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Caracterizacdo da poligalacturonase produzida por fermentacéo
semi-soOlida utilizando-se residuo do maracuja como substrato!
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RESUMO

As enzimas pectinoliticas ou pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam as substancias pécticas
presentes nas células vegetais. Essas enzimas estdo sendo aplicadas em diversas areas tornando-se importante conhecer
suas caracteristicas visando uma aplicacéo eficiente. Assim, este trabalho, objetivou-se caracterizar o residuo seco da
casca e do albedo do maracuja (Passiflora edulis) e posterior caracteriza¢do da enzima poligalacturonase, produzida
através da fermentacdo em estado s6lido e, como agente da fermentacéo, o fungo filamentoso Aspergillus niger. O resi-
duo do maracuja apresenta teor de pectina de 13,10%. A atividade de poligalacturonase alcangou um pico em 66 h de
processo, para 40% de umidade inicial e 1% da concentragdo da fonte de nitrogénio, condi¢do, em que a atividade
obtida foi de 20,9 U g. A poligalacturonase do extrato enzimatico bruto apresentou boa estabilidade térmica até tem-
peraturas de 50 °C. Esta enzima permaneceu estavel para pH entre 3,5 e 5,5 e ndo foi detectada para valores de pH
acima de 6,5.
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Characterization of polygalacturonase produced by solid-state
fermentation using the residue of passion fruit as substrate

ABSTRACT

Pectinolytic enzymes, or pectinases, are a heterogeneous group of enzymes that hydrolyze the pectic substances present
in plant cells. These enzymes are applied in several areas, making it important to know their characteristics for an efficient
application. This work aimed to characterize the dry residue of passion fruit (Passiflora edulis) and subsequent
characterization of the enzyme polygalacturonase produced by solid state fermentation and leavening agent and the
filamentous fungus Aspergillus niger. The residue of passion fruit presented a pectin content of 13.10%, having a potential
as a substrate for the production of pectinases. The activity of polygalacturonase reached a maximum value after 66 h of
process with 40% initial moisture content and 1% of nitrogen supplementation. In this condition an activity of 20.9 U g
was obtained. The polygalacturonase produced the crude enzymatic extract presenting good thermal stability up to
temperatures of 50 °C. This enzyme remained stable in the pH range between 3.5 and 5.5 and was not detected for pH
values above 6.5.
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INTRODUCAO

As enzimas pectinoliticas ou pectinases, hidrolisam as
substancias pécticas sob diferentes mecanismos de reacéo,
pela preferéncia de substrato (pectina, acido péctico ou pro-
topectina), transeliminagdo, hidrolise ou clivagem, a qual
pode ser randémica, pela agdo de endoenzimas, ou terminal,
por exoenzimas (Uenojo, 2003; Kashyap et al., 2001).

Existem trés tipos de pectinases. O primeiro grupo, cons-
tituido por pectinaesterases, remove 0s grupos metil-éster, ao
passo que as protopectinases agem solubilizando a protopec-
tina. Finalmente, as despolimerases catalisam a quebra das
ligagBes glicosidicas existentes entre substancias pécticas
(Jayani et al., 2005; Uenojo, 2003).

A poligalacturonase (PG) é apontada como a principal
enzima despolimerase. As poligalacturonases flngicas sdo
Uteis por sua alta atividade enzimatica e étimas em regido
levemente &cida (Zheng & Shetty, 2000). Cada enzima tem
em particular, uma finalidade especifica, por exemplo, a po-
ligalacturonase ¢ utilizada no preparo de alimentos para be-
bés (Gummadi & Panda, 2003).

A principal aplicagdo dessas enzimas esta na industria de
processamento de sucos sendo, portanto, usadas nas etapas
de extragdo, clarificagdo e concentragdo (Martin, 2006). Além
disso, fazem parte também em processos fermentativos de
café e ch4, tratamento de residuos vegetais e extracdo de 6leos
(Uenojo & Pastore, 2007). Recentemente, tem surgido o tra-
tamento de fibras naturais, por exemplo as fibras da bana-
na, com extrato bruto de pectinases produzidas por Strep-
tomyces lydicus, para uso em inddstrias téxteis e de papel
(Nicemol et al., 2008)

A caracterizacdo enzimatica é importante para conhecer
particularidades como termoestabilidade e resisténcia ao pH,
informacdes relevantes para a aplicacdo industrial e que se-
rdo necessarias para manter o nivel desejado de atividade da
enzima por um longo periodo de tempo. A estabilidade de
pectinases é afetada por parametros fisicos, entre eles pH e
temperatura, e quimicos, como inibidores ou indutores (Gum-
madi & Panda, 2003). Zheng & Shetty (2000) verificaram
que as pectinases podem ser utilizadas nos processos de ex-
tracdo e clarificacdo de sucos sem que sofram perda consi-
deravel da sua atividade ja que o pH natural de frutas, teci-
dos vegetais e sucos, é acido.

Com relacdo as técnicas de fermentacdo, a fermentacao
em estado s6lido (FES) geralmente é preferida por permitir
a producdo de enzimas brutas mais concentradas e, conse-
quentemente, com menores custos de extracdo e purificacdo
(Silva et al., 2002). O estudo de Ustok et al. (2007), aponta
rendimento maior no que diz respeito & atividade poligalac-
turonasica utilizando-se a fermentacdo em estado sélido do
que a fermentacdo submersa. O processo de FES estimula as
condicdes de crescimento de varios fungos filamentosos ja
que 0 meio se aproxima do habitat natural desses micro-or-
ganismos (Holker & Lenz, 2005).

Os substratos para fermentacdo semi-sélida, em geral re-
siduos ou subprodutos da agroindustria, ttm como principais
componentes celulose, hemicelulose, lignina, amido, pecti-
na e proteinas, 0 que os caracteriza como materiais extre-
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mamente heterogéneos e que atuam tanto como fonte de car-
bono e energia quanto de suporte para o crescimento micro-
biano (Pandey, 2003).

Pinto et al. (2006) relatam que farelos, cascas, bagaco de
frutas da agroinduistria (maca, maracuja, pedunculo de caju)
e outros, sdo materiais considerados viaveis para a biotrans-
formacdo. Segundo Otagaki & Matsumoto (1958) a casca do
maracuja amarelo desidratada apresenta 4,60% de proteinas
e 20,00% de pectina. Abud et al. (2007) obtiveram 9,01%
de pectina na casca, albedo e sementes do maracuja. A pec-
tina, além do efeito indutivo, favorece a excrecdo de pecti-
nases pelos fungos produtores.

A producdo de maracuja no Brasil se encontra a frente
de outros paises, como Peru, Venezuela, Africa do Sul, Sri
Lanka e Australia. A producdo brasileira de maracuja este-
ve, no ano de 2007, em torno de 664.286 ton, com rendi-
mento de 14 t hal. Neste periodo, a regido Nordeste respon-
deu por 63% da producdo nacional (IBGE, 2009). Um
aspecto importante sobre esse tipo de material é que a casca
do maracuja constitui cerca de 53% do peso total do fruto,
sendo geralmente desperdicada.

Neste trabalho se realizou a caracterizacdo da casca e do
albedo do maracuja para producédo de poligalacturonase por
fermentagdo semi-solida utilizando-se, como agente da fer-
mentacdo, o fungo filamentoso Aspergillus niger mutante
CCT 0916. Além disso, foram analisadas a estabilidade da
enzima frente ao pH, e a temperatura.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi o fungo filamentoso da
linhagem Aspergillus niger mutante CCT 0916, pertencente
a colecdo da Embrapa Agroinduistria Tropical (Fortaleza,
CE). A cepa escolhida foi transportada em tubos de ensaio
contento solo estéril e estocados a -18 °C.

Meio de cultivo

Utilizaram-se o residuo da casca e o albedo do maracuja-
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), semimaduro, ad-
quirido na EMPASA (Empresa Paraibana de Abastecimento
e Servicos Agricolas) em Campina Grande, Paraiba, Brasil.
A casca e o albedo foram separados da polpa e secados em
estufa com circulacdo de ar a 55 °C, por aproximadamente
15 h. O residuo seco foi moido e armazenado em recipien-
tes de vidro herméticos, a temperatura ambiente.

Caracterizagdo

Realizaram-se, para a caracterizacdo do residuo, as ana-
lises de pH, cinzas, umidade, densidade aparente, densida-
de real, porosidade, distribuicdo granulométrica, aglcares
redutores, pectina e proteina.

A determinacéo de pH, cinzas e umidade, foi realizada
segundo metodologia descrita em Brasil (2005).

Para a densidade aparente foram pesados 100 g do mate-
rial em proveta, sem compactacdo, para determinacdo do
volume ocupado. Obteve-se o valor da densidade aparente
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mediante a aplicacdo da Eq. 1.

massa, g

densidade aparente = -
volume ocupado, cm

(1)

A densidade real do residuo seco foi determinada a partir
da relagdo entre a massa e o volume da amostra, através do
deslocamento de um liquido de 6leo de cozinha em proveta.

massd, g

densidade real = ——
! (V,- V), em® @)

A densidade real foi determinada pela Eq. 2.
A porosidade foi determinada conforme a Eq. 3 (Keey,
1991).

densidade aparente
densidade real

(3)

porosidade =1 —

Fez-se a distribuicdo granulométrica utilizando-se 100 g
do material colocados em conjunto de peneiras Produteste
com 14, 20, 24, 35, 48 e 60 mesh e agitados na frequéncia 9
do agitador mecénico, pelo tempo de 20 min, conforme a
NBR-7181 (ABNT, 1984).

Realizou-se a quantificacao dos grupos redutores com base
na reducdo do acido 3,5 dinitrosalicilico a 3-amino-5-nitro-
salicilico (DNS), simultaneamente com a oxidagdo do gru-
po aldeido do aglcar a grupo carboxilico. O procedimento
adotado foi o descrito por Miller (1959) com modificacGes
realizadas por Correia (2004).

A determinacdo de pectina foi baseada no procedimento
de Rangana (1979).

Determinou-se o teor de proteina através do método se-
mimicro Kjeldahl com adaptacdo para UV-visivel a 410 nm,
de acordo com a metodologia de Silva (1998).

Processo fermentativo

O processo foi realizado em Erlenmeyer de 250 mL con-
tendo 10 g do residuo Umido. A umidade inicial do meio foi
ajustada em 40% (b.u) o que representa uma atividade de
agua de 0,933. Realizou-se a suplementacéo do substrato com
a fonte adicional de nitrogénio através de sulfato de amonio
na concentracdo de 1,0% (m m™1). Os frascos erlenmeyers
foram fechados com tampéo de algodao envolvido com gaze
e autoclavados por 5 min a 0,5 atm. Os conidios foram ati-
vados em duas etapas, usando-se um meio basico composto
por pectina citrica (10 g L1), NaNO; (3 g L), KH,PO,
(1 gL™), MgSO, (0,5gL1), KCI (0,59 L1, FeSO,7H,0
(0,01 g L) e Agar-agar (20 g L) sendo transferidos do solo
para este meio com al¢a de platina e incubados por cinco
dias em estufa a 30 °C, este meio foi denominado primeiro
repique. Partindo-se deste repique, obteve-se o segundo re-
pigue. Os esporos do segundo repique foram utilizados para
obtencdo de grande quantidade de esporos no meio de sabu-
go de milho. Cada repique pdde ser mantido sob refrigera-
cdo por um periodo de quatro meses e, seguindo-se este pro-
cedimento, cada suspenséo de conidios no solo somente pode
ser usada 4 ou 5 vezes e depois descartada (Couri & Farias,

1995). Nos frascos de sabugo com esporos foram adiciona-
dos 40 mL de solugdo 0,3% v/v de Tween; ap0s agitacdo 0s
esporos foram transferidos para Erlenmeyer estéril com au-
xilio de gaze estéril. A quantificacdo da suspensdo obtida foi
feita através de contagem dos esporos em Camara de Neu-
bauer espelhada. O volume de suspensao de esporos adicio-
nado ao meio de fermentagdo foi ajustado de modo a se ter
um indculo de 107 esporos por g de substrato solido. A fer-
mentacdo ocorreu em estufa a 30 °C e umidade relativa con-
trolada a 60%. O controle da umidade relativa foi realizado
mediante a evaporacdo de agua contida em recipiente colo-
cado dentro da estufa, sendo o nivel de agua restabelecido
durante todo o processo. As amostras foram retiradas perio-
dicamente durante a fermentacdo em 0, 7, 22, 30, 44, 50,
66, 72 h, determinando-se a umidade, aclcares redutores
(AR), pH e atividade de PG de cada amostra.

Extragdo da enzima

Para a extracdo do complexo enzimatico, adicionaram-se
5,0 mL de tampé&o acetato 200 mM pH 4,5 a cada g de meio
fermentado. Apdés homogeneizacdo, os frascos erlenmeyers
foram mantidos durante 1 h em banho termostatico a 30 °C.
O extrato enzimatico bruto obtido foi filtrado em algodao
hidréfobo de uso farmacéutico e estocado em freezer.

Medida da atividade poligalacturonasica

A atividade poligalacturonasica foi estimada pela quanti-
ficacdo de substancias redutoras liberadas de solucéo 0,25%
(m vy de acido poligalactundnico em tampéo acetato
200 mM pH 4,5, formados ap6s 30 min de reacdo a 35 °C,
conforme Couri & Farias (1995). Uma unidade de atividade
poligalacturonasica foi definida como a quantidade de enzi-
ma que libera 1 umol de &cido galacturénico por minuto, nas
condicBes de reacdo. Os ensaios foram realizados em dupli-
cata e os resultados foram expressos em unidades de ativi-
dade por grama de meio Umido fermentado (U g1).

Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da
poligacturonase

Para o estudo de termoestabilidade, o extrato enzimatico
foi incubado nas temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80 e 90 °C, por 20 min e em seguida analisado quanto a sua
atividade poligalacturonasica. Para verificar o efeito do pH na
estabilidade da poligalacturonase a enzima foi extraida com
agua e incubada durante 24 h nos seguintes tampdes: 0,1 M
glicina-HCI para pH 2,5; tampéo acetato 200 mM para pH
entre 3,5-6,5; 0,1 M Tris-HCI para pH entre 7,5-8,5 e para a
faixa de pH entre 9,5-10,5 utilizou-se 0,1 M glicina-NaOH.
Realizaram-se, apds o periodo de incubacdo, os ensaios de
atividade poligalacturonasica. Os resultados foram expressos
em termos da atividade residual (%).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao do residuo seco do maracuja
A caracterizacdo do residuo seco da casca e do albedo do
maracuja estd apresentada na Tabela 1. As analises foram
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Tabela 1. Valores médios e desvio padréo dos parametros analisados
na caracterizagéo do residuo do maracuja em base seca

Parametros analisados Valor
Umidade 0,15 + 0,01
Cinzas (%) 6,33 £ 0,18
Proteina total (%) 5,72 + 0,34
Pectina (% pectato de célcio) 13,10 = 0,14
Acucares redutores (%) 11,71 = 0,46
Densidade aparente (g cm) 0,40 = 0,00
Densidade real (g cm) 1,25
Porosidade 0,66 = 0,50
pH 3,57 £ 0,20

realizadas em triplicata, com excecdo da densidade real e
porosidade que o foram apenas em um ensaio.

O residuo do maracuja apresentou teor de proteina total
superior ao de residuos de algumas frutas, como mangaba,
goiaba, acerola e umbu, de acordo com os dados de Abud
et al. (2007).

Dartora et al. (1999), estudando diversos fungos filamen-
tosos, inclusive Aspergillus niger na producdo de pectinases
e utilizando farelo de trigo como principal fonte de carbo-
no, observaram que, adicionando-se pectina na concentragéo
de 10% (m m), tem-se o valor Gtimo para que se perceba
um efeito de inducdo sobre a producdo da enzima.

Fontana et al. (2005) encontraram, produzindo PG por
Aspergillus niger em meio & base de farelo de trigo, que até
16% a pectina pode ser adicionada sem que seja observado
efeito de repressdo por parte deste componente na excrecdo
das pectinases pelo fungo produtor.

A literatura mostra que altas concentragdes de acUcares
no meio suprem a necessidade dos micro-organismos para
seu crescimento e a pectina no meio é pouco utilizada. Po-
rém, em condicdes restritivas de concentracédo de aclcares 0
metabolismo é direcionado para a quebra da molécula de
pectina, de modo que possa ser consumida, levando a altas
atividades pectinoliticas (Fawole & Odunfa, 2003).

Alcantara et al. (2007) caracterizaram o residuo do pe-
dinculo do caju para posterior producdo de pectinases; no
entanto, os autores sugeriram fazer o ajuste da concentracdo
de acUcar e pectina. Santos et al. (2008b) relatam a produ-
cdo de pectinases utilizando o mesmo substrato, porém sem
adicdo de fonte indutora ou ajuste no contetido de aclcar.
Quanto ao residuo de maracuja, este apresenta caracteristi-
cas favoraveis para a producdo de enzimas pectinoliticas e,
portanto, neste trabalho nao foi necessaria a adicdo de pec-
tina e aglicar ao meio.

Observa-se que o pH do residuo é acido (3,57 + 0,20), pos-
suindo as condic¢Bes de pH adequadas para a adaptagdo do
micro-organismo ao meio. Zheng & Shetty (2000), determi-
naram que o pH igual a 5,00 foi considerado 6timo para a
producdo de PG, por Lentinus edodes. Bueno et al. (2005)
sugerem a condicdo de pH 4,5 para a producdo de poliga-
lacturonase pelas linhagens de Aspergillus sp CFCF-0492,
Aspergillus sp CFCF-HCL1 e Aspergillus sp CFCF-CC1, iso-
ladas do solo.

A distribuicdo granulométrica do residuo seco mostra que
a maioria das particulas teve tamanho entre 20 e 35 mesh, o
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que corresponde a particulas entre 0,42 e 0,85 mm (Figura 1).
Particulas de tamanho reduzido oferecem maior area super-
ficial ao ataque microbiano, mas, a0 mesmo tempo, tendem
a se compactar facilmente, comprometendo a respiracédo e a
aeracdo do sistema (Souza et al., 2007).
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Figura 1. Distribuicdo granulométrica do residuo seco do maracuja

Quando distribuidas nos reatores para a realizacdo da FES,
as particulas maiores promovem mais espago interparticu-
las diminuindo, porém, o rendimento da absorcgéo dos nutri-
entes pelo micro-organismo. Segundo Pinto et al. (2006), o
substrato ndo deve apresentar aglomeracdo das suas parti-
culas individuais para que o ar necessario ao desenvolvimen-
to microbiano atravesse 0s espacos vazios do meio.

Apenas 10% das particulas apresentaram tamanho menor
que 0,25 mm; Esta caracteristica parece repercutir na alta
porosidade encontrada, o que favorece a aeracdo do sistema
disponibilizando o oxigénio necessario ao desenvolvimento
do micro-organismo. Além do tamanho das particulas, a
porosidade esta relacionada com a densidade real do residuo
(1,25 g cm™3). A densidade aparente de 0,401 g cm= revela
que o residuo tende a ndo se compactar completamente ge-
rando espacos vazios entre as particulas do residuo, neces-
sarios a respiracdo e metabolismo.

A Figura 2 mostra o comportamento das varidveis anali-
sadas na producédo de poligalacturonase, com condicdes ini-
ciais de 40% de umidade e 1,0% de nitrogénio.
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Figura 2. Acompanhamento do processo de fermentagdo semi-sélida por
Aspergillus niger do residuo seco do maracuja no tempo
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O pH apresentou-se constante durante as 72 h de fermen-
tacdo, assim como a umidade. Entre 7 e 22 h de cultivo ob-
serva-se acimulo de acUcares redutores no meio. A veloci-
dade de hidrdlise de outros carboidratos, por exemplo a
pectina, parece ser maior que a velocidade de consumo de
acucares redutores pelo Aspergillus niger. Este fato pode ser
consequéncia do ambiente menos favoravel ao seu desenvol-
vimento, levando a hidrélise e disponibilidade de aclcares
mais facilmente metabolizados.

A producdo de PG comega a partir de 7 h de fermentacéo
e atinge um pico de atividade igual a 20,9 U g1 em 66 h de
processo. Santos et al. (2008a) alcangcaram, estudando a pro-
ducdo de poligalacturonase por fermentacdo semi-solida e
utilizando pedtnculo de caju como substrato, 10,1 U g para
uma umidade inicial de 40% e a concentracdo da fonte de
nitrogénio igual a 1%. Botella et al. (2007) observaram o
efeito da umidade inicial e a suplementacdo com uma fonte
de carbono na producgdo de pectinase e xilanase por Asper-
gillus awamori, com polpa de uva como substrato. A maxi-
ma producdo foi de aproximadamente 40 U mL-1 em 48 h de
cultivo. Santos et al. (2008b) destacam que a umidade inici-
al do meio ¢ a variavel mais importante para o processo de
producdo de pectinases.

O efeito da temperatura e pH na estabilidade da poligalac-
turonase do extrato enzimatico bruto obtido por cultivo do
fungo em 44 h de fermentacéo, é apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Efeitos na estabilidade da poligalacturonase produzida por
FSS quando incubadas (A) durante 20 min temperatura de 10-90 °C e,
(B) durante 24 h em tamp&es com pH variando entre 2,5 a 10,5

A poligalacturonase produzida foi estavel até temperatu-
ras de 50 °C, apresentando 75% da atividade maxima nas
condicBes padrdo de pH 4,5 e temperatura de 35 °C. No en-
tanto, foi completamente desativada quando incubada em
temperaturas acima de 70 °C, durante 20 min. Esses resul-
tados se aproximam dos encontrados por Zheng & Shetty
(2000), em que a PG produzida apresentou boa termoestabi-
lidade em temperaturas até 50 °C.

A PG mostrou-se estavel entre o pH 3,5 e 5,5; no entan-
to, foi instavel em pH acima de 6,5. Zheng & Shetty (2000)
conseguiram uma PG estavel ao pH 6,5 e valores de pH ele-
vados, acima de 9,0, a enzima tornou-se bastante instavel.

Naidu & Panda (2003) demonstraram gue enzimas pecti-
noliticas presentes no extrato bruto sdo mais estaveis que
enzimas parcialmente purificadas, fato este devido a intera-
cdo entre outras enzimas e proteinas secretadas pelos micro-
organismos no meio e/ou combinacdo dessas duas hipdteses.

Tari et al. (2008) concordam que a poligalacturonase pre-
sente no extrato bruto é mais estavel do que a enzima puri-
ficada e ressaltam, ainda, que caracterizando-se a amostra
bruta, percebe-se a agdo colaborativa de diferentes enzimas
pectinoliticas, pode aumentar o rendimento do processo de
extracdo ou clarificacdo na industria de sucos de frutas.

CONCLUSOES

1. E possivel produzir poligalacturonase utilizando-se o
residuo seco do maracuj, tendo em vista os niveis de pecti-
na e aglcar encontrados nesse substrato

2. Nas condic0es iniciais de 40% de umidade e 1,0% da
concentracdo da fonte de nitrogénio, a atividade de PG al-
cangou 20,9 U g1 apds 66 h de processo.

3. A poligalacturonase produzida apresentou boa estabi-
lidade até temperaturas de 50 °C, apresentando 75% da ati-
vidade maxima a pH 4,5 e temperatura de 35 °C e estabili-
dade entre pH de 3,5 a 5,5.
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