bioldgico “G088”

Apds a preparagdo dos substratos, foram determinadas as atividades de
pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG) no periodo inicial
(representados Tabela 4), antes da inoculacdo do agente biolégico para
posteriores comparacdes desses valores, com os obtidos nas atividades

enzimaticas dos substratos com indculo.

TABELA 4 — Valores médios das atividades de PG e PME (U/min/g de amostra)
sem inéculo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Atividade Enzimatica

Substratos PG PME
Bagago de cana-de-actcar 17,7090 0
Casca de uva 10,8507 880.000
Arroz 6,1970 0
Casca de maracujd 6,3890 0
Casca de café 8,0816 80.000
Bagaco de laranja 16,8103 0
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3.2.2 Atividade da poligalacturonase (PG)
Os dados referentes as atividades da poligalacturonase (PG) nos
diferentes substratos e nos trés tempos de cultivo do agente bioldgico estdo

representados na Tabela 5 e Figura 5.

TABELA 5 — Valores médios de atividade PG (U/min/g de amostra), em funcao
dos substratos estudados e tempos de cultivo do agente bioldgico.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

Substratos Tempos de cultivo do agente bioldgico Médias
7 14 21 (Erro-
padrao)
Bagaco de cana- 91,07 (0,39)b 76,09 (0,39)c 22,65 (0,39) e 63,27
de-acticar (0,23)
47,12 (0,39)f 117,35(0,39)a 71,90 (0,39) b 78,79
Casca de uva
(0,23)
95,42 (0,39)a 66,29 (0,39)d 36,11 (0,39)d 65,94
Arroz
(0,23)
Casca de 77,79 (0,39)c  57,11(0,39)e 47,26 (0,39) c 60,72
maracuja (0,23)
69,31 (0,39)d 49,31 (0,39)f 37,03 (0,39)d 51,89
Casca de café
(0,23)
Bagaco de 63,42 (0,39)e 80,58 (0,39)b 99,57 (0,39) a 81,19
laranja (0,23)

Médias 74,02 (0,16) 74,46 (0,16) 52.42 (0.16)
(Erro-padrao)

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 5 - Valores médios de atividade PG, para cada um dos substratos, em

funcdo do tempo de cultivo do agente bioldgico.
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Tanto o tipo de substrato quanto o tempo de cultivo do agente biolégico
apresentaram diferencas quanto a varidvel analisada (p<0,05).

Os resultados da Tabela 5 indicam que a maior atividade enzimética da
PG obtida foi para a casca de uva com 14 dias de cultivo com o valor médio de
117,35U/g. Com 7 dias de cultivo todos os substratos tiveram bons resultados
sendo que a maior atividade neste tempo foi de 95,42 U/g para o arroz. O bagago
da laranja foi o tnico substrato com aumento em sua atividade, e teve a melhor
atividade com 99,57 U/g de PG em 21 dias de cultivo. Na Tabela 5 observa-se
que, com 7dias de cultivo o pior substrato foi o bagaco da laranja, com 14 dias
foi a casca de maracujd e com 21 dias o substrato da cana-de-agicar.

Os dados obtidos na Figura 5 mostram que houve uma queda na
atividade de PG para o arroz, casca de café, bagaco de cana-de-agucar e casca de
maracujd com o Tempo de cultivo do agente bioldgico, possivelmente a
composi¢cdo dos substratos afetou a capacidade de desenvolvimento do agente
biolégico com o aumento do tempo. Para o bagaco da laranja a atividade de PG
aumentou com o tempo de cultivo do agente biolégico, provavelmente pelo fato
de seu substrato apresentar boa quantidade de pectina total sendo que a
quantidade de pectina solivel foi alta nos trés tempos de cultivo.

A casca de uva teve sua atividade mdxima de PG com 14 dias de
crescimento e teve um decréscimo apds esse mdximo de produgdo, esse pico
deve-se ao aumento da solubilidade da pectina aliado ao pH que em 14 dias
estava proximo do ideal. Martin et al. (2004), em estudo com producdo de
pectinase por cepas fungicas em fermentacio de estado soélido usando
subproduto agroindustrial apresentaram picos de producdo de PG para diferentes
dias de cultivo, na produ¢io de PG pela Moniliella sp atingiu o pico entre o 3° e
o 4° dias de cultivo com a atividade médxima de PG 26Uxg-1. Quando o
Penicillium sp EGCS5 foi usado, detectou-se atividade maxima de PG (12 Uxg-1)

no 8° dia.
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Martin et al. (2004) mostraram que as misturas de bagaco de laranja e
farelo de trigo sdo o melhor meio para a produgdo de pectinase com 55,2U de
PG por grama de substrato. Em geral concorda-se que o meio timo para o
aumento da producdo de pectinase extracelular € o que contém materiais
pécticos como indutor (Crotti et al., 1999; Galiotou-Panayotou et al., 1993). O
bagaco de laranja tem sido indicado como indutor de pectinase por varios
autores (Ismail, 1996; Martin et al., 2004; Martins et al., 2002; Rizzatto, 1999;
Silva et al., 2002).

De acordo com Silva et al. (2002), o fungo Penicillium viridicatum
“RFC3”, quando cultivado em meios contendo farelo de trigo, bagaco de laranja,
tegumento de milho, cascas de banana e de manga ou mistura destes materiais
com bagaco-de-cana (50% peso/peso) produziram PG. A producio de PG pelo
Penicillium viridicatum “RFC3” usando bagago de laranja (BL) e bagaco de
cana-de-acucar foi influenciada pela composi¢do dos meios, atingidos valores

maiores em mistura com farelo de trigo.

3.2.3 Atividade da pectina metil esterase (PME)
Os dados referentes as atividades da pectinametilesterase (PME) nos
diferentes substratos e nos trés tempos de cultivo do agente bioldgico estdo

representados na Tabela 6 e Figura 6.
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TABELA 6 — Valores médios originais de atividade PME em funcdo dos

substratos estudados e tempos de cultivo do agente bioldgico.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tempos de cultivo do agente biologico Médias
Substratos 7 14 21 (Erro-
padrao)

Bagaco de cana-

240 (2,38)d 160 (2,20)d 0 (0,00) e 133 (1,53)
de-agucar

Casca de uva 1760 (3,26) a 1600 (3,20)a 1120 (3,05)a 1493 (3,17)

Arroz 1040 (3,02) b 560 (2,75)b 506 (2,700 b 702 (2,82)
Casca de
160 (2,20) e 80 (1,90) e 0(0,00) e 80 (1,37)

maracuji

Cascadecafé 560 (2,75)c  320(2,50)c 106 (2,000d 329 (2,42)
Bagaco de
240 (2,38)d  320(2,50)c 160 (2,20)c 240 (2,36)

laranja

Médias

667 (2,66) 507 (2,51) 315 (1,66)
(Erro-padrao)

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 6 - Valores médios de atividade PME, transformados por logy (y+1),

para cada um dos substratos, em func¢do do tempo de cultivo do

agente bioldgico.
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No que se refere a atividade da pectina metil esterase PME, os
resultados expressos na Tabela 6 mostram haver diferenca entre os tipos de
substrato, com melhores atividades nos trés tempos para o arroz e a casca de
uva. Em 7 dias obteve-se 1760 U/g e 1040 U/g, em 14 dias 1600 U/g e 560 U/g
e em 21 dias 506 U/g e 1120 U/g de PME para casca de uva e arroz
respectivamente.

Além de o arroz apresentar boa quantidade de proteina, sua umidade
aproxima-se da ideal de acordo com Martin et al. (2004), que encontrou 67% de
teor final de umidade do meio. A casca de uva tem alta umidade, porém
apresenta uma 6tima quantidade de agicar aliado ao seu valor de pH. Na Tabela
6 os dados mostram que para 7 e 14 dias de cultivo a casca de maracuja foi o
pior substrato. Com 21dias o bagago da cana-de-agticar e a casca de maracujd
ndo apresentaram atividade da PME.

Os resultados da Figura 6 indicam também uma queda na atividade da
enzima para os substratos do arroz, casca de café, bagaco de cana-de-actcar,
casca de maracujd e casca de uva com o tempo de cultivo do agente bioldgico,
este fato pode ter sido ocasionado por limitacao das fontes de carbono do meio.

Para o bagago da laranja verificou um aumento na atividade desta
enzima no tempo de cultivo de 14dias com posterior declinio no dltimo tempo
de cultivo, provavelmente relacionado com a atividade de PG e sua composicao,
pois teve o mesmo pico em 14dias nas atividades de PG e PME. O declinio da
atividade do bagaco da laranja com 21 dias na PME pode ter ocorrido devido a
algum inibidor.

Os substratos bagaco da cana-de-agicar e casca de maracujd ndo tiveram
atividade enzimdtica em 21dias de cultivo devido a possivel instabilidade do
substrato, a perda de dgua dos meios, a presenca de proteases e acimulo de

metabolitos.
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No trabalho de Teixeira et al. (2000), em estudo com pectinases, foi
verificado que entre as fontes de carbono, com 5% de pectina depois de 72 h de
incubagdo apresentou a melhor atividade de pectina metil esterase (5.7 U/ml).
Na presenga do mesmo substrato, depois de aumentar (dobro) e diminuir
(metade) a concentracdo, a atividade da pectina metil esterase foi reduzida
depois de 48 h para 39% e 30%, respectivamente. Em relacdo ao trabalho citado
os resultados indicam também uma repressdo enzimatica apds certo tempo de
cultivo entre os substratos, provavelmente devido a presenga da pectina e
degradacdo de seus produtos com a ac¢do de inibidores da enzima ou as
diferentes formas moleculares da pectina metil esterase que sdo sensiveis aos

componentes do meio.
3.3 Substancias pécticas
3.3.1 Pectina soliivel
Os dados referentes a quantificacdo de pectina solivel nos diferentes

substratos, nos trés tempos de cultivo do agente bioldgico estdo representados na

Tabela 7 e Figura 7.
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TABELA 7 — Valores médios de pectina soluvel, em mg/100g, em funcio dos
substratos estudados e tempos de cultivo do agente bioldgico.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tempos de cultivo do agente biolégico

Médias
Substratos (Erro-
7 14 21 padrio)
Bagaco de cana- 201,08 d 183,66 d 96,49 e
160,41 (5,84)
de-acticar (10,11) (10,11) (10,11)
764,90 a 459,88 b 189,54 d
Casca de uva 471,44 (5,84)
(10,11) (10,11) (10,11)
297,67 ¢ 364,04 ¢ 198,80 d
Arroz 286,84 (5,84)
(10,11) (10,11) (10,11)
Casca de 784,88 a 382,79 ¢ 240,35 ¢
469,34 (5,84)
maracuja (10,11) (10,11) (10,11)
642,66 b 396,40 ¢ 275,72 b
Casca de café 438,26 (5,84)
(10,11) (10,11) (10,11)
Bagaco de 622,85b 554,65 a 496,07 a
557,86 (5,84)
laranja (10,11) (10,11) (10,11)
Médias 249,49
552,34 (4,13) 390,24 (4,13)
(Erro-padrio) (4,13)

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 7 — Valores médios de pectina soluvel, para cada um dos substratos,

em funcdo do tempo de cultivo do agente bioldgico.
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O comportamento da pectina soluvel foi varidvel durante os diferentes
tempos de cultivo do agente biolégico para cada substrato. A Tabela 7 mostra
melhores valores de pectina solivel em 7 dias para as cascas de maracuja e uva
com 784,88 e 764,90 mg/100g respectivamente. Com 14 e 21 dias o bagago da
laranja teve maior quantidade de pectina soliivel com 554,65 e 496,07 mg/100g.

Na Figura 7 observa-se uma ascensio para o arroz no tempo de cultivo
de 7 dias até aos 14 dias e uma posterior queda com 21 dias, isso é devido a alta
atividade de PG e PME, pois quanto mais pectina solivel no meio maior
atividade enzimadtica dessas pectinases.

Analisando a Figura relacionada a pectina solivel, nota-se uma menor
variagdo para o bagaco da laranja e bagaco de cana-de-agicar, pois os valores de
pectina solivel tiveram uma maior estabilidade durante os trés tempos de
cultivo. No bagaco da laranja esses valores se correlacionam de forma coerente
com as atividades de PG e PME, que, teve aumento na atividade da PG e
manteve-se estavel na atividade da PME ao longo dos trés tempos de cultivo.
Para o bagaco de cana-de-agicar ndo foi observada essa correlacdo devido a
provével repressdo catabdlica.

Na casca de café, casca de maracuj4 e casca de uva os valores de pectina
solivel apresentaram um maior declinio proporcional as maiores quantidades

iniciais no tempo de cultivo de 7 dias (Figura 7).

3.3.2 Pectina Total
Os dados referentes a quantificacio de pectina total nos diferentes
substratos, nos trés tempos de cultivo do agente bioldgico estio representados na

Tabela 8 e Figura 8.
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TABELA 8 — Valores médios de pectina total, em mg/100g, em funcdo dos

substratos estudados e tempos de cultivo do agente bioldgico.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tempos de cultivo do agente biologico

Médias
Substratos (Erro-
7 14 21 padrao)
Bagaco de cana- 717,32 f 472,11 165,54 f 451,65
de-aguicar (16,30) (16,30) (16,30) 9,41)
1.015,92 ¢ 524,52 e 247,33 e 595,92
Casca de uva
(16,30) (16,30) (16,30) 9,41)
1.465,71d 751,53 b 343,14 d 853,46
Arroz
(16,30) (16,30) (16,30) (9,41)
Casca de 1.931,90 a 631,05d 351,92 ¢ 971,63
maracuja (16,30) (16,30) (16,30) 9,41)
1.525,09 ¢ 1.032,36 a 562,63 b 1.040,03
Casca de café
(16,30) (16,30) (16,30) (9,41)
Bagaco de 1.865,11 b 706,15 ¢ 625,78 a 1.065,68
laranja (16,30) (16,30) (16,30) (9,41)
Médias 1.420,17
686,29 (6,65) 382,72 (6,65)
(Erro-padrao) (6,65)

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 8 — Valores médios de pectina total, para cada um dos substratos, em

funcao do tempo de cultivo do agente bioldgico.
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Em 7 dias de cultivo todos os substratos apresentaram uma alta
quantidade de pectina total (Tabela 8) sendo que, a casca de maracuja foi o
substrato com maior quantidade 1525,09mg/100g. O bagaco de cana-de-agicar
teve uma menor quantidade, em relacdo aos outros, nos trés tempos de cultivo
(Tabela8). A casca de café teve maior quantidade de pectina solivel em 14 dias
com 706,15mg/100g e o bagago de laranja em 21 dias com 625,78mg/100g.

Verificou-se um decréscimo acentuado nos niveis de pectina total com o
tempo de cultivo do agente bioldgico em todos os substratos (Figura 8). Um
decréscimo na protopectina e pectina total sdo observados durante o
amadurecimento de frutas. A casca de maracuja e bagaco de laranja mostraram
um maior teor de pectina total no tempo de 7 dias, enquanto que no periodo de
14 dias os substratos do café e arroz obtiveram melhores resultados, porém o
comportamento do grifico de pectina total para todos os substratos em fungdo
do tempo de cultivo foi diminuir (Figura 8).

A quantidade de pectina total esta relacionada com a atividade de PG e
PME, sendo que quanto maior a atividade do meio, menor a quantidade de
pectina total. Essa diminuicdo é observada, pois como todos os substratos
tiveram atividade das pectinases, PG e PME, conseqiientemente a pectina total

diminuiu ao longo do tempo de cultivo.

3.3.3 Solubilidade da pectina
Os dados referentes a solubilidade da pectina nos diferentes substratos,
nos trés tempos de cultivo do agente biolégico estdo representados na Tabela 9 e

Figura 9.
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TABELA 9 — Valores médios de solubilidade de pectina, em porcentagem, em
funcdo dos substratos estudados e tempos de cultivo do agente

biolégico. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tempos de cultivo do agente biologico Médias
Substratos 7 14 21 (Erro-
padrao)

Bagaco de cana-
28,03 (1,93)d 38,90 (1,93)e 58,28 (1,93)c 41,74 (1,11)

de-agucar
Cascadeuva 75,28 (1,93)a 87,72(1,93)a 76,70 (1,93)a 79,90 (1,11)
Arroz 20,32 (1,93)e 48,42 (1,93)d 57,94 (1,93)c 42,23 (1,11)

Casca de
y 40,65 (1,93) b 60,71 (1,93)c 68,44 (1,93) b 56,60 (1,11)

maracuja

Cascade café 42,20 (1,93)b 38,41 (1,93)e 49,03 (1,93)d 4321 (1,11)

Bagaco de
33,39 (1,93)c 78,52(1,93)b 79,30 (1,93)a 63,74 (1,11)
laranja

Médias
39,98 (0,79) 58,78 (0,79) 64,95 (0,79)
(Erro-padrao)

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 9 - Valores médios de solubilidade de pectina, para cada um dos
substratos, em funcdo dos tempos de cultivo do agente

bioldgico.
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A casca de uva teve maior e o arroz menor solubilidade da pectina em 7
dias com 75,28% e 20,32% respectivamente. Nos trés tempos de cultivo a casca
de uva apresentou maior solubilidade (Tabela 9). O bagaco de cana-de-acticar
com 58,28% e o arroz com 57,94% foram os substratos com menor solubiliza¢io
em 21 dias.

Houve uma tendéncia de maior solubilizagdo a partir do sétimo dia de
cultivo nos diferentes substratos (Figura 9). Aos valores de pectina em relagdo as
atividades de PG e PME, os substratos apresentaram boas quantidades de pectina
total o que pode ter induzido as melhores atividades das pectinases com 7 dias
de cultivo. As curvas de solubilidade da pectina e atividade da PG da casca de
uva tiveram o mesmo padrdo de crescimento nos trés tempos de cultivo e seu
substrato apresentou maior solubilidade e maior atividade de PG e PME em
relag@o aos outros.

A maior solubilizacdo da pectina, nos diferentes substratos, ao longo do
tempo de cultivo, indica uma maior atuagdo das pectinases citadas. As
pectinases PG e PME podem ter sido afetadas por outros fatores do meio e por
isso, suas atividades ndo foram iguais nos diferentes substratos e ndo podem

estar diretamente relacionadas com os valores de pectinas apresentados.

3.4 Condicoes de cultivo dos substratos

A producdo de pectinases por microrganismos € influenciada pelas
condi¢des de cultivo, em particular pela composi¢cdo do meio de cultura, tipo e
concentracdo da fonte de carbono, pH e temperatura de cultivo, além de outros

fatores.
3.4.1 pH

Os dados referentes ao pH dos diferentes substratos, nos trés tempos de

cultivo do agente bioldgico estdo representados na Tabela 10 e Figura 10.
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TABELA 10 — Valores médios de pH em funcio dos substratos estudados e
tempos de cultivo do agente biolégico. UFLA, Lavras, MG,
2007.

Tempos de cultivo do agente biologico Médias
Substratos 7 14 21 (Erro-
padrao)

Bagaco de cana-
6,26 (0,06)c 5,12 (0,06)c 5,66 (0,06)c 5,68 (0,03)

de-agucar
Cascadeuva  4,19(0,06)d 3,76 (0,06)e 3,54 (0,06)e 3,83 (0,03)
Arroz 6,29 (0,06)c 6,44 (0,06)b 6,78 (0,06)b 6,50 (0,03)

Casca de
y 8,26 (0,06)a 8,04 (0,06)a 7,93 (0,06)a 8,08 (0,03)

maracuja

Cascade café¢ 4,30 (0,06)d 4,60 (0,06)d 5,04 (0,06)d 4,65 (0,03)

Bagaco de
8,03(0,06)b 7,94 (0,06)a 6,83 (0,06)b 7,60 (0,03)

laranja

Médias
6,22 (0,03) 5,99 (0,03) 5,97 (0,03)
(Erro-padrao)

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 10 — Valores médios de pH, para cada um dos substratos, em fungdo

do tempo de cultivo do agente bioldgico.
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Os valores de pH em 7 dias para a casca de café, 4,30 e casca de uva,
4,19 foram baixos. O bagaco da laranja e casca de maracuja tiveram valores
altos de pH neste tempo. Em 14 e 21dias o pH mais baixo foi da casca de uva
(Tabela 10). A casca de maracuja teve os maiores valores de pH de 8,26, 8,04,
7,93 em 7, 14 e 21dias.

Cada substrato apresentou um valor de pH o que influenciou
diferentemente as atividades das pectinases. No bagaco da laranja e casca de uva
a diminui¢do do pH com o tempo de cultivo (Figura 10) pode ter influenciado o
aumento da atividade da poligalacturonase. O pH da casca de uva foi préximo da
faixa considerada 6tima no tempo de 7 dias relacionando-se com suas melhores
atividades de PG e PME também neste tempo.

O aumento do pH na casca de café (Figura 10) possivelmente afetou as
atividades das pectinases PG e PME, visto que as atividades méximas de
pectinases ocorrem em uma faixa de pH de 4,5-5,0. O pH da casca de café
estava na faixa 6tima de producdo enzimdtica, porém deve ter sofrido alguma
repressdo catabdlica ao longo do tempo de cultivo.

O alto valor do pH na casca de maracuja em média 8,03 nos trés tempos
de cultivo pode ter afetado negativamente sua atividade da PME. Martin et al.
(2004) verificaram atividades 6timas de PG produzidas por Moniliella sp e
Penicillium sp em pH 4,5. Porém as enzimas da Moniliella sp foram estaveis em
pH 3.0-10,0 na produgdo da poligalacturonase PG e para o Penicillium sp a PG
foi estdvel na faixa de pH de 3,0-8,0.

No trabalho de Silva et al. (2002), na producdo de pectinases por
Penicillium viridicatum “RFC3” os resultados indicaram que a quantidade
mixima desta enzima durante o periodo de fermentacio ndo foi
significativamente influenciada pela temperatura ou pH, mas o perfil de
producdo desta enzima durante o periodo de fermentacdo variou em funcdo do

pH inicial do substrato. Martins et al. (2002) produziram poligalacturonase PG
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por T. aurantiacus “179-5” utilizando fermentacdo em estado sélido com
bagaco de laranja, bagaco de cana de actcar e farelo de trigo como fonte de
carbono, a qual mostrou atividade mixima em pH 5,0. Esta foi estdvel na faixa
de pH 4cida a neutra por lhora. Kaur et al. (2004) mostraram que a
poligalacturonase termoestdvel produzida pelo fungo S. thermophile apinis,
utilizando fermentacdo submersa, teve suas condigdes 6timas de atividade em
pH 7,0.

De acordo com Menjivar (1995), a atividade maxima de pectinesterase
foi detectada em pH 4,5. Embora encontrada atividade na faixa de 2,0 a 6,5. Os
dados do trabalho em relacdo aos citados indicam que as pectinases foram

produzidas com propriedades diferentes.

3.4.2 Umidade
Os dados referentes 2 umidade nos diferentes substratos e nos trés
tempos de cultivo do agente biolégico estdo representados na Tabela 11 e Figura

11.
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TABELA 11 — Valores médios de umidade, em porcentagem, em funcido dos
substratos estudados e tempos de cultivo do agente bioldgico.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tempos de cultivo do agente biologico Médias
Substratos 7 14 21 (Erro-
padrao)

Bagaco de cana-
2221 (0,17)f 11,76 (0,17)e 9,85(0,17)d 14,61 (0,10)

de-agucar
Cascadeuva 85,40(0,17)b 83,43 (0,17)b 81,25(0,17)a 83,36 (0,10)
Arroz 55,54 (0,17)e 54,47 (0,17)d 52,67 (0,17)c 54,23 (0,10)

Casca de
y 84,39 (0,17)c 83,11 (0,17)b 81,69 (0,17)a 83,07 (0,10)

maracuja

Cascade café¢ 80,39 (0,17)d 79,51 (0,17)c 77,33 (0,17) b 79,07 (0,10)

Bagaco de
87,19 (0,17)a 86,32 (0,17)a 81,30 (0,17)a 84,94 (0,10)
laranja

Médias
69,19 (0,07) 66,43 (0,07) 64,02 (0,07)
(Erro-padrao)

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 11 - Valores médios de umidade, para cada um dos substratos, em

funcdo do tempo de cultivo do agente biolégico.
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O bagacgo da laranja apresentou maior teor de umidade nos trés tempos
de cultivo enquanto que o bagaco da cana-de-acticar teve a menor umidade
(Tabela 11). Em 14 dias a casca de uva e a casca de maracuja apresentaram
teores de umidade préximos com 83,43 e 83,11% respectivamente. A casca de
uva, a casca de maracujd e o bagaco da laranja também tiveram valores
préoximos em 21 dias de cultivo (Tabela 11).

Com o aumento do tempo de cultivo a umidade para todos os substratos
diminuiu (Figura 11), isso pode ser devido aos processos metabdlicos resultante
do desenvolvimento do microrganismo ou as trocas nutricionais do agente
bioldgico com o meio provocando o gasto de energia. Para o crescimento do
agente bioldgico, foram melhores os substratos com o teor de umidade de 55,54
a 87,19%.

Cada substrato apresentou um teor de umidade de acordo com o material
utilizado. Do substrato mais imido até o substrato mais seco todos apresentaram
atividade enzimdtica em 7 dias de cultivo. Contudo a baixa atividade enzimadtica
da PME no substrato da cana-de-acticar possivelmente estd relacionada com a
baixa umidade deste substrato nos trés tempos de cultivo. Em 21 dias a umidade
do bagaco de cana-de-agicar diminui mais, e com isto a atividade da PG pode
ter sido afetada também. Comparando os resultados da umidade, no tempo de
cultivo de 7dias, a atividade da poligalacturonase obteve melhores resultados

para os substratos com menor umidade.

3.4.3 Acidez titulavel (AT)
Os dados referentes a acidez titulavel dos diferentes substratos, nos trés
tempos de cultivo do agente bioldgico estdo representados na Tabela 12 e Figura

12.
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TABELA 12 — Valores médios de acidez tituldvel, em ml de NaOH, em funcao
dos substratos estudados e tempos de cultivo do agente

biolégico. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tempos de cultivo do agente biologico Médias
Substratos 7 14 21 (Erro-
padrao)

Bagaco de cana-
0,10 (0,06)b 0,10 (0,06)c 0,10 (0,06)b 0,10 (0,03)

de-agucar
Cascadeuva  0,30(0,06)a 0,70 (0,06)a 1,16 (0,06)a 0,72 (0,03)
Arroz 0,10 (0,06)b 0,10(0,06)c 0,10(0,06)b 0,10 (0,03)

Casca de
y 0,10 (0,06)b 0,10 (0,06)c 0,13 (0,06)b 0,11 (0,03)

maracuja

Cascade café¢ 0,30 (0,06)a 0,30 (0,06)b 0,26 (0,06)b 0,28 (0,03)

Bagaco de
0,10 (0,06)b 0,10 (0,06)c 0,10 (0,06)b 0,10 (0,03)
laranja

Médias
0,16 (0,02) 0,23 (0,02) 0,31 (0,02)
(Erro-padrao)

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 12 — Valores médios de acidez, para o substrato uva, em funcio dos

tempos de cultivo do agente bioldgico.

O volume gasto de NaOH para a casca de uva e casca de café foram
semelhantes (Tabela 12) em 7 dias do tempo de cultivo. Para os substratos
bagaco de cana-de-acucar, arroz, casca de maracujid e bagaco de laranja esse
volume foi de 0,10ml de NaOH neste tempo. A casca de uva teve o maior valor
em l4dias com 0,70ml de NaOH e em 21dias com 1,16ml de NaOH.

Foi observado um comportamento diferente da acidez tituldvel da casca
da uva, apenas para seu substrato houve aumento da acidez com o tempo de
cultivo do agente bioldgico (Figura 12), os outros substratos apresentaram-se
constantes, seu valor de acidez titulavel. Esse aumento da acidez titulavel da

casca de uva juntamente com seu valor de pH na faixa 6tima pode ter
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influenciado a alta atividade da PME deste substrato ao longo do tempo de
cultivo.

A comparacdo dos valores deste trabalho com aqueles reportados para
pectinases de outras fontes nao é muito significativa porque € muito alta a
variabilidade de métodos utilizados entre os laboratérios e também porque as
enzimas pectinoliticas diferem uma das outras no que diz respeito ao seu

mecanismo de agio.
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4 CONCLUSOES

Sob as condi¢bes experimentais em que se realizaram os estudos, pode-
se concluir:

- A partir das amostras de material orginico (substratos) foi possivel o
crescimento do microrganismo produtor de pectinases.

- Para o agente bioldgico “G088” foram expressivos os resultados, dos
diferentes substratos, na producao de pectinases (PG e PME), com destaque para
a casca de uva e arroz.

- As pectinases (PG e PME) apresentaram atividade enzimdtica sem
necessidade de controle do meio, o que sugere que a producdo dessas enzimas
possa ser um processo economicamente vidvel e vantajoso do ponto de vista
industrial.

- O substrato da casca de uva aos 14 dias foi o melhor substrato para
producao de PG e PME.

- A composi¢do do substrato tem influéncia direta na producdo de PG e

PME.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O interesse na utilizagdo de substrato sélido para a producido de
compostos de importincia comercial ¢ uma conseqiiéncia da demanda por
insumos de menor custo. Vdrias sdo as vantagens da utilizacdo destes substratos
para producgdo de pectinases: facilidade de manejo e producgio, ocupando pouco
tempo e espaco; utilizacdo de matérias-prima como cascas, sementes e bagaco,
abundantes e baratas; seu crescimento € bastante rdpido, permitindo um rapido
retorno do investimento.

Os resultados apresentados mostram a capacidade de produgdo
enzimdtica do agente bioldgico “G0O88” por sua alta atividade enzimdtica em
pectinases PG e PME, rapido crescimento em diferentes substratos, facilmente
encontrado na natureza, nio € tdxico, e € considerado como microrganismo
GRAS.

Devido aos bons resultados tanto do agente bioldgico quanto dos
substratos estudados torna-se necessdrio aprofundar e aperfeigoar os estudos
relacionados a controle das condi¢cdes de cultivo, viabilidade da adi¢do de

pectina, combinagdo de diferentes substratos e utilizacdo de outros meios de

cultivo.
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TABELA 1A — Anélise de variancia para os dados transformados de atividade

PG e PME, em nmol/gmin.

Fonte de Gl Quadrados Médios (p-valor)
variacao Atividade PG Atividade PME'
Substrato (S) 5 1121,86 (<0,0001) 4,5028 (<0,0001)
Tempo (T) 2 2856,71 (<0,0001) 5,2588 (<0,0001)
SxT 10 1994,90 (<0,0001) 0,9846 (<0,0001)
Erro 36 0,46 0,0017
CV (%) 1,02 1,84

U dados transformados por logyy (y+1).

TABELA 2A — Andlise de variincia para pectina total, em mg/100g, pectina

solivel, em g/100g, e solubilidade de pectina, em porcentagem.

Fonte de Quadrados Médios (p-valor)
variacao gl Pectina total Pectina solivel Solubilidade
Pectina
Substrato (S) 5 572.767,29 191.634,43 2.116,62
(<0,0001) (<0,0001) (<0,0001)
Tempo (T) 2 5.121.147,66 413.406,84 3.045,16
(<0,0001) (<0,0001) (<0,0001)
SxT 10 160.413,86 44.317,06 344,57
(<0,0001) (<0,0001) (<0,0001)
Erro 36 796,94 306,81 11,19
CV (%) 3,40 4,41 6,13
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TABELA 3A - Andlise de varidncia para pH, umidade, em porcentagem, e

acidez titulavel, em ml de NaOH.

Fonte de ol Quadrados Médios (p-valor)
variacao pH Umidade Acidez
Substrato (S) 5 24,7558 (<0,0001) 7.020,2570 0,5585 (<0,0001)
(<0,0001)
Tempo (T) 20,3727 (<0,0001) 120,5281 0,0940 (0,0004)
(<0,0001)
SxT 10 0,5932 (<0,0001) 14,9573 (<0,0001) 0,0945 (<0,0001)
Erro 36 0,0114 0,0889 0,0094
CV (%) 1,77 4,41 41,00

TABELA 4A — Andlise de varidncia para acticar, em g/100g, umidade e extrato

etéreo, em porcentagem.

Fonte de Quadrados Médios (p-valor)
variaciao gl Acticar Umidade Estrato
etéreo
Substrato (S) 5  566,2103 (<0,0001)  1951,7118 (<0,0001)  4,4934
(<0,0001)
Erro 12 1,5794 0,0790 0,0076
CV (%) 9,12 0,39 4,80
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TABELA 5A — Anidlise de variincia para fracdo protéica, fibra bruta e cinzas,

em porcentagem.
Fonte de ol Quadrados Médios (p-valor)
variacao Fracio protéica Fibra bruta Cinzas
Substrato (S) 5 54,7377 (<0,0001) 571,1243 (<0,0001) 24,5315
(<0,0001)
Erro 12 0,0797 0,3513 0,0756
CV (%) 3,52 2,70 7,77
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