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“Tudo tem o seu tempo determinado, e hd tempo para todo o propésito debaixo
do céu.

H4 tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e tempo de arrancar o
que se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar, e tempo de edificar;
Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo de dancar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de abracar, e tempo
de afastar-se de abracar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo de langar fora;
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de falar;
Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz.

Que proveito tem o trabalhador naquilo em que trabalha?

Tenho visto o trabalho que Deus deu aos filhos dos homens, para com ele os
exercitar.

Tudo fez formoso em seu tempo; também pos o mundo no coragdo do homem,
sem que este possa descobrir a obra que Deus fez desde o principio até ao fim.
Ja tenho entendido que ndo hé coisa melhor para eles do que alegrar-se e fazer
bem na sua vida;

E também que todo o homem coma e beba, e goze do bem de todo o seu
trabalho; isto € um dom de Deus.

Eu sei que tudo quanto Deus faz durard eternamente; nada se lhe deve
acrescentar, e nada se lhe deve tirar; e isto faz Deus para que haja temor diante
dele.

O que é, ja foi; e o que ha de ser, também ja foi; e Deus pede conta do que
passou.

Vi mais debaixo do sol que no lugar do juizo havia impiedade, e no lugar da
justica havia iniquidade.

Eu disse no meu coracdo: Deus julgard o justo e o impio; porque hd um tempo



para todo o propdsito e para toda a obra.

Disse eu no meu coragao, quanto a condi¢@o dos filhos dos homens, que Deus os
provaria, para que assim pudessem ver que Sa0 em Si mesmos como 0s animais.
Porque o que sucede aos filhos dos homens, isso mesmo também sucede aos
animais, € lhes sucede a mesma coisa; como morre um, assim morre o outro; €
todos tém o mesmo folego, e a vantagem dos homens sobre os animais nfo é
nenhuma, porque todos sdo vaidade.

Todos vao para um lugar; todos foram feitos do pd, e todos voltardo ao pé.

Eclesiastes 3:1-20



RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo geral de utilizar a casca de café
(seca e melosa) como substrato e como fonte de pectina para a obtencdo de
enzimas pectinoliticas. Os objetivos especificos foram caracterizar o residuo,
selecionar fungos quanto a producdo de pectinases em meio sdlido, avaliar a
atividade enzimadtica pelo processo de fermentacdo em estado sélido e comparar
a atividade enzimdtica produzida pelos fungos frente a atividade de enzima
comercial. Foram utilizados 34 fungos para o teste semiquantitativo em placas
de Petri com pectina como tunica fonte de carbono, em que a solucdo de lugol
revelou os maiores halos para a produgdo de pectinases, dos quais foram
selecionados sete isolados. Em seguida, estes isolados foram submetidos ao
processo de fermentacdo em estado sélido, no intuito de avaliar a atividade
enzimdtica quanto a obteng¢do das enzimas pectinoliticas: pectina metilesterase
(PME), pectina liase (PL), exo-poligalacturonase (Exo-PG) e endo-
poligalacturonase (Endo-PG). Foram avaliados trés tempos de fermentagao (48,
96 e 168 horas). O experimento foi conduzido em um delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC) e a andlise de varidncia em
esquema fatorial na parcela, sendo 2 substratos x 6 isolados. Dos
microrgansimos testados quanto ao potencial para a producdo de pectinases em
meio sélido, os que apresentaram indices enzimaticos < 2,00 foram trés isolados
de Cladosporium cladosporioides, Trichoderma viride, Penicillium roqueforti e
Rhizopus stolonifer. Com relagdo & producdo das enzimas pectinoliticas
estudadas, observou-se interacdo tripla significativa entre os fatores substrato,
tempo e isolados. O isolado R. stolonifer apresentou maior atividade enzimética
de PME no substrato casca melosa (138,00 U/g) e no substrato casca seca (99,00
U/g), no periodo de 168 horas. Quando comparados com a enzima comercial
(58,17 Ul/g), estes isolados apresentaram maior atividade enzimadtica. O isolado
C. cladosporioides apresentou maior atividade enzimadtica de PL (898,67 U/g)
no substrato casca seca, no periodo de 168 horas. O isolado P. roqueforti
apresentou maior atividade enzimdtica de PL (418,67 U/g) no substrato casca
melosa, no periodo de 96 horas. Quando comparados com a enzima comercial
(2.169,35 U/g), nenhum dos isolados analisados produziu atividade enzimatica
superior a esta. O isolado C. cladosporioides apresentou maior atividade
enzimdatica de Exo-PG no substrato casca melosa (3,10 U/g) e no substrato casca
seca (0,98 U/g), no periodo de 96 horas. Maiores atividades enzimdticas foram
encontradas pelos fungos analisados, quando comparados com a enzima
comercial (0,16). O isolado T. viride apresentou maior atividade enzimdtica de
Endo-PG (29.632 U/g) no substrato casca seca, no periodo de 168 horas. O
isolado R. stolonifer apresentou maior atividade enzimitica de Endo-PG
(29.282,50 U/g), no periodo de 168 horas. Quando comparado com a enzima



comercial, maior atividade enzimdtica foi constatada por este isolado frente a
enzima comercial (21.730,50 U/g). A casca de café seca e melosa pode ser
considerada bom substrato e fonte para a obtencdo de enzimas pectinoliticas. A
reduc@o na quantidade do residuo variou de 15,00% a 24,14%, na casca seca e
de 33,10% a 48,39%, na casca melosa.

Palavras-chave: Residuos agricolas. Pectina metilesterase. Pectina liase. Exo-
poligalacturonase. Endo-poligalacturonase.



ABSTRACT

This study was carried out with the overall goal of using coffee
pulp/hulls (dried and sticky) as a substrate and as a source of pectin for
obtaining pectinolytic enzymes. The specific aims were to characterize the
coffee waste, select fungi in regard to production of pectinases in a solid
medium, evaluate the enzymatic activity through the fermentation process in a
solid state and compare the enzymatic activity produced by the fungi compared
to commercial enzyme activity. A total of 34 fungi were used for the semi-
quantitative test in Petri dishes with pectin as the sole source of carbon, in which
Lugol’s solution exhibited the largest halos for pectinase production, from which
seven isolates were selected. These isolates were then subjected to the solid state
fermentation process for the purpose of evaluating enzymatic activity in regard
to obtaining pectinolytic enzymes: pectin methylesterase (PME), pectin lyase
(PL), exo-polygalacturonase (Exo-PG) and endo-poligalacturonase (Endo-PG).
Three fermentation times were evaluated (48, 96 and 168 hours). The
experiment was conducted in a completely randomized experimental design
(CRD) and analysis of variance in a factorial arrangement in the plot with 2
substrates and 6 isolates. Of the microorganisms tested in regard to potential for
pectinase production in a solid medium, those that exhibited enzymatic indices <
2.00 were three isolates of Cladosporium cladosporioides, Trichoderma viride,
Penicillium roqueforti and Rhizopus stolonifer. In relation to the production of
the pectinolytic enzymes studied, a significant three-way interaction was
observed among the substrate, time and isolate factors. The isolate R. stolonifer
exhibited greater enzymatic activity of PME in the sticky pulp substrate (138.00
U/g) and in the dried pulp substrate (99.00 U/g) in the period of 168 hours.
When compared to the commercial enzyme (58.17 U/g), these isolates exhibited
greater enzymatic activity. The isolate C. cladosporioides exhibited greater
enzymatic activity of PL (898.67 U/g) in the dried pulp substrate in the period of
168 hours. The isolate P. roqueforti exhibited greater enzymatic activity of PL
(418.67 U/g) in the sticky pulp substrate in the period of 96 hours. None of the
isolates analyzed produced greater enzymatic activity as compared to the
commercial enzyme (2,169.35 U/g). The isolate C. cladosporioides exhibited
greater enzymatic activity of Exo-PG in the sticky pulp substrate (3.10 U/g) and
in the dried pulp substrate (0.98 U/g) in the period of 96 hours. Greater
enzymatic activities were found by the fungi analyzed when compared to the
commercial enzyme (0.16). The isolate 7. viride exhibited greater enzymatic
activity of Endo-PG (29,632 U/g) in the dried pulp substrate in the period of 168
hours. The isolate R. stolonifer exhibited greater enzymatic activity of Endo-PG
(29,282.50 U/g) in the period of 168 hours. Greater enzymatic activity was
observed for this isolate when compared to the commercial enzyme (21,730.50



U/g). Dried and sticky coffee pulp may be considered a good substrate and
source for obtaining pectinolytic enzymes. Reduction in the quantity of waste
ranged from 15.00% to 24.14% in dried pulp and from 33.10% to 48.39% in
sticky pulp.

Keywords: Agricultural waste. Pectin methylesterase. Pectin lyase. Exo-
polygalacturonase. Endo-polygalacturonase.
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1 INTRODUCAO

Os processos biotecnolégicos tém conquistado lugar de destaque no
desenvolvimento mundial, exibindo caracteristicas econdmicas e operacionais
que conferem vantagens em relacdo aos processos quimicos convencionalmente
utilizados. O uso desses processos possibilita a produgdo de um grande nimero
de metabdlitos de interesse industrial, incluindo enzimas, as quais podem ser
obtidas a partir de residuos agroindustriais que podem ser encontrados em
abundancia no Brasil, contribuindo, assim, para a redugdo de problemas
ambientais (MACIEL, 2006).

A utiliza¢do de enzimas nas inddstrias é indispensdvel, pois, por meio
dela, pode-se melhorar a qualidade de um produto ou tornar mais facil a
obtencdo do mesmo. Essa capacidade deve-se ao fato de que as enzimas atuam
sobre as substancias que compdem um determinado produto, havendo, para cada
substancia, enzimas especificas que a degradam (LIMA et al., 2001). O uso de
residuos agricolas como fonte de energia renovdvel tem colaborado para o
desenvolvimento industrial e a preservacdo do meio ambiente (BENEDETTI,
2009).

As enzimas podem ser de origem animal, vegetal e microbioldgica
(PANDEY et al, 2005). Economicamente, as enzimas sio metabdlitos
comerciais importantes, produzidas a partir de microrganismos de diferentes
géneros e espécies. Estas enzimas t€ém uma infinidade de utilidades no cotidiano,
com emprego na industria de alimentos, de tecidos e de farmacos, e em
tratamentos industriais e ambientais, entre outros (FERNANDEZ, 2009).
Pectinases constituem um grupo de enzimas que catalisam a degradacdo de
polimeros pécticos (KHAN; NAKKEERAN; UMESH-KUMAR, 2013). Elas
tém importincia significativa na atual era da biotecnologia, com suas

abrangentes aplicacdes na extragdo e clarificacdo de suco de frutas, na lavagem
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de algoddo, na degomagem de fibras vegetais, no tratamento de dgua residudrias,
na extracdo de 6leo vegetal, na fermentacdo de chd e café, no branqueamento de
papel, nos aditivos na alimentacdo de aves e na industria de bebidas alcodlicas e
de alimentos (JAYANI, SAXENA; GUPTA, 2005).

A fermentacdo em estado s6lido tem recebido mais atencdo, por parte
dos pesquisadores, uma vez que em varios estudos tem sido demonstrado que
este processo pode conduzir a rendimentos mais elevados e produtivos ou
apresenta produtos com melhores caracteristicas do que fermentagdo submersa.
O baixo volume de dgua utilizado na fermentagdo em estado sélido tem grande
impacto sobre a economia do processo, principalmente devido ao pequeno
tamanho dos fermentadores, a reducdo na agitacdo e a menores custos de
esterilizacdo (PANDEY, 2003; HOLKER; LENZ, 2005; NIGAM; GUPTA;
ANTHWAL, 2009).

Com a ampla diversidade de residuos agroindustriais e, principalmente,
com a grande quantidade de casca de café que é gerada durante o seu
processamento, estes residuos podem ser utilizados como substrato para a
producdo de diversas enzimas. Os fungos tém grande capacidade de produzir
uma ampla variedade de enzimas, quando cultivados em meios sélidos a base de
residuos agroindustriais.

De acordo com o exposto, este estudo foi realizado com o objetivo geral
de utilizar a casca de café (seca e melosa) como substrato ¢ como fonte de
pectina para a producdo de enzimas pectinoliticas. Os objetivos especificos
foram caracterizar o residuo (casca seca e a casca melosa); selecionar fungos
quanto a producdo de pectinases em meio sélido semiquantitativo; avaliar a
atividade enzimética: pectina metilesterase, pectina liase, exo-poligalacturonase
e endo-poligalacturonase pelo processo de fermentacdo em estado sdlido e
comparar a atividade enzimdtica produzida pelos fungos frente a atividade de

enzima comercial.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aproveitamento de residuos agricolas

No cendrio global, a contamina¢do do meio ambiente tem aumentado
devido ao uso de produtos quimicos em diversas aplicacdes industriais. Por isso,
tem-se investido em pesquisas que possam melhorar o ambiente e promover
tecnologias de baixo custo. Além disso, os residuos agricolas e agroindustriais
sdo empregados como fontes de energia ndo somente para criar um ambiente
limpo, mas também tornar o solo fértil e proveitoso, melhorando, assim, a
propriedade e a produgdo agricola e, consequentemente, mantendo o equilibrio
ecoldgico e a biodiversidade (NINAWE; KUHAD, 2005).

Os principais componentes dos residuos agricolas sdo celulose, amido,
lignina, xilana e pectina. Estes materiais t€m atraido considerdvel aten¢cdo como
matéria-prima alternativa e fonte de energia, uma vez que estdo disponiveis em
abundancia (ANTRANIKIAN, 1992). Estes componentes podem ser submetidos
ao processo de hidrdlise enzimética por microrganismo, liberando carboidratos
que sdo utilizados como fontes de energia e carbono. Esse processo degradativo
¢ de fundamental importancia bioldgica e industrial (BENEDETTI, 20009).
Vérios microrganismos sdo capazes de utilizar essas substancias como fonte de
carbono, produzindo vasta gama de enzimas em diferentes nichos ambientais
(ANTRANIKIAN, 1992).

Atualmente, os conceitos de minimizagao, recuperacio e aproveitamento
de subprodutos estdo sendo cada vez mais difundidos (SANTOS, 2007). Estima-
se que aproximadamente 4x10° toneladas de celulose sejam formadas por ano,
no entanto, o seu montante na terra ndo se acumula devido a presenca de fungos

e bactérias que eficazmente degradam os materiais da parede celular vegetal
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(ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005). Estes microrganismos desempenham um
papel fundamental na reciclagem de carbono que volta para o ecossistema.

O promissor mercado de enzimas vem substituindo o uso de substincias
quimicas em diversos processos industriais e movimenta cerca de US$ 10
bilhdes, em todo o mundo. Atualmente, a quase totalidade das enzimas
utilizadas em processos industriais no Brasil provém de importacdes. Em 2011,
o pafs importou cerca de 10 mil toneladas do produto, utilizando recursos que
ultrapassaram os US$ 120 milhdes de délares (RAMOS, 2012; BRASIL, 2012
apud CARVALHO et al., 2012).

O Brasil tem potencial para produzi-las e isso pode ser evidenciado pela
grande diversidade bioldgica, ainda pouco explorada, que serviria como fonte
para a obtencdo de novos organismos produtores de enzimas de interesse
industrial e pela abundancia de matéria organica (residuos agricolas, como a
palha de arroz, o bagaco de cana, dentre outros), que constitui substrato de baixo
custo para as fermentagcdes (BON; FERREIRA; CORVO, 2008).

E possivel efetuar a extracio de pectinases a partir de subprodutos
originados nas industrias de alimentos. Com isso, podem-se reduzir os custos de
produgdo, além de representar uma alternativa de lucro (HOONDAL et al.,
2002; RESENDE et al.,, 2004; PELIZER; PONTIELI; MORAES, 2007;
UENOIJO; PASTORE, 2007).

A industria brasileira de sucos gera grandes quantidades de residuos
agroindustriais (cascas e bagacgos). Estes residuos, formados, principalmente, por
celulose e pectina, constituem uma alternativa barata e vantajosa para a
producdo de enzimas, incluindo as pectinases (SANTI, 2005).

No Brasil, desde 1986, uma série de projetos de pesquisas para agregar
valor a produtos agricolas e a subprodutos tropicais utilizando a fermenta¢ao em
estado sélido foi desenvolvida devido a grande quantidade de residuos agricolas

gerados no pais (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). Devido ao baixo custo
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dos substratos, a producdo de enzimas microbianas tem resultado em um
processo econdmico e promissor (HEERD et al, 2012). Os processos
fermentativos que empregam residuos agroindustriais constituem um dos
métodos mais utilizados para a producdo de enzimas, pelo qual os
microrganismos retiram do meio em que estdo acondicionados os materiais
necessarios para a subsisténcia e, a0 mesmo tempo, liberam nele substancias que
poderdo ser empregadas em processos industriais. Dentre o0s processos
fermentativos utilizados, t€ém-se a fermentagdo submersa e a fermentacdo em
estado solido (FEITOSA, 2009).

A natureza do substrato sélido utilizado é um fator muito importante que
afeta o processo de fermentacdo em estado sélido e a selecido depende de varios
fatores, principalmente o custo e a disponibilidade e, assim, envolve a selec@o de
vérios residuos agroindustriais. No processo de fermentacdo em estado sdlido, o
substrato ndo s6 fornece os nutrientes da cultura, mas também serve como
suporte para as células microbianas (PANDEY et al., 2000a; COUTO;
SANROMAN, 2006). O substrato que fornece todos os nutrientes necessarios
para o crescimento de microrganismos deve ser considerado um substrato ideal.
No entanto, alguns nutrientes podem estar disponiveis em G6timas concentragdes
ou, até mesmo, podem ndo estar presentes em alguns substratos (PANDEY et
al., 2000a).

Os materiais sé6lidos utilizados na fermentacdo em estado sélido (FES)
devem possuir particulas de porosidade e tamanho adequado, para facilitar a
acessibilidade e a penetracdo do organismo no substrato, proporcionando um
crescimento microbiano na interface sélido/gds e levando a altas taxas de
processos bioquimicos. Geralmente, as particulas muito pequenas de substrato
fornecem uma drea maior de superficie para o ataque microbiano. Mas, se elas
forem demasiadamente pequenas, pode resultar na aglomeracdo do substrato, o

que dificulta o crescimento do microrganismo. Ao mesmo tempo, particulas
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maiores fornecem eficente aeracdo, mas uma superficie limitada ao ataque
microbiano (PANDEY et al.,, 1999; PANDEY et al., 2000a). Além disso, a
matriz s6lida ndo deve ser contaminada e o microrganismo utilizado para o
processo de fermentacdo deve ser capaz de absorver as fontes nutricionais, como
carboidratos (celulose, amido, actcares), nitrogénio (amdnia, ureia, peptideos) e
sais minerais (PANDEY, 1991; RAIMBAULT, 1998).

Pesquisas sobre a selecdo de substratos adequados para fermentacdo em
estado sélido t€m se centralizado em residuos agroindustriais tropicais. Esses
residuos incluem farelo e palha de trigo e arroz, casca de soja, milho e arroz,
bagaco de cana-de-agticar e mandioca, residuos industrais do processamento de
café, tais como polpa, casca e borra de café; residuos industrais de
processamento de frutas, tais como bagaco de maca e de uva, e residuos de
abacaxi, entre outros (PANDEY et al., 2000a). Farelo de trigo, farelo de arroz,
bagaco de cana, sabugo de milho e bagaco de mac¢d sdo, geralmente,
considerados os melhores substratos para processos de fermentacdo em estado
s6lido (PANDEY et al., 1999).

A seleg@o correta do substrato sélido € de grande importancia para uma
producdo eficiente e econdmica do composto de interesse. Os rendimentos da
producdo dos metabdlitos secundérios podem ser melhorados com uma escolha
apropriada do substrato ou com a mistura de substratos com nutrientes
adequados (NIGAM, 2009).

A opc¢do por estes materiais agroindustriais deve-se ao fato de eles
apresentarem as seguintes caracteristicas: sdo recursos renovaveis, sua producio
depende de outra atividade produtiva e, muitas vezes, ¢ um subproduto ou
produto secunddrio. Sdo produzidos em grande quantidade e, normalmente,
constituem um problema localizado, quando considerados rejeitos ou descarte
industrial, que necessitam de algum tratamento ou alguma aplicagdo

(SINGHANIA; SOCCOL; PANDEY, 2008).
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2.1.1 O café e seus residuos

A primeira estimativa da producdo de café (ardbica e conilon) para a
safra 2013 indica que o pais deverd colher entre 46,98 e 50,16 milhdes de sacas
de 60 kg do produto beneficiado. Este resultado representa uma reducido entre
7,6% e 1,3%, quando comparada com a producio obtida em 2012. Essa redugao
se deve ao ano de baixa bienalidade (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2013).

Existem duas formas de processamento do café: por via imida e por via
seca. O processamento por via seca € uma técnica mais simples e comum. Neste
processo, os frutos sdo secos ao sol ou em secadores artificiais e levados a uma
maquina descascadora para a remocao da casca seca que envolve os graos de
café, que € o produto de interesse econdmico (OLIVEIRA et al., 2001; VILELA
et al., 2001).

Por sua vez, o processamento por via umida pode ocorrer por trés
diferentes caminhos distintos: o descascado, quando apenas a casca e parte da
mucilagem sdo retiradas; o desmucilado, quando se removem a casca e,
posteriormente, a mucilagem mecanicamente e o despolpado, quando se
removem a casca mecanicamente e a mucilagem por fermentacio (BOREM,
2004). Dependendo do método de processamento de café cereja, seco ou imido,
os residuos sélidos obtidos sdo denominados casca ou polpa, respectivamente
(PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000). A composicdo da polpa de café
difere da composic¢ao da casca, embora a natureza dos compostos presentes em
ambos residuos seja muito semelhante. Pode haver diferenca na composi¢io
percentual dos componentes, dependendo do modo de processamento e da
eficiéncia, da variedade de culturas e das condi¢gdes de cultivo, como, por
exemplo, o tipo de solo, entre outras (SINGHANIA; SOCCOL; PANDEY,
2008).
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No Brasil, a forma mais comum de processamento pds-colheita é a via
seca, sendo o fruto do 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. Nos paises da América
Central, México, Colombia, Quénia e Africa do Sul, o café no estagio fisioldgico
denominado cereja € preparado por via umida, sendo despolpado antes da
secagem, resultando em residuos formados por mucilagem e polpa (ndo contém
pergaminho, pois este adere ao fruto) (OLIVEIRA, 1999).

A atividade de separacdo hidrdulica, ou lavagem, do café e o
descascamento de frutos sdo geradores de grandes volumes de residuos sélidos
(casca, pergaminho) ou liquidos (dgua residudrias), ricos em material organico e
inorgénicos que, se dispostos no meio ambiente sem tratamento, podem causar
grande problemas ambientais, como degradacdo ou destruicdo da flora e da
fauna, além de comprometer a qualidade da dgua e do solo (MATOS, 2008). Em
geral, na cultura do café, os principais residuos sio casca, polpa, mucilagem e
dgua residual (ROJAS et al., 2002; DIAS et al., 2014).

Existem dois tipos de casca de café resultantes do tipo de grdo colhido e
do processamento: a casca de café melosa e a casca de café seca. A casca de café
melosa tem como peculiaridade, em relac@o a casca de café seca, a auséncia de
um componente fibroso, o pergaminho (OLIVEIRA, 2001).

Segundo Elias (1979), a polpa de café obtida durante o processamento
umido representa, em base seca, 29% do peso do fruto inteiro. No processo de
beneficiamento a seco dos grios de café, cerca de 50%, em massa, deles sdo
considerados residuos (BRAHAN; BRESSANI, 1978). Portanto, é grande a
quantidade de residuos gerados durante o processamento. Esse residuo
praticamente ndo é aproveitado, sendo deixado em pilhas perto das fazendas e
causando um grande problema ambiental. A polpa do café e a casca cont€ém

cafeina, taninos e matéria organica, tornando-se poluentes quando descartados
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no meio ambiente. Uma possibilidade de aproveitamento da casca de café ¢é
como meio de cultivo para microrganismos, na producdo de diferentes
metabdlitos ou biomassa (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

As cascas de café contém, aproximadamente, em % baseada no peso
seco, 55% de carboidratos, 10% de proteinas, 2% de gorduras, 4,5% de taninos,
1,3% de cafeina e 12% de pectina (PANDEY; SOCCOL 1998; PANDEY et al.,
2000b).

A camada mucilaginosa dos frutos de café é composta, em sua maioria,
de substancias pécticas. A presenca de pectina na camada mucilaginosa constitui
sério obstdculo para a rdpida secagem da semente, sendo também um meio
favordvel ao desenvolvimento de microrganismos. O excesso da acdo de
microrganismos pode alterar o flavor e o valor comercial do café produzido. A
fermentacdo decompde a camada mucilaginosa em poucas horas, devido a uma
rdpida acdo da microbiota e de enzimas pectinoliticas. Estas enzimas estdo
amplamente distribuidas na natureza e seu substrato, a pectina, sao
polissacarideos complexos, localizados, principalmente, na lamela média, entre
células dos tecidos de plantas superiores. Bactérias e fungos s@o conhecidos por
produzirem enzimas pectinoliticas, provocando perdas no campo e na pds-
colheita (PAULA, 2001).

O café, ap6és o processo de limpeza, sofre, entdo, o processo de
descascamento, em descascadores de percussdo ou fricgdo. Nestas maquinas, o
café em “coco” € impulsionado violentamente pela rotacdo de um cilindro
horizontal contra laminas de aco. Dessa forma, os tecidos do epicarpo
mesocarpo e do endocarpo que o envolviam sdo quebrados e, em consequéncia,
separam-se das sementes. A separacdo das cascas € feita por ventilagdo, que as
langa para fora, em montes ou depdsitos préprios fora do armazém. Esta casca
constitui o principal residuo da industrializacdo do café, representando cerca de

50%, em massa, do mesmo. O café descascado é selecionado, embalado e
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enviado para a inddstria de torrefacdo e de fabricacdo de café soluvel
(MATIELLO, 1991). Tradicionalmente, a casca e polpa de café s6 encontram
uso em poucas aplicacdes, como fertilizantes, composto e racdo de animais de
granja. Essas aplica¢des utilizam apenas uma fracdo dos residuos disponiveis
(PANDEY et al., 2001).

Tem-se estudado a possibilidade de sua utilizag@o para a alimentacdo de
gado, devido a sua composicdo quimica. A maior dificuldade é a presenca de
compostos antifisiolégicos, como cafeina e taninos, que podem causar
transtornos estomacais nos animais. Portanto, uma ensilagem torna-se necessaria
para a eliminacdo destes compostos. Dessa forma, trabalhos vém sendo
realizados, no sentido de detoxificar a casca (ou a polpa) do café por meio de
processos de fermentacdo no estado sélido, utilizando-se microrganismos que
metabolizem os compostos téxicos, empregando-os em seu crescimento. Os
principais microrganismos estudados sdo dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Rhizopus, chegando-se a reducdes de 100%, 98% e 87% de cafeina,
respectivamente (BRAND et al., 2000; BRAND et al., 2001; BRAND et al,,
2002).

E constante o esforco para utilizar residuos em bioprocessos, seja na
forma de suporte e/ou de substrato. Entretanto, a sele¢do adequada do substrato é
de fundamental importincia para o sucesso de qualquer tipo de fermentacdo
(PANDEY; SOCCOL, 1998).

Outras aplicacdes da casca de café podem ser citadas, como
compostagem, cultivo de cogumelos, ensilagem, combustivel e geracdo de
energia, recuperacdo de pectinas, de fendlicos e de outros compostos (DIAS et

al., 2014).
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2.2 Enzimas

As enzimas foram descobertas na segunda metade do século XIX e,
desde entdo, tém sido extensivamente empregadas em diversos processos
industriais (HOONDAL et al., 2002), utilizadas para catalisar inimeras reacdes
ha muito tempo, pois se sabe que a producdo de vinho, pdo e queijo, por
exemplo, antecede os tempos biblicos, embora naquela época nio se conhecesse
tdo profundamente o mecanismo das reagbes envolvidas no processo de
producdo desses produtos (HARGER; SPRADA; HIRATSUKA 1982; SPIER,
2005; WEINGARTNER, 2010).

Elas formam um grupo de componentes biolégicos com atividade intra
e/ou extracelular que tém fungdes catalisadoras de reagdes quimicas ou
bioquimicas, sendo parte principal dos processos metabdlicos das células. Essas
propriedades metabdlicas das enzimas as tornam adequadas para aplicacdes
industriais, encontrando emprego nos mais diversos processos, destacando-se as
industrias farmacéuticas e alimenticias (COWIESON; HRUBY; PIERSON,
2006).

As enzimas tém importante papel na producdo de vérios produtos,
principalmente em processos biocataliticos, aplicados nas industrias alimenticias
e de bebidas. Uma das vantagens da enzima € a grande especificidade de acéo,
condi¢des simples para a catdlise de reacdes e diversidade de processos passiveis
de serem realizados em relacdo a catalisadores quimicos. A possibilidade de
obtencdo de fontes microbianas é outra caracteristica importante, levando a uma
grande disponibilidade, comparativamente a outras fontes, como tecidos animais
(PSZCZOLA, 2001). A desvantagem do uso das enzimas na aplicacio industrial
se deve ao alto custo para isolar e purificar, além de sua recuperagdo do meio

reacional no final do processo catalitico (MORANA et al., 2006).
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As enzimas podem ser de origem animal, vegetal e microbioldgica,
sendo esta ultima a fonte mais recorrida na obteng@o de enzimas para aplicagéo
biotecnoldgica, devido aos menores custos, além da possibilidade de producio

em larga escala (PANDEY et al., 2005).

2.3 Enzimas microbianas

Os microrganismos sdo as principais fontes de enzimas industriais,
devido, especialmente, a grande variedade de atividades cataliticas, a
possibilidade da producdo de enzimas por processos fermentativos em grande
escala com regularidade necessdria e a simplicidade dos requerimentos
nutricionais. Muitas enzimas, entretanto, ainda sdo extraidas de tecidos animais
e vegetais, sendo sua producdo influenciada pela sazonalidade dessas fontes
(BOM; FERRARA; CORVO, 2008).

As enzimas microbianas comerciais estdo substituindo cada vez mais os
catalizadores quimicos convencionais, em muitos processos industriais. As
enzimas t€m vdrias vantagens sobre os catalisadores quimicos, incluindo a
capacidade de funcionar sob condi¢cdes moderadas de temperatura, pH e pressao
(WAITES et al., 2001).

A classificagdo das enzimas baseia-se num sistema originalmente
estabelecido pela comissdo da Unido Internacional de Bioquimica (1979). H4
seis principais classes, agrupadas de acordo com o tipo de reagcdo que catalisam

(WAITES et al., 2001) e que sdo:

Classe 1  Oxidorredutases: catalisam a oxidacdo/reducdo das reacdes,
transferem atomos de H, atomos de O ou elétrons.
Classe 2 Transferases: catalisam a transferéncia de um grupo de molécula

para outra.
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Classe 3 Hidrolases: catalisam a hidr6lise, a clivagem de ligacdes por adi¢io
da molécula de dgua.

Classe 4  Liases: catalisam a clivagem de liga¢cdes, por meio da hidrélise ou
da oxidagao.

Classe 5  Isomerases: catalisam rearranjos estruturais de moléculas.

Classe 6  Ligases ou sintetases catalisam a formag@o de novas cadeias, por

exemplo, C-N, C-O, C-C e C-S com hidrélise de ATP.

Virias toneladas de enzimas comerciais sdo produzidas por ano e so
avaliadas em US$ 1.500 milhdo. Poucas enzimas de animais e plantas sdo
utilizadas, sendo a maioria das enzimas comerciais obtidas de fontes
microbianas. Muitas dessas sdo enzimas extracelulares, a maioria derivada de
vérias espécies de Bacillus. Suas proteases e amilases sdo largamente utilizadas,
havendo uma particular demanda por enzimas termoestdveis. A grande
propor¢do de todas as enzimas comerciais corresponde a 34% de enzimas
utilizadas na fabricag@o de detergentes, 14% relacionadas ao uso na industria de
laticinios, 12% para processamento de amido, 11% para aplicagdes na inddstria
téxtil e o restante 29% divididos em outras aplicacdes (WAITES et al., 2001).
De acordo com Jayani; Saxena e Gupta (2005), as vendas de pectinases de

origem microbiana correspondem a 25%.

2.3.1 Atividade enzimatica

A escolha de um método para a determinacdo da atividade de uma
enzima requer conhecimento prévio da faixa de concentracdo enzimética que
permite obter uma variacdo linear da concentracdo do produto (ou substrato)
com o tempo, num intervalo que nio seja suficientemente grande para que os

fatores citados venham a interferir. Podem ser utilizados métodos variados para
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avaliar a variac@o das concentragdes, dentre eles os mais diretos (espectrometria,
fluorimetria, titulometria) e outros menos (medida da variacdo da viscosidade)
(SANT’ ANNA JUNIOR, 2001).

A dosagem de enzimas € sempre feita por meio da medida de sua
atividade, que € avaliada pela velocidade da reacdo que a enzima catalisa. Dada
a especificidade das enzimas, essa medida € possivel, mesmo na presenca de
outras proteinas. Para efetuar essas dosagens, uma amostra da solu¢do contendo
a enzima € incubada com concentragdes altas de substratos (para garantir a
velocidade méxima e impedir que pequenas variagdes de concentragdo do
substrato possam afetar as medidas). A velocidade da reacdo é medida e
expressa em Unidades Internacionais. Uma Unidade Internacional (U) é a
quantidade de enzima capaz de formar 1 pmol de produto por minuto, em
condicdes experimentais estabelecidas (SELLA et al., 2009).

Em muitas situag¢des, emprega-se, ainda, a determinacdo da atividade
especifica, que € expressa em U por massa de proteina. Para a determinagdo de
concentragdes totais de proteina, varios sd@o os métodos disponiveis: biureto-
reagente alcalino de cobre, Lowry-Folin-Ciocalteau, absor¢do de raios UV a 280
nm (aminodcidos aromadticos) ou a 205-220 nm (peptideos), dcido bis-
concronico e Bradford. Cada um desses métodos baseia-se em principios
diferentes, razao pela qual os resultados obtidos ndo sdo iguais e, portanto, niao
devem ser comparados. Além disso, mesmo que se adote uma tnica
metodologia, o resultado obtido somente expressard a verdadeira concentracao
de proteinas se a curva de calibracdo for determinada em solucio de proteinas de
composicao idéntica a solucao alvo (LUCARINI; KILIKIAN, 1999; KILIKIAN;
PESSOA JUNIOR, 2001).



31

2.4 Estrutura da parede celular vegetal

A parede celular vegetal é formada por polissacarideos, como celulose,
hemiceluloses, pectina e lignina, que formam um complexo de estrutura rigida.
A celulose € o polissacarideo mais abundante na natureza e um dos principais
constituintes da parede celular da planta, proporcionando sua rigidez (ARO;
PAKULA; PENTTILA, 2005).

Hemiceluloses, segundo polissacarideo mais abundante na natureza, t€m
uma composicdo heterogénea de vérias unidades de acgtcar. Sao classificadas, de
acordo com o principal residuo de aguicar da cadeia polimérica, como D-xilose,
D-manose, D-arabinose, D-galactose e D-glicose, dentre outros, € por seus
acidos urdnicos. A principal hemicelulose € a xilana, encontrada em cereais e na
madeira (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005).

A pectina presente na lamela média e na parede celular primdria das
plantas (WILLATS et al., 2001) é um grupo de polissacarideos formados por
unidades de dcido-D-galactur6nico, unidas por ligagdes a-1,4 (KULKARNI;
SHENDYE; RAO 1999; ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005). Os grupos
carboxilicos dos 4dcidos galacturénicos podem ser parcialmente esterificados a
grupamentos metil parcialmente ou completamente neutralizados por sdédio,
potdssio e amodnio (ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al, 2001;
GUMMANDI; PANDA, 2003). As substincias pécticas, como pectina,
protopectina e 4cidos pécticos, contribuem para a firmeza e a estrutura dos
tecidos das plantas (GUMMADI; PANDA, 2003). Pode-se observar a estrutura

da pectina na Figura 1.
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Figura 1 Estrutura quimica da pectina. Estrutura linear da pectina, conhecida
como homogalacturana. Grupos carboxilicos metilados destacados em
vermelho. Fonte: SANTI (2005)

A lignina é altamente resistente a degradacdo quimica e bioldgica, e
confere dureza 4 madeira. E encontrada em concentracdes maiores na lamela
média, atuando como um cimento entre as fibras da madeira, e também esta
presente na parede celular, principalmente na parede celular secundaria,
formando, junto com a hemicelulose, uma matriz amorfa, na qual as
microfibrilas de celulose estdo embebidas e protegidas contra a degradagdo
(MARTINEZ et al., 2005).

A degradacdo dos compostos da parede celular vegetal é um processo
complexo que envolve a acdo sinérgica de um grande nimero de enzimas
extracelulares. Os fungos filamentosos degradam a parede celular vegetal por
meio de enzimas, como celulases, hemicelulases, pectinases e ligninases
(MAYER; STAPLES, 2002; TEN HAVE et al., 2002).

Virias aplicagdes, tais como branqueamento de pasta de papel por
enzimas xilanoliticas, clarificacdo de sucos com pectinases e biobranqueamento
de téxteis por celulases, estdo atualmente em uso (ARO; PAKULA; PENTTILA,
2005).
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2.5 Substincias pécticas

As substancias pécticas formam um grupo bastante heterogéneo de
polissacarideos com diferentes massas moleculares e graus de esterificacdo, os
quais conferem rigidez e protecio a célula vegetal, sem interferir na
permeabilidade da membrana. E responsavel pela manutengdo da turgidez do
tecido vegetal (KOBLITZ, 2010).

Substancias pécticas estdo largamente distribuidas em frutas e vegetais
(10%-30% em nabos, cascas de laranja, polpa de tomate, abacaxi e limao) e, por
isso, elas s@o importantes substratos naturais para as pectinases (GUMMADI;
PANDA, 2003; VRIES; VISSER, 2001). Ja Kashyap et al. (2001) e Sakai et al.
(1993) relatam que as substancias pécticas representam 0,5%-4,0% do peso freso
do material da planta. A membrana e a parede celular vegetal podem ser

observadas na Figura 2.

Pectina

Lamela
media

Pared
primaria

5 Membrana
} plasmatica

Micro fibrilas de
celulosa

Protelnas solubles

Figura 2 Membrana e parede celular vegetal
Fonte: SCUELLAR, 2013
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Nos frutos verdes, a pectina encontra-se em sua forma insolivel
(protopectina), associada a microfibrilas de celulose, o que confere rigidez a
parede celular. Durante o amadurecimento, a estrutura da pectina € alterada por
enzimas que ocorrem naturalmente nos frutos e que alteram a estrutura da
pectina tornando-a mais soldvel. Tais alteracdes envolvem quebra da cadeia da
pectina ou das cadeias laterais (KASHYAP et al., 2001).

Na natureza, aproximadamente 80% dos grupos carboxilicos dos dcidos
galactur6nicos estdo esterificados com grupos metilicos e os grupos de acidos
livres podem ser parcialmente ou totalmente neutralizados com fons de sédio,
potédssio ou amonio. Esta propor¢do diminui para um grau varidvel durante a
extracdo da pectina. A diferenca entre pectinas de alta metoxilacdo e baixa
metoxilacdo estd na sua capacidade de formar gel e este comportamento
determina o tipo de aplicacio nos alimentos (KHAN; NAKKEERAN &
UMESH-KUMAR, 2013). As pectinas de alta metoxilacio formam gel com
aclcar e acidos; ja as pectinas de baixa metoxilacdo requerem a presenca de
cation divalentes, normalmente célcio, para que ocorra adequada formacdo de
gel (THAKUR; SING; HANDA, 1997).

As pectinas na industria de alimentos atuam como agentes gelificantes e
como fibras nutricionais. Vdrios fatores determinam propriedades gelificantes,
incluindo temperatura, tipo de pectina, grau de esterificac@o, grau de acetilacio,
pH, actcar e outros solutos, e, principalmente, a interac@o entre os fons de célcio
e pectina ndo esterificados dos grupos carboxilicos (WILLATS; KNOX;
MIKKELSEN, 2006). Por outro lado, podem representar um problema nas
vérias etapas do processamento de frutas e vegetais, visto que seu arraste, apds o
rompimento da parede celular, pode causar turbidez em sucos ou incrustagdes
em tubulacdes e reatores industriais (LANG; DORNENBURG, 2000). Também
¢ um componente abundante, onipresente e multifuncional da parede celular e de

todas as plantas terrestres (ALKORTA et al., 1998).
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A ac@o coloidal da pectina dificulta o processo de fabricac¢do dos sucos,
pois a turvacdo dificilmente pode ser removida apenas por filtracdo, devido a
grande quantidade de particulas em suspensdo. Quando tratados previamente por
pectinases, os sucos sdo facilmente clarificados e filtrados, obtendo-se bebidas
com maiores rendimentos e estaveis (BARROS; MENDES; PEREZ, 2004;
MARTINS, 2006). Na industria de sucos e vinhos, pode causar, ainda, um
aumento considerdvel na viscosidade, dificultado os processos prensagem,
filtracdo e subsequente concentragdo, diminuindo, assim, o rendimento da
extracdo de sucos (SANTI, 2005).

Quimicamente, as substincias pécticas sdo um complexo coloidal de
polissacarideos, composto de residuos de acido D-galacturdnico unidos por
ligacdes a-1,4, parcialmente esterificados por grupos metil. A Sociedade
Americana de Quimica (American Chemical Society) classificou as substincias
pécticas em quatro tipos principais, de acordo com o tipo de modificacdo na
cadeia central (ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001; JAYANI,
SAXENA; GUPTA, 2005; SOUZA et al., 2010):

a) protopectina: substincia péctica insolivel em &dgua presente no
tecido intacto. A hidrélise restrita da protopectina produz pectina
ou 4cidos pécticos. Representa a maior parte da pectina de frutas
imaturas;

b) 4cido péctico (pectatos): acido poligalacturdnico coloidal e isento
de grupos metoxilas;

¢) 4cidos pectinicos: dcido poligalacturdnico que apresenta um
nimero significativo de grupos metoxilas. Podem formar gel com

acucares e dcidos;
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d) pectina: material solivel no qual pelo menos 75% dos grupamentos
carboxilicos sdo metilados. Isso confere rigidez a parede celular,

quando estd ligado a celulose.

Algumas das razdes para insolubilidade das protopectinas sdo: (1) seu
grande peso molecular, (2) formagdo de uma ligacdo éster entre grupos acido
carboxilicos da pectina e de grupos hidroxil de outros constituintes da parede
celular ou (3) ligagcdo salina entre grupos carboxil das substancias pécticas e
grupos basicos de proteinas (HOONDAL et al., 2002). Pode-se observar a

estrutura geral das substancias pécticas na Figura 3.
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acidn
galacturinicao

Figura 3 Estrutura geral das substancias pécticas
Fonte: INDEX..., 2013

As pectinas contribuem para a resisténcia mecanica da parede celular e
também sdo responsdveis pela textura de frutos e vegetais em geral
(BRANDAO; ANDRADE, 1999). As pectinas t&ém especial influéncia sobre o
comportamento reolégico de sucos, envolvendo problemas relativos ao seu
escoamento, importantes para a adequacdo de sistemas de tubulacdo, trocadores
de calor, filtros, bombas, etc (QUEIROZ; VIDAL; GASPARETTO, 2000).

A degradagdo da molécula pectina ¢ feita por meio da acdo sinérgica e

coordenada de vdrias enzimas pectinoliticas, incluindo pectina metilesterase,
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poligalacturonase, pectato liase e pectina liase. A pectina liase e a
poligalacturonase sdo enzimas de grande relevincia para a despolimerizacdo da
pectina, atuando na clivagem da cadeia o-1,4-glicosidicas dos dcidos
poligalacturénicos e pécticos, respectivamente (VRIES; VISSER, 2001;
GUMMADI; KUMAR, 2005) e também das enzimas que agem na cadeia
principal e na cadeia lateral (VRIES et al., 2002). As principais enzimas
pectinoliticas sintetizadas pelos fungos sdo poligalacturonase, pectina
metilesterase e pectina liase, sendo subdivididas, com base na acdo sobre
substincias pécticas, em dois grupos: pectinases despolimerizantes e pectinases
desesterificantes (CAMARGQO et al., 2005).

A adi¢do de enzimas pectinoliticas resulta na degradacdo da pectina e
outros componentes de alto peso molecular, diminuindo a viscosidade e
aumentando o rendimento dos sucos, ocasionando uma aparéncia cristalina no

produto final e reduzindo em até 50% o tempo de filtracao (SANTOS, 2007).

2.6 Pectinases

As enzimas pectinoliticas sdo de grande significincia e sdo as mais
importantes enzimas no setor comercial (SHARMA et al., 2013). Constituem um
grupo de enzimas que catalisam a degradacdo das substancias pécticas presentes
no material vegetal e sdo produzidas por plantas superiores, fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (ROMBOUTS; PILNIK, 1980).

O termo enzimas pectinoliticas ou pectinases refere-se ao grupo de
enzimas que agem sobre os residuos de 4dcido galacturonico. Devido a presenca
de varias formas de pectina na parede celular das plantas, sdo necessdrias
pectinases com diferentes formas de ag@o para sua degradacio (GUMMANDI;

PANDA, 2003). Tais enzimas podem ser induzidas por substratos pécticos ou
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produzidas  constitutivamente, dependendo do organismo estudado
(MALDONATO; SAAD, 1998).

O potencial biotecnolégico das enzimas pectinoliticas obtidas de
microrganismos tem atraido a atencdo de varios pesquisadores, em todo o
mundo, como provaveis catalisadores biolégicos numa variedade de processos
industriais (HOONDAL et al., 2002).

A habilidade para sintetizar enzimas pectinoliticas € muito comum entre
os grupos de microrganismos, mas os fungos sdo os preferidos em escala
industrial, pois cerca de 90% das enzimas produzidas podem ser secretadas no
meio de cultura (BLANDINO et al., 2001).

Pectinases microbianas sdo importantes no processo fitopatolégico, em
simbiose planta-microrganismos e na decomposicdo de material vegetal,
contribuindo para o ciclo natural do carbono. Pectinases sdo abundantemente
produzidas por fungos saproéfitas e tecido vegetal em decomposicio representa o
substrato mais comum para os microrganismos produtores de pectinases
(GUMMANDI; PANDA, 2003).

De todas as enzimas comercializadas, as pectinases de origem
microbiana correspondem a 25% das vendas (JAYANI; SAXENA; GUPTA,
2005). As pectinases comerciais, destinadas ao uso na industria de alimentos,
sdo uma mistura de enzimas composta, principalmente, de poligalacturonase
(PG), pectina liase (PL) e pectina metilesterase (PME), além de outras enzimas
celuloliticas e proteoliticas (DEL CANIZO et al., 1994).

Em alguns processos alimentares, € conveniente usar apenas
um tipo de enzima pectinolitica. Por exemplo, a preparacdo de flocos de batata
instintanea e suco de cenoura para a alimentacdo infantil exige a maceragdo, em
que vitaminas, cor e aroma tém que ser preservados e, para estas preparacdes, a

atividade da PG sdo as preferidas (LANG; DORNENBURG, 2000).
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As pectinases est@o entre as enzimas mais importantes na industria e na
area da biotecnologia, com abrangentes aplicacdes como processamento téxtil,
na degomagem de fibras de planta, no tratamento de dguas residuais pécticas, na

fabricacdo de papel e na fermentacdo de café e de chda (HOONDAL et al., 2002).

2.6.1 Classificacao das pectinases

Enzimas pectinoliticas, ou pectinases, sdo classificadas de acordo com a
sua atividade na cadeia principal de poligalacturonana (SAKAI et al., 1993).
Segundo Alkorta et al. (1998), a classificagdo das pectinases pode ocorrer de
acordo com o substrato preferencial, o mecanismo de acdo e os sitios de
clivagem, resultando em dois grupos principais de pectinases, as enzimas
desmetoxilantes, que agem removendo os grupos metil da cadeia principal e as
enzimas despolimerizantes, que rompem as ligacdes a-1,4 entre mondmeros de
acido galacturdnico, tanto por hidrélise (hidrolases) quanto por transeliminacao

(liases), como se observa no Quadro 1.
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Quadro 1 Classificagdo das enzimas pectinoliticas

PECTINASES DESPOLIMERAZANTES

Enzimas Modo de agdo Substrato

preferencial

Poligalacturonase (PG) | Hidrélise de ligagdo a-1,4 endo-PG ou Acido péctico
Exo0-PG 1 (mondmeros) e

Ex0-PG 2 (dimeros)

Polimetilgalacturo-nase | Hidrélise endo-PMG ou Pectina
(PMG) exo-PMG

Pectina liase (PL) Transeliminac¢io endo-PL ou exo-PL Pectina
Pectato liase (PAL) Transeliminac¢io endo-PL ou exo-PL Acido péctico

PECTINASES DESMETOXILANTES

Pectinametilesterase Desesterificacdo de grupos metil Pectina

(PME)

Fonte: ALKORTA et al. (1998); KASHYAP (2001)

A classificacdo ainda pode ser baseada na preferéncia pelo substrato
(pectina ou pectato) e na regido em que atua na molécula, podendo, neste caso,
atuar de forma randdmica (atividade endo) ou a partir da extremidade ndo
redutora da molécula (atividade exo) (FOGARTY; WARD, 1972;
ROMBOUTS; PILNIK, 1980; KASHYAP et al., 2001).

Protopectinases

As protopectinases catalisam a hidrdlise da protopectina, originando
acido péctico e pectina, diminuindo a rigidez da parede celular durante o
amolecimento e¢ o amadurecimento (KASHYAP et al.,, 2001; JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005). Nao s@o muito abundantes e s@o de pouco interesse
industrial na degradacdo da pectina (ALKORTA et al., 1998).
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Elas sdo classificadas em dois tipos: um que reage com a regido do acido
poligalacturénico da protopectina (tipo A) e o outro com cadeias de
polissacarideo, que podem conectar o 4cido poligalacturbnico com os

constituintes da parede celular (tipo B) (SAKAI et al., 1993).

Enzimas desmetoxilantes ou desesterificantes

Pectina esterase (EC 3.1.1.11) é conhecida também como pectina
metilesterase (PME), pectase, pectina metoxilase ou pectina-metilhidrolase
(KYRIAKIDIS, 1999). Essa enzima catalisa a hidrélise dos grupos metil éster da
pectina, liberando metanol e convertendo pectina em pectato ou dcido péctico,
polimero ndo esterificado (GUMMADI; PANDA, 2003; JAYANI; SAXENA;
GUPTA, 2005). Durante a reacdo ocorrem a quebra da molécula da dgua e a
adicdao de um hidrogénio a um carbono da ligacdo e a adi¢do do grupo hidroxila
a outro carbono, produzindo metanol e pectina com baixo grau de metoxilacio
(KASHYAP et al., 2001).

A pectina esterase € a primeira enzima a atuar na degradacio da pectina
(SAKALI et al., 1993), permitindo que poligalacturonases (HUBER, 1983) e
liases atuem no produto (SAKAI et al., 1993). Biologicamente, sdo de grande
importancia, pois permitem a acdo posterior de pectinases que s atuam sobre
compostos pécticos com menor grau de esterificacdo. Sao produzidas por fungos
filamentosos, leveduras, bactérias e vegetais superiores (SAKAI et al., 1993), os
quais ocorrem em diversos tecidos, especialmente nos frutos (BARON;

THIBAULT, 1985).
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Enzimas despolimerizantes

As poligalacturonases (PGs) sdo enzimas despolimerizantes que
catalisam a hidrdlise da cadeia de dcido poligalacturonico (JAYANI; SAXENA;
GUPTA, 2005). As PGs podem ser classificadas como endo-poligalacturonases
(Endo-PGs) ou exo-poligalacturonases (Exo-PGs), de acordo com o seu modo
de ataque ao substrato. Endo-PGs (E.C. 3.2.1.15) hidrolisam, de forma
randdmica, as ligacdes glicosidicas internas entre os residuos de dacidos
galacturénicos, causando a despolimerizagdo da molécula, liberando
oligogalacturonatos como produtos.

Exo0-PGs s@o subdivididas em Exo-PG-1 (E.C. 3.2.1.67), que hidrolisa
as ligacdes sucessivas do dcido poligalacturdnico a partir da extremidade nao
redutora, liberando dcidos galacturdnicos livres e Exo-PG-2 (E.C. 3.2.1.82), que
hidrolisa as ligacdes alternadas do 4cido poligalacturénico a partir da
extremidade ndo redutora, liberando 4cidos digalacturénicos livres (PILNIK;
ROMBOUTS, 1981; DA-SILVA; FRANCO; GOMES, 1997; JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005). Podem-se observar os diferentes tipos de pectinases

e seu mecanismo de a¢@o nas substancias pécticas na Figura 4.
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PL/PGL

Figura 4 Diferentes tipos de pectinases e seu mecanismo de acdo nas substincias
pécticas. (A) R = H para poligalacturonases (PG) e CH; para
polimetilgalacturonase (PMG), (b) para pectina esterase (PE) e (c) R
= H para PGL e CHj; para pectina liase (PL). A seta indica o local
onde as pectinases agem nas substancias pécticas

Fonte: GUMMADI; KUMAR, 2003

Pectina metilesterase (PME)

Pectina metilesterase, ou pectinesterase (EC. 3.1.1.11), remove os
grupos metoxilicos das substincias pécticas e, por isso, € classificada como
desmetoxilante e atua sobre a pectina liberando metanol e H+ (DA-SILVA;

FRANCO; GOMES, 1997). Ela age antes das poligalacturonases e das pectato
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liases que necessitam de substratos nao esterificados (KASHYAP et al., 2001).

Pode-se observar o modo de acdo da pectina metilesterase na Figura 5.

COOCH

T

Figura 5 Modo de ag@o da pectina metilesterase
Fonte: GUMMANDI; KUMAR, 2003

A acdo da pectina metilesterase tem pouco efeito sobre a viscosidade das
solucdes. Esta enzima atua sobre a pectina de alta metoxilagdo, transformando-a
em pectina de baixa metoxilacdo, sendo, entretanto, imprescindivel a acdo de
outras enzimas pectinoliticas, como a poligalactorunase, uma vez que esta atua
sobre a pectina de baixa metoxilagdo (SANTI, 2005), pois, de acordo com
Braverman (1963), a atuac¢do da pectina metilesterase desmetilando as pectinas
faz-se necessdria, uma vez que a poligalacturonase torna-se inativa na presenca
de grupos metilicos.

A atividade da pectina metilesterase estd relacionada ao metabolismo da
parede celular, incluindo o crescimento celular, o amadurecimento dos frutos, a
abscisdo, a senescéncia e a patogénese (GAFFE; TIZANDO; HANDA, 1997).
Comercialmente, pode ser utilizada para proteger e melhorar a textura e a
firmeza de vdrias frutas e vegetais processados, bem como a extracdo e a

clarificacdo de sucos de frutas (FAYYAZ et al., 1993).
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Pectina liase (PL)

A pectina liase (EC.4.2.10) catalisa a clivagem aleatéria da pectina,
preferencialmente pectina com elevada esterificacdo, produzindo metil
insaturado galacturonase por meio da transeliminacdo de ligacdes glicosidicas
(JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

O uso de pectina liase (PL) em processos industriais voltados para a
producdo de suco de frutas traz vantagens em relagcdo ao uso de outras enzimas
pectinoliticas, como pectina metilesterase e poligalacturonase. Estas tém acdo
combinada e podem ser substituidas por PL, que realiza o trabalho das duas
enzimas. A imobilizacdo de pectina liase oferece possibilidades interessantes
para aplicacdo em processos continuos de tratamento do suco de fruta
(SPAGNA et al., 1994).

De acordo com Valle et al. (2001), entre as pectinases, a pectina liase é
de particular interesse porque age diretamente sobre a pectina, sem a
necessidade de uma acdo anterior por outras enzimas do complexo pectindlitico.
Na Figura 6 pode-se observar o modo de agdo da pectina liase:
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Figura 6 Modo de a¢do da pectina liase
Fonte: GUMMANDI; KUMAR, 2003
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Poligacturonases (PG)

As poligalacturonases catalizam a hidrélise de a-1,4 glicosidica em
ligacdes de acido poligalacturénico, produzindo dcido D-galactur6nico. Ambos
os grupos de enzimas hidrolases (polimetilgalcturonase - PMG e PG) podem
atuar de modo exo ou endo. Endo-PG (EC. 3.2.1.15) catalisa a clivagem
aleatdria do substrato e Exo-PG (EC 3.2.1.67) catalisa a clivagem hidrolitica no
substrato (ROMBOUTS; PILNIK 1980; KASHYAP et al, 2001).
Poligalacturonases sdo as mais abundantes e as mais estudadas entre todas as
enzimas pectindliticas. As Endo-PG sdo de maior frequéncia, quando
comparadas com a Exo-PG, que ocorrem com menos frequéncia (JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005).

Segundo Zheng e Shetty (2000), a poligalacturonase é a enzima com
funcdo hidrolitica principal. Para a maioria dos usos industriais, as
poligalacturonases produzidas por fungos, como Aspergillus, provam ser util
pela alta atividade e atividade 6tima em faixa de pH baixo, servindo para grande
parte das aplicagdes em processos com frutas e vegetais (SANTOS, 2007).

Pode-se observar o modo de acdo das poligacturonases na Figura 7.

Endo-poligalacturonase

Exo-polizalacturonase

Figura 7 Modo de agdo das poligalacturonases. Fonte: GUMMANDI; KUMAR,
2003
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Na inddstria de alimentos, além da clarificacio de sucos, a
poligalacturonase (PG) é também utilizada para o aceleramento do tempo de
fermentacdo do griao de café, com a finalidade de promover o despreendimento
de seu pericarpo. E requisitada, ainda, para a obteng¢io de aromas extraidos de

vegetais previamente triturados (EVANGELISTA, 2005).

2.7 Aplicacao das enzimas pectinoliticas na inddstria de alimentos

Na década de 1930, quando foi intensificada a producdo industrial de
sucos de frutas, o rendimento do processo era baixo e muitas dificuldades eram
encontradas para filtrar os sucos e atingir uma clarificacio estdvel. A partir de
entdo, pesquisas utilizando pectinases, celulases e hemicelulases de
microrganismos, juntamente com o conhecimento dos componentes vegetais das
frutas, diminuiram essas dificuldades (KASHYAP et al., 2001). Sdo intimeras as
aplicagdes das pectinases e seu mecanismo de ag¢do baseia-se na decomposicao
do heteropolissacarideo pectina, presente na lamela média e na parede celular
primdria de plantas superiores (WILLATS et al., 2001; JAYANI; SAXENA;
GUPTA, 2005).

O interesse no estudo do complexo pectinolitico estd relacionado ao seu
emprego nos diversos processos biotecnoldgicos. A eliminacdo de substincias
pécticas é um passo essencial na induistria de alimentos e na industria de vinhos.
O objetivo principal € reduzir a viscosidade da solucdo, de modo que ela possa
ser facilmente manuseada e processada. As substincias pécticas sdo degradadas
por enzimas pectinoliticas que sdo multiplas e vdrias, devido a natureza
complexa de seus substratos (NAIDU; PANDA, 1998).

Enzimas pectinoliticas sdo de importancia significativa na atual era da
biotecnologia. Aplicagdes destas enzimas na inddstria de alimentos incluem

amadurecimento de frutas, clarificacdo em sucos de frutas, tratamento preliminar
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do suco de uva para a industria vinicola, extracdo de polpa de tomate,
fermentacdo de chd e chocolate, enriquecimento proteico de alimentos infantis e
extracdo de 6leos. Ainda pode ser utilizado na nutri¢do animal, no tratamento de
residuos vegetais e na degomagem de fibras na inddstria téxtil e na de papel
(JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; UENOJO; PASTORE, 2007).

Dentre as aplicacdes das enzimas pécticas destaca-se o0 seu uso no
processamento do suco de uva e vinho, para melhorar a maceracdo da casca e
aumentar a extracdo de pigmentos da uva, além de facilitar a clarificagcdo e a
filtracdo do mosto, aumentando, assim, a qualidade e a estabilidade do vinho
(UENOJO; PASTORE, 2007).

Quando as pectinases sdo adicionadas antes da maceracdo das uvas para
a producdo de vinho tinto, tem-se um melhoramento das caracteristicas visuais
(cor e turbidez), quando comparado com vinhos ndo tratados, apresentando
caracteristicas cromadticas consideradas melhores que as dos vinhos controle
(JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

No processo de extracdo do suco de laranjas, pectinases também podem
ser utilizadas em diferentes estdgios, permitindo uma melhor extracdo de
acucares e solidos soluveis, resultando em maior rendimento e viscosidade mais
baixa. Com o tratamento enzimdtico ocorre a degradacdo parcial da pectina
insolivel e, com isso, o produto torna-se estdvel. As preparacdes enzimdticas
devem apresentar pequenas concentracdes de pectina metilesterase (PME), para
evitar a clarificagdo do suco. Em sucos ndo clarificados, como o de laranja, o
tratamento térmico é uma etapa para a inativacdo da PME, a qual mantém a
turbidez estdvel, porém, ocorre a perda do suco. O congelamento do produto
também faz com que a enzima permaneca na sua forma inativa, sendo o
tratamento ideal para este caso (KASHYAP et al., 2001).

As pectinases podem ser divididas em dois tipos: 4cidas e alcalinas. Para

a extracdo e a clarificagdo de sucos e vinhos tém sido utilizadas pectinases
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dcidas, enquanto, para o tratamento de vegetais, em outros ramos da industria
alimenticia e para o processamento de fibras, como a juta, utilizam-se pectinases
alcalinas (HOONDAL et al., 2002).

Em geral, as pectinases podem ser enzimas induzidas, o que torna
necessdria a suplementacdo do meio de cultura com pectina, ou matérias ricas
em pectina, tais como bagaco de cana-de-aglicar, mac¢d ou casca de frutas
citricas. Diferentes fontes de carbono podem influenciar o crescimento de
microrganismos, como também na sua produgdo enzimdtica (MALDONADO,
NAVARRO; CALLIERI, 1986; SOLIS-PEREIRA et al., 1996; MALVESSI;
SILVEIRA, 2004).

Para a disponibilizacdo dessas enzimas a industria é necessdria a
obtencdo de isolados com alta produg@o enzimadtica, sendo necessdrio, além de
estudos fisioldgicos, o desenvolvimento de estudos genéticos que possibilitem o
melhoramento de linhagens selecionadas (FINCHAM, 1989). Virios recursos
sdo utilizados para a identificacdo e a caracterizacdo de fungos. Todos os
aspectos devem ser levados em consideracdo, incluindo os morfolégicos, os
fisiologicos e os comportamentais, como viruléncia, taxa de crescimento e
produc¢do de conidios, permitindo, assim, uma melhor discriminag@o de isolados
(LEAL, 1996; ALVES, 1996). Um pré-requisito para qualquer enzima ser
utilizada em alimentos € que a sua preparacdo deve ser "segura" para o consumo
humano. Entre as fontes microbianas, os microrganismos GRAS sdo

recomendados para a preparacao dos alimentos (CHEETHAM, 1995).

2.8 Microrganismos

Os microrganismos sdo muito explorados nas dreas de medicina,

alimentos, agricultura, inddstria e ambiente, tanto para a producdo de

medicamentos, de alimentos com novos sabores e aromas, como para controle
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biolégico de pragas (PELCZAR et al., 1996). Os fungos sd@o importantes nos
processos biotecnoldgicos antigos € modernos. Os processos e os produtos que
utilizam fungos incluem fermento, cerveja, vinhos, bebidas destiladas, queijos,
picles e outros materiais fermentados (DEMAIN, 2000), e a producdo de
antibidticos, 4dlcoois, enzimas, &cidos orginicos e indmeros produtos
farmacéuticos (BENNET, 1998).

Cinco caracteristicas dos microrganismos que s@o importantes na

fermentacao industrial (DEMAIN, 2000) sdo:

a) alta taxa da drea de superficie por volume, o que facilita a rapida
absorcdo de nutrientes necessdrios para suportar altas taxas de
metabolismo e biossintese;

b) grande variedade de reagdes que os microrganismos sio capazes de
realizar;

c) facilidade para adaptar a ambientes diferentes, permitindo que a
cultura seja transportada da natureza para frascos de laboratdrio ou
para fermentadores, nos quais sdo capazes de crescer em fontes
baratas de carbono e nitrogénio, produzindo compostos de valor
agregado;

d) facil manipulagdo genética, tanto in vivo como in vitro, com a
finalidade de aumentar a producdo, modificar estruturas e
atividades, e obter novos produtos;

e) capacidade de formar enantidmeros especificos, geralmente ativos,
nos casos em que a sintese quimica normal produz um mistura de

enantidmeros ativos e inativos.
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As principais razdes para o uso de microrganismos para a produgio de
compostos sdo o facil aumento da produgcdo no ambiente e a facil manipulacdo
genética (DEMAIN, 2000).

O modo de crescimento dos fungos, sua boa tolerancia a baixa atividade
de dgua (ay) e altas pressdes osmdticas os tornam eficientes e competitivos com
a microflora natural para bioconversdo de substratos sélidos. O crescimento por
hifas d4 aos fungos uma maior vantagem sobre os microrganismos unicelulares
na colonizacdo do substrato sélido e a utilizagdo dos nutrientes disponiveis,
dando aos fungos filamentosos o poder de penetrar no substrato sélido. A
ligagdo da parede celular aos filamentos e o micélio proporcionam uma estrutura
firme e s6lida. As enzimas hidroliticas sdo excretadas nas hifas sem grande
dilui¢do, como ocorre na fermentacdo submersa, o que faz com que sua acdo
seja muito mais eficiente, permitindo a penetracdo no substrato e aumentando a
acessibilidade de todos os nutrientes disponiveis nas particulas (RAIMBAULT,
1998).

2.9 Fungos produtores de pectinases

Quase todas as preparagdes comerciais de pectinases sdo produzidas a
partir de fontes fingicas (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). A procura por
cepas fungicas é maior pela facilidade de extragdo da enzima, do ponto de vista
industrial, j4 que os fungos sintetizam enzimas extracelulares que sdo lancadas
em um substrato externo e, portanto, elimina-se a etapa de rompimento celular
(HALTRICH et al., 1996) e, também, pela estabilidade e a atividade em pH e em
temperaturas extremas (KULKARNI; SHENDYE; RAO 1999).

A producido industrial pelos géneros de Aspergillus e Trichoderma pode
produzir quantidades extremamente elevadas de enzimas extracelulares, varios

gramas por litro (DURAND; CLANET; TIRABY, 1988; BERKA et al., 1991).
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Estes fungos sdo de fécil cultivo, por crescerem em biorreatores grandes e tém
boa capacidade de secre¢do. Como exemplo, quimosina de vitelo, utilizada na
inddstria de laticinios, é produzida, em niveis comerciais, por A. niger (DUNN-
COLEMANN et al., 1991).

Além disso, fungos do género Aspergillus t€ém sido empregados
amplamente na industria para a producdo de enzimas extracelulares e de dcido
citrico, e no tratamento de residuos. As espécies de A. niger, A. sojae € A. oryzae
tém obtido o status de geralmente reconhecidos como seguros, ou GRAS, que
possibilita seu emprego na industria de alimentos (SCHUSTER et al., 2002;
NAIDU; PANDA, 1998; KASHYAP et al., 2001; GUMMADI; PANDA, 2003).

A capacidade de sintetizar pectinases ¢ amplamente utilizada pelos
grupos de microrganismos, mas os fungos das espécies 7. harzianum, A. niger e
do género Rhizopus sdo os preferidos porque 90% das enzimas podem ser
extraidos do meio de cultura (BLANDINO et al., 2001). Outros microrganismos,
como Bacillus, Erwinia, Kluyveromyces, Pseudomonas, Penicillium e Fusarium,
também sdo conhecidos como bons produtores de pectinases (KASHYAP et al.,
2001; GREGORIO et al., 2002).

Normalmente,  microrganismos  pectinoliticos  produzem uma
multiplicidade de enzimas pectinoliticas. A producdo dessas enzimas pode ser
feita por fermentacio em estado sélido ou fermentacio submersa (HEERD et al.,
2012).

O potencial biotecnologico de fontes alternativas de carbono para a
producdo de pectinases por R. microsporus var. rhizopodiformis foi avaliada por
Damasio et al. (2011). Os autores avaliaram 28 fontes de carbono, porém, os
mais altos niveis foram alcangcados com o substrato casca de limdo. A atividade
de poligalacturonase correspondeu a 57 U/mg e, para pectina liase, a 88,57

U/mg.



53

Pectina esterase, poligalacturonase e pectina liase tém sido utilizadas na
extracdo de suco de frutas, na despectinizacio e na clarificacdo, ao passo que
pectinases em combinagc@o com hemicelulases e celulases sdo utilizadas para a
destrui¢do da parede celular e a extracdo do suco de frutas (VORAGEN et al.,
1986).

Antier et al. (1993), utilizando a polpa de café como substrato para a
producdo de pectinases no processo de fermentacdo em estado sdlido,
selecionaram quatro isolados de A. niger, sendo uma espécie de A. niger como
padrdo e um isolado de Penicillium sp. Alto nivel de atividade foi constatado em
trés dias de cultivo e se manteve constante por cinco dias. A alta atividade
correspondeu a 135 U.g, pelo isolado mutante de A. niger C28B25, quando
comparada com a do isolado padrdo, que correspondeu a 35 U.g.

Em geral, as pectinases sdo enzimas induzidas, o que torna necessdria a
suplementacdo do meio de cultura com pectina ou matérias ricas em pectina, tais
como bagaco de cana-de-acticar, macd ou cascas de frutos citricos. Diferentes
fontes de carbono podem influenciar o crescimento de microrganismos, como
também a sua producdo enzimdtica (MALVESSI; SILVEIRA, 2004).

Segundo Gregorio et al. (2002) e Maller (2008), os géneros Aspergillus
e Rhizopus sdo frequentemente utilizados, devido a alta atividade pectinolitica
exibida nos extratos produzidos. A producdo de pectina liase e poligalacturonase
por P. griseoroseum T20 foi constatada por Gongalves et al. (2012).

A caracterizagdo bioquimica de poligalacturonases extracelulares
produzida por 7. harzianum foi estudada por Mohamed et al. (2006). A enzima
foi induzida pela adi¢do de pectina citrica, em que a atividade PG atingiu o seu

nivel mdximo em cerca de 4 dias de incubacdo a 30 °C.
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Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries

Cladosporium cladosporioides pertence ao Reino: Fungi, Filo:
Ascomycota, Classe: Dothideomycetes, Ordem: Capnodiales, Familia:
Davidiellaceae, Género: Cladosporium (KIRK, 2013). E uma das espécies mais
comuns, com ocorréncia registrada em todas as partes do mundo, sendo
encontrada como saprofita, contaminante do ar e de alimentos e endofitico com
funcdo biolégica importante na decomposicdo de matéria orginica. Atua
também como forte competidor com outros microrganismos (SAMSON; PITT,
2000).

As colonias em meio de cultura malte 2% (MA2%) crescem radialmente
com colora¢do verde-oliva até marrom-esverdeado, textura aveludada, reverso
em meio MA?2 e dgar dicloran-glicerol (DG18) preto. O tamanho das col6nias,
ap6s 10 dias a 25 °C, em agar extrato de malte (MEA), nunca ultrapassa 30 mm.
E facilmente isolado de solo, fruto, folhas e graos do cafeeiro (PEREIRA;
PFENNING; CASTRO, 2005).

O fungo Cladosporium sp. tem sido relatado associado a cafés de boa
qualidade (PEREIRA; PFENNING; CASTRO, 2005; CHALFOUN et al., 2007).
Um provavel mecanismo de acdo seria o consumo muito rdpido da mucilagem
presente no fruto, impedindo ou amenizando o estabelecimento de outros fungos
(PEREIRA; PFENNING; CASTRO, 2005). A espécie de C. cladosporioides nao
¢ relatada como produtora de metabdlitos téxicos (PITT; HOCKING, 1999).

As caracteristicas distintivas que mais auxiliam na identificacdo dessa
espécie sdo cicatriz proeminente nos conidios, conidiéforos sem nddulos,
conidios sem septos ou com apenas um septo e, principalmente, o formato do
conidio elipsoidal ou limoniforme (PEREIRA; PFENNING; CASTRO, 2005).

Estudos tém sido realizados utilizando C. cladosporioides para a
producdo enzimdtica. Como exemplos podem-se citar a producdo e as

propriedades da invertase a partir de C. cladosporioides em fermentacdo
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submersa e fermentagdo em estado sélido, utilizando residuos de casca de roma
como substrato, que foram estudadas por Uma et al. (2012). A purificacdo e a
caracterizacdo de lacases por C. cladosporioides e suas aplicacdes foram

estudadas por Halaburgi et al. (2011).

Aspergillus niger

Os fungos do género Aspergillus pertencem ao Reino: Fungi, Filo:
Ascomycota, Classe: Eurotiomycetes, Ordem: FEurotiales, Familia:
Trichocomaceae (KIRK, 2013). Trata-se do género mais comum dos fungos
filamentosos, além de ser um dos mais bem estudados. As espécies que
compdem este género t€m ampla distribuicio mundial, estando presentes na
superficie, no ar e na dgua, tanto em organismos vegetais, Como em animais,
além de estarem associadas a deterioracdo de materiais vegetais e alimentos,
principalmente em regides de clima tropical e subtropical.

Estando entre os fungos mais comumente relatados em alimentos, A.
niger prevalece em locais de clima quente, em ambas as situagdes, no campo e
nos produtos estocados (PITT; HOCKING, 1999). Os fungos pertencentes a
Secg¢do Nigri tém ocupado importante papel na industria de biotecnologia, sendo
utilizados na produgdo de enzimas como glucoamilase, lactase, catalase e muitas
outras (SANSOM, 1994). A espécie A. niger é comumente isolada de solos,
plantas, sementes frutos secos e nozes (KLICH; PITT, 1988).

Distingue-se por apreentar conidios esféricos e pretos; crescimento em
temperaturas minimas de 6 °C -8 °C e mdximas de 45 °C -47 °C e 6timo
crescimento em 35 °C -37 °C. A espécie A. niger, considerada um fungo benigno
e tem sido largamente utilizada no processamento de alimentos, estd na
categoria GRAS. Entretanto, alguns isolados foram relatados como produtores de

ocratoxina A (PITT; HOCKING, 1999).
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Trichoderma viride

Trichoderma viride pertence ao Reino: Fungi, Filo: Ascomycota, Classe:
Sordariomycetes, Ordem: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae (KIRK, 2013). E
de vida livre, reproducdo assexual, fcil isolamento e cultivo, e multiplica-se
rapidamente em diversos substratos (KUBICEK et al., 2002). Trichoderma esta
presente em quase todos os tipos de clima temperado ou tropical, sendo
comumente encontrado em uma variedade de tipos de solo, tais como a
agricultura, floresta, pradarias, pantanos, desertos e solos em todas as zonas
climéticas. Além disso, € também encontrado em raizes, serapilheira, madeira e
cascas em decomposi¢do e vdrios materiais vegetais (DOMSCH; GAMS;
ANDERSON, 1980).

Em geral, as espécies de Trichoderma sdo muito tteis para a producio
de detergentes para tecidos, racdo animal, combustivel, alternativa ao
branqueamento convencional, tratamento de efluentes, degradacdo de pesticidas
organoclorados e biocontrole de doencas das culturas. Muitas espécies de
Trichoderma sdo de grande importdncia econdmica, produzindo enzimas
hidroliticas, celulases, quitinases e xilanases, antibidticos que t€ém sido aplicados
em processamento de alimentos e no branqueamento de celulose (WILSON,
1996).

O género Trichoderma inclui algumas espécies que produzem enzimas
e/ou atacam ou inibem fungos, fazendo o controle biol6gico (SAMUELS, 1996).
Entre estas espécies, T. viride € bem conhecido pela sua producdo de vdrias
enzimas liticas, antibiéticos ou no controle biolégico de fungos fitopatogénicos
de plantas que habitam o solo (PAPAVIZAS, 1985).

Espécies de Trichoderma ndo sdo, em geral, conhecidos por afetar a
saide humana, mas ha relatos dispersos indicando patogenicidade para os
humanos e também ndo estdo envolvidas no parasitismo de plantas ou na perda

pés-colheita das culturas (SAMUELS, 1996).
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Penicillum roqueforti Thom

Penicillum roqueforti pertence ao Reino: Fungi, Filo: Ascomycota,
Classe: Eurotiomycetes, Ordem: Eurotiales, Familia: Trichocomaceae, Género:
Penicillium (KIRK, 2013). Juntamente com o género Aspergillus, ¢ um dos
géneros que albergam maior ndmero de espécies, sendo estes capazes de crescer
nos mais diversos tipos de habitats. A maioria das espécies de Penicillium é
saprofita oportunista, ndo é muito exigente nutricionalmente e tolera uma grande
gama de condicdes fisico-quimicos (exemplo atividade da 4gua, temperatura,
pH), o que lhes confere a capacidade de crescer em qualquer meio ambiente,
onde exista um minimo de sais minerais ou as mais diversas e complexas formas
de carbono organico (PITT; HOCKING, 1999).

As espécies de P. roqueforti, embora sejam mais conhecidas na
producdo de queijos, sdo largamente distribuidas como fungos que causam
deterioracdo. Tem a habilidade de crescimento relativamente rdpido em
temperatura de refrigeracdo; isso faz com que seja a causa comum de
deterioracdo de alimentos armazenados, seja de uso doméstico ou comercial e é
menos frequentemente isolado de cereais e produtos de cerais (PITT;
HOCKING, 1999).

P. roqueforti tem crescimento muito rdpido e coldnias verde-escuras,
baixas e velutinosas, estipes de paredes rugosas, conidios grandes, esféricos e
parede rugosas. Podem produzir toxinas em culturas puras, mas em niveis baixos

em queijos (PITT; HOCKING, 1999).

Rhizopus stolonifer
Os fungos do género Rhizopus sp. sdo classificados segundo o Reino
Fungi, Filo: Zygomicota, Classe: Zygomicetes, Ordem: Mucolares, Familia:

Rhizopodaceae, Género: Rhizopus (KIRK, 2013).
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A espécie R. stolonifer causa a destrui¢do de raizes e de frutas. Entre as
mais importantes estdo cerejas frescas e, principalmente, morangos, tomates,
beringelas e pimentdo também sdo seriamente afetados em alguns paises.
Enzimas pectinoliticas de R. stolonifer sobrevivem ao processo de conservas
aplicadas normalmente de frutas. Se, mesmo um pequeno nimero de frutos, for
processado infectado, estas enzimas podem causar a deterioracio e o

amaciamento de damascos enlatados (PITT; HOCKING, 1999).

2.10 Fermentacao em estado sélido

Os processos fermentativos constituem um dos métodos mais antigos e
extremamente utilizados para a producdo de enzimas pelos quais os
microrganismos, geralmente bactérias, fungos e leveduras, retiram do meio em
que estd acondicionado o material necessdrio para a sua subsisténcia, a0 mesmo
tempo em que as enzimas catalisam substincias que serdo empregadas em
processos industriais. Dentre os processos fermentativos utilizados, tém-se a
fermentagdo submersa, em que o meio no qual se desenvolve o microrganismo é
liquido e a fermentacdo em estado sdlido, na qual o meio utilizado é sélido
(FEITOSA, 2009).

A fermentacdo em estado sdlido tornou-se uma alternativa muito
atraente em comparacdo com a fermentacdo submersa para aplicagdes
especificas e devido a recente melhora nos modelos dos reatores (COUTO;
SANROMAN, 2006). Fermentagdo em estado sélido (FES) € definida como a
fermentacdo envolvendo sélidos em auséncia ou quase auséncia de dgua entre as
particulas de substrato. Contudo, o substrato deve reter umidade suficiente para
sustentar o crescimento € o metabolismo do microrganismo (PANDEY et al.,

2000).
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Outra definicdo de fermentagdo no estado sdlido (FES) consiste no
crescimento de um microrganismo sobre um substrato sélido e tmido com
aeracdo continua e sem a presenca de dgua livre entre as particulas. A FES é
semelhante ao habitat natural de fungos, permitindo o seu crescimento e a
excrecdo de grandes quantidades de enzimas (CASTILHO; ALVES;
MEDRONHO, 2000; SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). O processo de
fermentacdo em estado sélido € empregado por algumas industrias para a
producdo de enzimas, molhos, dcidos e bebidas (RAIMBAULT, 1998).
Empregam-se substratos sélidos provenientes de grdos de cereais ou outros
vegetais ou residuos agroindustriais, com ou sem suplementagdo de nutrientes.

O baixo teor de umidade significa que a fermentacdo pode ser efetuada
apenas por um nimero limitado de microrganismos, principalmente leveduras e
fungos, embora algumas bactérias também possam ser utilizadas (COUTO;
SANROMAN, 2006).

E comum a aplicagdo de FES para o cultivo de fungos e a producio de
metabdlitos primdrios e secunddrios, podendo algumas leveduras e bactérias
também ser cultivadas por esta técnica de fermentacdo. Como exemplo, pode-se
citar o Bacillus atrophaeus, que foi um grande desafio da FES para a produgdo
de esporos com alto rendimento utilizado para bioindicadores e biocontroladores
de contaminacdo ambiental (SELLA et al., 2009).

Embora a FES tenha sido desenvolvida para a manufatura de produtos
tradicionais, como alimentos e bebidas fermentadas, sua aplicagdo tem se
estendido as industrias farmacéuticas e bioquimicas, destacando-se alguns
produtos e processos, como enzimas, dcidos organicos, etanol, biogds,
antibidticos, surfactantes, toxinas, agentes de biorremediacdo, cogumelos
comestiveis, polissacarideos microbianos, biopesticidas, enriquecimento
proteico de alimentos fermentados, pré-digestdo de racdes animais, enzimas e

variagdes dos tradicionais alimentos fermentados (PEREZ-GUERRA et al.,
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2003). De forma geral, a aplicacdo comercial dos processos de FES pode ser

dividida em dois tipos, que sdo:

a) aplicagdes sOcio-econdmicas, como compostagem de residuos,
ensilagem e aproveitamento de residuos agroindustrias;
b) aplicagdes lucrativas, economicamente, como producio de enzimas,

dcidos organicos e alimentos fermentados (PALMA, 2003).

H4 um significante interesse pelo uso de técnicas de fermentagdo em
estado solido (FES) para produzir uma ampla variedade de enzimas,
especialmente por fungos. Isso ocorre porque o uso da FES acarreta diversas
vantagens sobre a fermentacdo submersa (FSm), destacando-se a da obtencio de
maiores volumes de enzimas (VINIEGRA-GONZALEZ et al, 2003). E
crescente o interesse na utilizacdo de residuos vegetais como fonte de energia e
carbono para a producdo de enzimas microbianas, dentre elas as pectinases
(KAUR; KUMAR; SATYANARAYANA, 2004).

A fermentag@o no estado sélido utiliza substratos insoliveis com baixas
porcentagens de dgua em sua composi¢do, os quais devem atuar tanto como
suporte fisiolégico quanto como fonte de nutrientes na auséncia de dgua livre
(PANDEY, 2003).

A fermentacdo em estado sélido (FES), geralmente, é preferida quando
comparada a fermentacdo submersa (FS), por permitir a produ¢do de enzimas
brutas, mais concentradas e, constantemente, com menores custos de extragdo e
purificacdo. Além disso, o processo de FES simula as condi¢des de crescimento
de vérios fungos filamentosos, j4 que o meio se aproxima do hébitat natural
desses microrganismos (SILVA et al., 2002; HOLKER; HOLFER; LENZ,
2004). Nesse processo de fermentacdo em estado sdlido devem-se observar

alguns aspectos importantes, como selecdo do microrganismo, escolha do
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substrato, otimiza¢do dos produtos, isolamento e purificacio do produto
(PANDEY, 2003).

H4 vérias vantagens em se utilizar a técnica de fermentacdo em estado
s6lido. Como exemplos, podem-se citar produtividade elevada, estabilidade
prolongada do produto e baixo custo de producio (HOLKER; HOLFER; LENZ,
2004). Outra vantagem seria a de constituir uma técnica simples e de baixo custo
(COUTO; SANROMAN, 2006). Estudos de producio de enzimas por fungos
por fermentacdo em estado sélido, quando comparada com a fermentagdo
submersa, tém demonstrado que a fermentagdo em estado sélido proporciona
maiores produtividades volumétricas e € menos propensa a problemas com a
inibicdo do substrato e rendimentos enzimdticos com uma temperatura mais alta
ou estabilidade do pH (HOLKER; HOLFER; LENZ, 2004).

S@o considerados como vantagens os seguintes aspectos (DOELLE;

MITCHELL; ROLZ, 1992):

a) os meios de cultivo sdo simples, geralmente subprodutos agricolas
que apresentam um alto teor dos nutrientes necessarios;

b) a baixa atividade de dgua impede as contaminacdes, especialmente
por bactérias e leveduras;

c) a concentracdo natural do substrato permite utilizar reatores
menores, quando comparadas com as fermentacdes submersas;

d) a aeragdo forcada € facilitada pela porosidade do suporte, o que
permite uma alta transferéncia de ar e, por conseguinte, de oxigénio;

e) podem-se empregar, frequentemente, esporos como indculo nos
processos de crescimentos de fungos, o que diminui os custos e as
manipulacdes de propagacgado do indculo;

f) os esporos dos fungos que sdo produzidos sdo mais resistentes e t€ém

melhor adaptabilidade nas condicdes de aplicacdo agricola.
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g2) Entre as principais desvantagens encontram-se (DOELLE;
MITCHELL; ROLZ, 1992):

h) as aplicagdes, geralmente, estdo limitadas a microrganismos que
crescem a baixos teores de umidade;

i) a dissipacd@o do calor gerado pode ser um problema, principalmente
quando se trabalha em grande escala e nio se controla o processo;

j) anatureza sélida do substrato dificulta a medi¢do de pardmetros da
fermentacdo, tais como pH, temperatura, umidade e concentracdes
de substratos e produtos;

k) os processos de transferéncia de massa s@o limitados pela difusdo;

I) muitos aspectos de engenharia, como o desenho e o escalonamento
de processos, sdo pouco caracterizados;

m) o tempo de fermentacdo é maior, pois, geralmente, sdo utilizados
microrganismos que apresentam baixas velocidades especificas de

crescimento.

E importante ressaltar que o processo de FES é menos agressivo ao
ambiente do que o processo de fermentacdo submersa e os custos sdo muito
menores devido a eficiente utilizacdo e ao valor agregado dos residuos
(ROBINSON; NIGAM, 2003).

De acordo com Silveira et al. (1999), as vantagens do uso da
fermentacdo no estado sélido com relagdo a fermentacdo submersa sdo baixo
custo, melhoria da estabilidade, imitar o hébitat natural do fungo, produzir
enzima com atividades especificas mais altas, gerar um produto enriquecido e
facilitar o controle de producdo da enzima processada.

Para Couto e Saromén (2006), a fermentacdo em estado sélido reproduz
processos microbioldgicos naturais, como, por exemplo, a compostagem e a

ensilagem. No caso de aplicagdes industriais, esses processos naturais, quando
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monitorados, produzem o produto desejado. Assim, vérios produtos de valor
agregado tém sido produzidos por essa técnica, utilizando-e matérias-primas
provenientes da natureza (PANDEY et al., 2000).

Nesse tipo de fermentacdo, vérias fontes de carbono (substrato principal)
podem ser utilizadas. Entre elas citam-se farelo de trigo (ISIL; NILUFER,
2005), bagaco de cevada (KRONBAUER et al., 2007), bagaco de cana-de-
acicar (SOUZA; ROBERTO; MILAGRES, 1999; MILAGRES et al., 2004;
KRONBAUER et al., 2007) e torta de soja (PINHEIRO, 2006). Neste processo
de fermentagdo devem-se observar alguns aspectos importantes, como a sele¢ao
do microrganismo, a escolha do substrato, a otimizacdo dos produtos, o
isolamento e a purificagdo do produto (PANDEY, 2003).

A principal diferenca entre a fermentacdo liquida e sélida deve-se ao
fato de que, na primeira, a mistura entre os componentes do processo
(microrganismos, nutrientes e metabodlitos) é homogénea e uniformemente
distribuida por todo o fermentador. Esta mistura imperfeita ocorrente na FES
promove a formacdo de diferentes camadas em torno da célula microbiana, a
qual limita a difusdo de nutrientes e metabdlitos e também a troca gasosa,
afetando o crescimento microbiano (GRAMINHA et al., 2008).

Independentemente do processo utilizado para a producdo de pectinases
fingicas, varios aspectos devem ser cuidadosamente considerados, como, por
exemplo, formulacdo de um meio de cultura contendo equilibrados hidratos de
carbono, fonte de nitrogénio, vitaminas e sais minerais (PILNIK; ROMBOUTS,
1981).

Os fungos s@o potenciais candidatos para produzir enzimas mediante
processos de fermentacdo em estado sélido. Uma importante variedade de
produtos enzimdticos comerciais, compostos de fitases, pectinases, xilanases,
proteases, alfa e glicoamilases, é produzida a partir de fungos. Nos dltimos anos,

os estudos das fermentacdes em estado sélido estdo focados no desenvolvimento
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de meios de cultivo a partir de residuos agroindustriais e o desenvolvimento e o

monitoramento desses processos fermentativos (PANDEY, 2001).



65

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacao do trabalho

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia da
EPAMIG, situado no campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG e no Laboratério Central de Andlise de Alimentos do Departamento

de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

3.2 Preparo do residuo

Foi utilizada a casca de café em coco, resultante do processamento via
seca e casca melosa de café, resultante do processamento via imida proviniente
de café ardbica. A casca de café melosa foi pré-secada na propriedade rural. A
casca seca e a casca melosa foram obtidas de uma propriedade rural localizada
no municipio de Santo Antdnio do Amparo, MG. A casca seca e a casca melosa

podem ser observadas na Figura 8.
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Figura 8 Casca de café melosa, a direita (A) e casca seca de café (B), a esquerda,
antes e apds a trituracio

3.2.1 Pré-tratamento do substrato

Com a finalidade de adequar o substrato as condi¢cdes necessdrias ao
crescimento e ao metabolismo dos microrganismos, foram realizados os
seguintes processos, de acordo com Santos (2007), com adaptagdes:
a) moagem - visando adequar os fragmentos a granulometria mais
adequada ao processo. As cascas foram trituradas em moinho TE-
631/2 multiuso, da marca Tecnal e, em seguida, as amostras foram
peneiradas a uma granulometria média de 0,8 mm. Utilizou-se a
peneira ABNT 20, abertura de 0,84 mm;

b) embebigdo - as amostras foram colocadas em frascos e, em seguida,
foi adicionada solu¢do de Manachini (2 g de KH,PO,; 1 g de
(NH4)2S04; 0,1 g de MgS0O4.H,0; 0,9 g de Na,HPO,.H,O; 1 g de
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extrato de levedura e 1.000 mL de dgua destilada), para regular o
teor de umidade inicial do processo;

¢) processo de esterilizacdo - que visa a diminui¢do ou a eliminacio de
possiveis contaminag@o. Os frascos foram esterilizados, a 121 ° C,

por 15 minutos.

3.3 Microrgansimos

Foram utilizados 34 isolados de fungos (3 isolados de C.
cladosporioides, 1 isolado de T. viride, 1 isolado de P. roqueforti, 1 isolado de
R. stolonifer e 28 isolados de A. niger) pertencentes a Colecdo Micoldgica
EcoCentro da EPAMIG. As col6nias puras dos fungos foram cultivadas em
placas de Petri (10 x 10 cm) contendo, aproximadamente, 20 mL de meio de
cultura MA2% (20 g de extrato de malte, 20 g de dgar e 1.000 mL de agua

destilada), durante cinco dias, em BOD, a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

3.4 Determinacio do indice enzimatico

Ap6s este periodo, discos (6 mm de diametro) de MA2% contendo
micélio dos isolados fingicos foram transferidos para placas de Petri contendo
meio mineral tamponado (MMT), de acordo com metodologia proposta por
Marchi et al. (2009). As placas foram armazenadas em BOD a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas, por cinco dias. Em seguida, foi transferido disco (6 mm
de didmetro) de MMT com micélio para placa de Petri contendo 25 mL de meio
Mac Ilvaine (7,74 g de acido citrico; 17,93 g de Na,HPO,; 2,5 g de pectina
citrica; 13 g de agar; 1 L de H,O destilada; pH = 6,0). Este processo foi
realizado em triplicata para cada isolado, o qual permitiu a difusdo das

pectinases para o meio circundante. Essas placas foram mantidas a 26 °C, por



68

cincos dias. Decorrido o tempo, foram vertidos 3 mL de solucdo de lugol sobre
as placas. Apds 10 minutos de repouso, essa solucdo foi descartada.
Posteriormente, a drea do halo de degradacéo da pectina foi visualizada.

Ap6s este periodo, foram feitas medi¢des do didmetro da colonia. A
determinacdo enzimdtica foi expressa como indice enzimdtico (IE), mediante a
relacdo do didmetro médio do halo de degradagéo e o didmetro médio da coldnia
(STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998). O indice de atividade
enzimdtica (IE) é um dos parimetros semiquantitativos mais utilizados para se
avaliar a capacidade de produg@o de enzimas pelos microrganismos em meio

solido.
3.5 Caracterizacio dos residuos

A caracterizacdo fisico-quimica dos residuos deu-se conforme
procedimentos descritos a seguir, tendo sido realizadas trés repeticdes para cada
andlise.
3.5.1 Analise de atividade de agua do substrato

A atividade de dgua foi determinada utilizando-se equipamento Aqualab
(Decagon modelo 4 TE). As amostras, aproximadamente 5 g, foram dispostas
em recipientes pldsticos e as leituras foram realizadas em temperatura controlada
de 25 °C.

3.5.2 Determinacao de umidade do substrato

A determinacdo da umidade do substrato foi realizada em um

determinador de umidade marca Shimadzu, modelo MOC 63u.
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3.5.3 pH

Preparou-se uma suspensdo com 10 mL de dgua destilada e 1,0 g da
amostra s6lida. Ap6s homogeneizagao, a suspensao foi deixada em repouso, por
um periodo de 30 minutos e, depois, o pH foi mensurado em potencidmetro
digital, previamente calibrado com as soluc¢des padrdes (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985).

3.5.4 Determinacao do teor de umidade

Determinou-se o teor de umidade pela perda de peso em estufa regulada
a 105 °C até peso constante, de acordo com a metodologia descrita pela AOAC

(1990).

3.5.5 Determinacao do teor de cinzas

Segundo as normas analiticas da Association of Official Analytical
Chemistry (2000), o teor de cinzas foi obtido por incineragdo em temperaturas

de 550-570 °C.

3.5.6 Determinacéo do teor de sélidos soluveis

A concentragdo de sdlidos soldveis, medida em °Brix, ¢ uma medida
relacionada com a quantidade de aglicares presentes na amostra. Foram
adicionados 9 mL de 4gua destilada a 1 g do residuo e, apds homogeneizacio,
deixou-se a suspensdo em repouso, por 30 minutos, com agitag@o intermitente.

Apés este periodo, a suspensdo foi filtrada com algoddo e realizada a leitura em
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refratdmetro digital da marca Reichert AR200. O resultado foi multiplicado por

10, devido a dilui¢do, a fim de determinar o teor de s6lidos soldveis do residuo.

3.5.7 Determinacao de lipidios totais ou extrato etéreo

A determinacdo de lipidios totais foi feita por meio de extracdo continua
em aparelho tipo Soxhlet, segundo a metodologia proposta pela Association of
Official Analytical Chemistry (2000). Processo gravimétrico, baseado na perda
de peso do material submetido a extragdo com éter etilico, ou na quantidade de

material dissolvido pelo solvente.

3.5.8 Determinacio do teor de proteina bruta

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de microkjeldahl,
descrito pela Association of Official Analytical Chemistry (2000), em que os
nitrogénios totais da amostra sdo fracionados em nitrogénio proteico, por meio
de calculos, considerando-se que cada 100 g de proteina contém, em média, 16 g

de nitrogénio, fator de 6,25.

3.5.9 Determinacao do teor de fibra bruta

O teor de firba bruta foi determinado por meio da hidrdlise 4cida,

segundo a Association of Official Analytical Chemistry (2000).
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3.5.10 Determinacao do teor de acidez titulavel

A acidez tituldvel foi determinada por titulagio com NaOH 0,1N, de
acordo com a técnica descrita pela Association of Official Analytical Chemistry

(1990) e expressa por 100 g de amostra.

3.5.11 Determinacao de acdcares totais

Utilizou-se o método de Antrona para a determinagdo de agticares totais,
de acordo com a metodologia descrita por Dische (1962), sendo os resultados

expressos em g/100 g.

3.5.12 Determinacao do teor de taninos totais

Os teores de taninos totais foram extraidos e dosados segundo a técnica
de Goldstein e Swain (1963), com algumas modificacdes. Foram feitas trés
extragdes sucessivas com metanol 80%. Na determinagao, foi utilizado o método
colorimétrico Folin-Dennis, de acordo com metodologia proposta pela
Association of Official Analytical Chemistry (1990). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro, a 760 nm. Os resultados foram expressos em mg de acido

tanico/100 g da amostra.

3.5.13 Determinacao do teor de pectina solivel e total

As pectinas totais e soliveis foram extraidas segundo a técnica

padronizada por McCready e McComb (1952) e o doseamento, utilizando-se a

técnica de Bitter e Muir (1962). A leitura foi realizada em espectrofotometro, a
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530 nm. Os resultados foram expressos em mg de 4cido poligalacturénico/100

g/polpa.

3.6 Processo fermentativo

3.6.1 Fermentacao em estado sélido

Os microrganismos que apresentaram indice enzimdtico (IE) > de 2,00
foram utilizados para cultivo em fermentagdo em estado sélido e, em seguida,
foram realizadas andlises da atividade enzimética do extrato enzimadtico bruto.

Os fungos foram cultivados em meio de cultura malte 2%, por cinco
dias, em BOD a 25 °C e, apds este periodo, uma suspensdo de esporos contendo
cerca de 10° esporos/mL foi transferida para frascos de vidro contendo solugdo
de Manachini pH 2,5, para a indug@o de pectinases. Com base no teor de pectina
determinado para os diferentes substratos e a recomendacdo da adicdo de 5% da
mesma a solu¢do padrdo de Manachini, foram utilizados, na fermentacdo em
estado sdlido, 12,8 g de casca seca para 20 mL de solu¢do de Manachini e 8,7 g
de casca melosa para 15,9 mL de solu¢do de Manachini.

Os frascos foram incubados por 48, 96 e 168 horas, em BOD a 28 °C,
com fotoperiodo de 12 horas. Pode-se observar o processo de fermentacdo em

estado sélido na Figura 9.
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Figura 9 Processo de fermentagdo em estado sélido em BOD a 28 °C

3.6.2 Obtencao do extrato enzimatico bruto

Apds 48, 96 e 168 horas de cultivo, foram adicionados aos frascos 100
mL de dgua destilada estéril e, em seguida, as amostras foram colocadas no
shaker, por 15 minutos, a 100 rpm, a 25 °C. As amostras foram submetidas ao
processo de filtracdo a vdcuo, com auxilio de membrana Millipore® 0,45 pm,

sendo a atividade enzimética determinada na fracdo liquida da cultura.
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3.7 Determinacao da atividade de pectinases

3.7.1 Pectina metilesterase (PME)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma solucdo de pectina citrica a 1% foi preparada em
NaCl 0,1 M, ajustando-se o pH da solucdo para 7,5 com NaOH 0,5 M. Trés mL
da solucdo de enzimas e 20 mL da solucdo de pectina citrica foram adicionados
em erlenmeyer de 50 mL, sendo a mistura incubada durante 30 minutos,
mantendo-se o pH em 7,5 pela adi¢dao de NaOH 0,02 M. A atividade de PME foi
proporcional ao volume de NaOH gasto na titulacio e foi expressa em
microequivalentes de 4cido péctico liberado por mL™ h™ . Para medir a atividade
enzimdtica, foram realizadas trés leituras de cada frasco e, em seguida, foram

feitas médias, obtendo-se, assim, dois resultados.

3.7.2 Pectina liase (PL)

A atividade enzimadtica foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Kashyap et al. (2000), tendo 1 mL da solu¢do de enzimas sido
adicionado a 5 mL de solucdo de pectina 1%, sendo o volume ajustado para 10
mL, com 4gua destilada. As amostras foram incubadas, a 40 °C, por 2 horas,
seguindo-se com a adicdo de 0,6 mL de sulfato de zinco 9% e 0,6 mL de
hidréxido de sédio 0,5 M. As amostras foram centrifugadas (3.000 rpm/10 min)
e 5 mL do sobrenadante foram adicionados a uma mistura de d4cido
tiobarbiturico (3 mL, 0,04 M), HCI (2,5 mL 0,1 M) e dgua destilada (0,5 mL). A
mistura foi aquecida em banho-maria em ebuli¢do, por 30 minutos, resfriada a
temperatura ambiente e a absorbancia da solu¢do medida a 550 nm. Foram

realizadas trés leituras de cada amostra e, em seguida, obtida a média dos
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resultados. Uma unidade de atividade foi dada como a quantidade de enzima que
provocou uma alteragdo na absorbancia de 0,01 na condi¢do do ensaio. A
atividade especifica foi determinada dividindo-se a atividade enzimdtica

encontrada pelo valor de proteinas totais na amostra.

3.7.3 Exo-poligalacturonase (Exo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma reta padrdo de &cido poligalacturdnico foi
construida, utilizando-se o método de Miller (DNS). Foram adicionados 1,5 mL
da solucdo de enzimas mais 1,0 mL de solucdo de sal de sédico de dcido
poligalacturonico a 0,1% em tampao citrato fosfato 0,1 M pH 5,0, em tubo de
ensaio. A mistura foi incubada a banho-maria, a 40 °C, por 1 hora e, apds este
periodo, a reagdo foi paralisada, adicionando-se 1,5 mL de solucdo de 4cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS), sendo os tubos mantidos em banho fervente, por cinco
minutos e, em seguida, resfriados a banho de gelo. A absorbancia da solucio foi
lida a 575 nm. Foram realizadas trés leituras de cada amostra e, em seguida,
obtida a média dos resultados. A atividade (U) de Exo-PG foi expressa na forma
de umol de equivalente de 4cido galacturénico liberado por mL por minuto, nas
condi¢des do teste. A atividade enzimatica especifica foi determinada dividindo-
se o valor de U/mL pelo valor de proteinas totais da mesma amostra, segundo
metodologia de Bradford, sendo expressa na forma de umol de equivalentes de
acido galacturdnico liberados por massa (mg ou pg) de proteinas por minuto, nas

condicdes do teste.
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3.7.4 Endo-poligalacturonase (Endo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Lima (2006). A mistura da reacdo conteve 5,5 mL de soluc@o de pectina, 0,2%
em tampao acetato de sédio 0,025 M pH 5,0 contendo 1 mM de EDTA (4cido
di-amino tetra-acético) e 250 pL do extrato enzimatico. Apds a homogeneizagdo
das misturas em agitador de tubo, elas foram incubadas em banho-maria, a 50
°C, por 10 minutos e, em seguida, a reagdo foi interrompida colocando-se as
amostras em banho de gelo. A leitura foi realizada em viscosimetro de Ostwald
tamanho 200, medindo-se o tempo (t) de escoamento das amostras, do branco e
da dgua deionizada, calculando-se a atividade segundo Mill e Tuttobelho (1961)
e Teixeira (1994), de acordo com a férmula abaixo. Foram realizadas trés

leituras de cada amostra e, em seguida, obtida a média dos resultados.

% da reducdo de viscosidade = t branco — t amostra x 100

t branco —t dgua

Unidade Viscosimétrica: UV/mL = (% da reducdo de viscosidade) x 4
50
10

3.7.5 Determinacao de proteinas totais na amostra

O método de Bradford (1976) é uma técnica para a determinacdo de
proteinas totais que utiliza o corante de coomassie brilliant blue BG-250.

Para a quantificacdo de proteinas totais na amostra, foram adicionados
em tubo de ensaio 0,1 mL da amostra + 1 mL do reagente de comassie blue G-

250 reagente de Bradford. O branco foi preparado pela adi¢do de 0,1 mL de dgua
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+ 1 mL do reagente de comassie blue G-250. Em seguida, estes foram
homogeneizados em vortex e, passados 5 minutos da agitacdo, a absorbancia foi
lida a 595 nm. Foram realizadas trés leituras de cada amostra e, em seguida,

obtida a média dos resultados.

3.7.6 Determinacao da atividade enzimatica especifica

Para obter maior confiabilidade nos resultados e eliminar proteinas
indesejaveis, procedeu-se ao cdlculo da atividade enzimdtica especifica,
dividindo-se o nimero de unidades de enzima (U) pelo nimero de proteinas
totais da amostra (mg), conforme a férmula a seguir. Os resultados foram

expressos em U/g.

Nimero de unidades de enzima (U)

gramas de proteinas (g)

Para a comparagdo dos dados encontrados, foram realizadas anélises da
atividade enzimatica quanto a producdo de pectina metilesterase (PME), pectina
liase (PL), exo-poligalacturonase (Exo-PG) e endo-poligalacturonase (Endo-

PG), frente a enzima comercial Pectinases de Aspergillus niger marca Sigma®.

3.8 Quantificacao dos residuos

Ap6s o processo de fermentacdo e de filtracdo para a obtencdo do
extrato bruto, os residuos de casca e de casca melosa foram secos em estufa, a
50 °C, por, aproximadamente, 8 horas. Transcorrido este periodo, os residuos
foram pesados em balanca analitica e calculadas as reducdes de peso dos

mesmos.
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3.9 Delineamento experimental e analise estatistica

3.9.1 Determinacao do indice enzimatico

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), tendo os testes sido realizados com trés repeti¢des. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variincia, utilizando-se o software
SISVAR (FERREIRA, 2000). As médias dos tratamentos foram comparadas,
pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

3.9.2 Determinacao da atividade enzimatica

O experimento foi conduzido em um delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) e a andlise de variancia em esquema fatorial na
parcela, sendo 2 substratos (casca seca e casca melosa) x 6 isolados constituidos
de C. cladosporioides (CMEC 00128), C. cladosporioides (CMEC 00127), C.
cladosporioides (CMEC 00126), T. viride (CMEC 00125), P. roqueforti (CMEC
00033) e R. stolonifer (CMEC 00130), com duas repeticdes. A varidvel
analisada foi a atividade enzimdtica especifica, sendo os demais dados
interpretados por meio de andlise de varidncia (ANAVA) e as médias analisadas
pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o sofware Sisvar ®.

Utilizou-se também o Teste de Dunnett pelo sofware Statistical Analysis
System® (SAS), que é utilizado para a comparacio entre os tratamentos e o
tratamento adicional, o qual, na presente pesquisa, tratou-se da enzima comercial

Pectinases obtida de A. niger, Sigma®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultado da selecao dos fungos quanto a producio de pectinases em

meio solido (teste semiquantitativo)

Para a avaliacdo do potencial de producdo de pectinases foram testados
34 isolados fiingicos. Os resultados referentes aos potenciais quanto a producgao

da enzima sdo apresentados na Tabela 1 e nas Figuras 10 e 11.
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Tabela 1 Produgdo de pectinases por fungos filamentosos, avaliada pelo indice
enzimatico (IE)

Isolados Espécies Fonte IE
CMEC 00128 C. cladosporioides Café 5.08 a*
CMEC 00127 C. cladosporioides Café 4.85a
CMEC 00126 C. cladosporioides Café 4.52 a
CMEC 00125 T. viride Cascadecafé 2.84b
CMEC 00033 P. roqueforti Café 242b
CMEC 00130 R. stolonifer Café 210c¢
CMEC 00124 Aspergillus niger Café 1.94 c
CMEC 00121 A. niger Café 1.43d
CMEC 00112 A. niger Solo 1.41d
CMEC 00122 A. niger Solo 1,14d
CMEC 00103 A. niger Pao integral 1.00d
CMEC 00102 A. niger Pao integral 1.00d
CMEC 00104 A. niger Uva 1.00d
CMEC 00106 A. niger Solo 1.00d
CMEC 00105 A. niger Uva 1.00d
CMEC 00101 A. niger Pao 1.00d
CMEC 00097 A. niger Café 1.00d
CMEC 00124 A. niger Café 1.00d
CMEC 00098 A. niger Café 1.00d
CMEC 00100 A. niger Rosca 1.00d
CMEC 00099 A. niger Café 1.00d
CMEC 00107 A. niger Solo 1.00d
CMEC 00116 A. niger Café 1.00d
CMEC 00115 A. niger Café 1.00d
CMEC 00122 A. niger Solo 1.00d
CMEC 00120 A. niger Solo 1.00d
CMEC 00118 A. niger Amendoim 1.00d
CMEC 00111 A. niger Café 1.00d
CMEC 00110 A. niger Solo 1.00d
CMEC 00108 A. niger Solo 1.00d
CMEC 00114 A. niger Café 1.00d
CMEC 00113 A. niger Solo 1.00d
CMEC 00123 A. niger Solo 1.00d

**CV (%) = 17,71

* Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade

** CV = coeficiente de variacdo, mede a dispersdo dos dados em relacdo a média
aritmética; quanto menor for, melhor € a precisdo dos dados
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Nas Figuras 10 e 11 estdo ilustrados os resultados dos testes
semiquantitativos positivos para pectinases, apds a revelagdo com solucdo de
lugol, referentes aos isolados C. cladosporioides e T. viride (Figura 10) e P.

roqueforti e R. stolonifer (Figura 11).

Figura 10 Teste semiquantitativo da producdo de pectinases apds revelacdo com
solucdo de lugol por C. cladosporioides (CMEC 00128), a direita e &
esquerda por 7. viride (CMEC 00125).

Figura 11 Teste semiquantitativo da producdo de pectinases apds revelacdo com
solucdo de lugol por P. roqueforti (CMEC 00033), a direita e a
esquerda por R. stolonifer (CMEC 00130)

Conforme os resultados da Tabela 1, pode-se observar que os isolados
testados apresentaram uma variagdo quanto ao potencial de produgio da enzima,

tendo se destacado os isolados C. cladosporioides (CMEC 001280) IE = 5,08; C.
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cladosporioides (CMEC 00127) IE = 4,85; C. cladosporioides (CMEC 00126)
IE =4,52; T. viride (CMEC 00125) IE = 2,84; P. roqueforti (CMEC 00033) IE =
2,42 e R. sotolonifer (CMEC 00130) IE = 2,10. Esses fungos apresentaram os
melhores potenciais enzimdticos quanto a producdo de pectinases, pois
apresentam indices enzimaticos (IE) > 2,00.

Nenhum dos 28 isolados de A. miger alcancou o indice enzimadtico
satisfatério (= 2,00) quanto a producdo de pectinases. Os isolados de A. niger
foram selecionados para o presente trabalho por serem relatados como a espécie
comumente utilizada para a producdo industrial de enzimas pectindliticas
(NAIDU; PANDA, 1998). De acordo com Zhong-Tao et al. (2009), Taskin et al.
(2008) e Patil e Dayand (2006), os fungos do género Aspergillus e Penicilium,
principalmente A. niger, sdo produtores de pectinases. Este fungo sintetiza a
poligalacturonase (PG), a polimetilgalacturonase (PMG), a pectina liase (PL) e a
pectinesterase (PE) (PANDA; NAIDU; SINHA, 1999).

Houve uma variabilidade na producdo da enzima pelos isolados de C.
cladosporioides. Esta variabilidade também foi verificada por Fernandes (2009),
estudando a avaliac@o do potencial enzimético das enzimas amilases, celulases e
proteases de fungos filamentosos isolados de diferentes fontes. Sugere-se que,
talvez, esta variabilidade esteja relacionada as condi¢des de cultivo e de
processamento de graos de café, pois esses isolados foram obtidos de diferentes
regides de Minas Gerais.

Os isolados de C. cladosporioides e P. roqueforti apresentaram os
maiores indices enzimadticos, espécies que também foram relatadas por Rezende
et al. (2013). Neste estudo, foram analisados 182 fungos quanto a producio de
pectato liase e poligalacturonase, dos quais 42 fungos apresentaram atividade
pectinolitca > 2,00. Os indices enzimdticos corresponderam a 3,40 para

poligalacturonase e 1,80 para pectato liase, por C. cladosporioides (DCA10),
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1,10 para pectato liase e 3,20 para poligalacturonases, por P. roqueforti
(DCA14).

As espécies de C. cladosporioides apresentaram indices enziméticos
satisfatdrios para a producdo de pectinases. Sugere-se que estas espécies possam
ter um potencial enzimdtico para a producio de diversas enzimas. Este resultado
foi comprovado por Fernandes (2009), também quanto a produgdo de amilases.
Os indices enzimaticos corresponderam a 2,78 e 2,11; lipases, 3,39; 3,30; 2,72;
2,64 e 2,36 e protease, 2,61 e 2,02. Neste mesmo trabalho, ainda foi relatada a
producdo de celulases por P. roqueforti, que também apresentou potencial
enzimatico de 2,41.

R. stolonifer apresentou indice enzimdtico de 2,10 para a producdo de
pectinases. Resultados semelhantes foram obtidos também por Guimaries et al.
(2006), que constataram a producdo de pectinases por esta espécie,
classificando-a como a melhor espécie produtora de pectinases. Outra espécie de
Rhizopus também citada foi R. microsporus var. rhizopodiformis (DAMASIO et
al., 2011). Outras espécies também sao citadas como produtoras de pectinases,
como Colletotrichum gloeosporioides (MARCHI et al., 2009) e Alternaria
solani (MARCHI; BORGES; MIZUBUTI, 2006).

4.2 Caracterizacao dos residuos

A atividade de dgua no substrato casca seca foi de 0,98 e, no substrato
casca melosa, foi de 0,97. A umidade no substrato casca seca foi de 64,00 e, no
substrato casca melosa, foi de 66,00, apds embebicdo com a solucdo de
Manachini.

A caracterizagdo dos residuos casca seca e casca melosa pode ser

observada na Tabela 2.
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Tabela 2 Caracterizacdo da casca seca e da casca melosa de café

Parametros analisados Casca seca Casca melosa
pH 4.8 43
Umidade (%) na casca 11,74 16,37
Residuo mineral fixo - cinzas (%) 5,40 6,27
Extrato etéreo (%) 1,90 1,37
Sélidos solaveis (°BRIX) 25,00 42,50
Proteina bruta (%) 8,35 8,08
Fibra bruta (% ) 25,35 15,80
Acidez 0,60 0,60
Taninos (mg/100 g) 1,50 1,70
Accares totais (g/100 g) 2,40 7,60
Pectina solivel (mg/100 g) 2,20 3,10
Pectina total (mg/100 g) 3,90 5,70
Solubilidade 56,00 54,00

De acordo com os resultados, pode-se observar que a atividade de dgua
foi de 0,97 e 0,98, para casca seca e casca melosa, respectivamente, o que
confere uma alternativa para utilizacio do residuo para o cultivo de
microrganismos. Alguns autores (ANTIER et al., 1993; CASTILHO, 1997,
TARAGANO; PILOSOF, 1999) citam a utilizag@o de diversos substratos para a
produgdo de pectinases pelo A. niger com atividade de dgua acima de 0,93.
Garcia (2004) relata que os substratos com teor de atividade de dgua inferior a
0,6 ndo sdo propicios ao crescimento microbiano e, a partir de 0,65, inicia-se a
proliferacdo de microrganismos especificos, sendo que até 0,75, somente
algumas bactérias haldfitas, leveduras e fungos xerofilicos podem se
desenvolver. Singhania, Soccol e Pandey (2008) relatam que os fungos
necessitam de baixa umidade; 40%-60% pode ser suficiente, mas a selecdo do

substrato depende de vdrios fatores relacionados, principalmente, ao custo e a
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disponibilidade e, portanto, envolve a sele¢do de varios residuos agroindustriais
(PANDEY et al., 2000).

E importante salientar que baixos niveis de atividade de dgua significam
baixa disponibilidade de moléculas de 4gua nas proximidades das células,
dificultando a troca de solutos na fase solida, diminuindo o metabolismo e
gerando menores taxas de crescimento ou de sintese de metabdlitos. Em
contrapartida, elevados indices de atividade de dgua dificultam a difusdo de ar
pelas particulas sélidas, levando a reducdo no crescimento microbiano (ABUD;
SILVA; NARAIN, 2007; ALCANTRA, 2008). A atividade de dgua afeta
diretamente o crescimento microbiano e a sintese de metabdlitos (PINTO et al.,
2006).

Na fermentag@o em estado s6lido (FES), o microrganismo tem um limite
de 4dgua para suas atividades metabdlicas e seu crescimento. A atividade de dgua
6tima para fungos € por volta de 0,7; para leveduras, de 0,8 e, para bactérias, de
0,9. Uma pequena flutuacdo nestes valores 6timos causa um grande distirbio no
crescimento e no metabolismo dos microrganismos (ANDRADE, 1999).

A umidade nos substratos correspondeu a 64% na casca seca e 68% na
casca melosa, estando de acordo com a literatura. Nos processos de FES,
geralmente, varia entre 30% e 85%. A umidade 6tima para o cultivo do
microrganismo em FES é dependente da capacidade do substrato em reter dgua.
Por exemplo, o nivel de umidade 6timo para o cultivo de A. niger em arroz é de
40%, entretanto, para a polpa de café é de 80%. O requerimento de dgua pelo
microrganismo deve ser definido em termos de atividade de dgua (Ay) do meio
em lugar da umidade do substrato sélido (SANTOS, 2007). A produtividade da
fermentac@o em estado sélido, de acordo com Nigam e Singh (1994), é afetada
significativamente pelo nivel de umidade do meio. Os valores mais baixos
podem induzir a esporulacdo do microrganismo, enquanto os niveis mais

elevados podem reduzir a porosidade do sistema, o que pode produzir limitacdo
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de transferéncia de oxigénio e aumento do risco de contaminacdo por bactérias
(PEREZ-GUERRA et al., 2003).

Castilho, Alves e Medronho (2000), utilizando o farelo de trigo e o
farelo de soja como substrato para a producdo de pectinases em fermentacdo em
estado sélido por A. niger, relataram que altas atividades pectinoliticas foram
obtidas com a umidade de 40%, durante 22 horas de cultivo.

O pH do substrato da casca seca foi de 4,8 e de 4,3 para casca melosa,
estando de acordo com dados da literatura. O pH € uma varidvel importante em
qualquer processo biolégico, havendo valores minimos, 6timos € maximos para
o desenvolvimento de cada microrganismo. Geralmente, os fungos preferem pH
baixo (4,5-5,0), afetando o metabolismo dos microrganismos por alterar seu
conjunto enzimdtico. O pH de um cultivo varia devido as reacdes que ocorrem
durante as atividades metabdlicas do microrganismo (SANTOS, 2007).

De maneira geral, os resultados das caracteristicas fisico-quimicas da
casca seca e da casca melosa estdo de acordo com os relatados por outros
autores, como por Parra et al. (2008), para as andlises de proteinas bruta
(7,61%), para casca seca (8,76%) e para casca melosa, e extrato etéreo (0,91%)
para casca seca e (1,21%) casca melosa. J4 para fibra bruta para casca seca, o
autor encontrou resultados superiores, 43,43% para casca seca e 18,16% para
casca melosa, comparados aos do presente trabalho. Parra et al. (2008) nao
constatou a presenca de taninos na casca seca e na casca melosa, porém, no
presente trabalho, foram encontrados valores de 1,5% e 1,7%, para casca seca e
casca melosa, respectivamente. Oliveira (2001) encontrou valor de fibra bruta de
17,76% na casca seca, o qual se aproximou mais do resultado encontrado no
presente trabalho. Oliveira (2011), analisando a casca de café melosa, relatou
umidade de 11,23%; residuo mineral fixo — cinzas, 7,11%; extrato etéreo,

1,52%; fibra bruta, 24,92% e proteinas, 11,48%.
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O teor de proteinas foi de 8,35% na casca seca e de 8,80% na casca
melosa, sugerindo que o residuo de café € vidvel como meio fermentativo, por
ser uma 6tima fonte de nitrogénio, nutriente imprescindivel ao metabolismo
microbiano.

Os resultados de agicares totais corresponderam a 2,4% na casca seca e
7,6% na casca melosa; para pectina total foram de 3,9% na casca seca e de 5,7%
na casca melosa; para pectina solivel, 2,2% na casca seca e 3,10% na casca
melosa e solubilidade de 56% na casca seca e de 54% para casca melosa.
Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira (2011), estudando a
casca seca de café como substrato para a produgdo de pectinases: 7,57% de
acucares, 6,26% de pectina total, 2,41% de pectina solivel e 41,56% de
solubilidade.

Quantitativamente, na literatura, hd indicios de que altas concentragdes
de actcares no meio suprem a necessidade dos microrganismos para seu
crescimento e a pectina no meio é pouco utilizada. Porém, quando a
concentracdo de acgtcares € menor que a concentracdo de pectina, ocorre
facilmente a quebra das moléculas pécticas, pois, devido a abundancia, sdo mais
consumidas, levando a altas atividades enzimaticas (SOUZA et al., 2007).

Neste trabalho, utilizaram-se os valores de pectina total como fonte de
pectina ou substrato indutor para o processo de fermentacdo em estado sélido,
estando de acordo com outras pesquisas como por exemplo a producdo de
poligalacturonase por A. niger € induzida pela presenca de pectina no meio de
cultura. A maior parte das pectinases comerciais é de enzimas indutiveis e
substratos com alto teor de pectina estimulam a producdo da enzima. A
caracteriza¢do do residuo de manga seco mostrou que este substrato pode ser
considerado vidvel para a producdo de poligalacturonase, apresentando bons

niveis de pectina, 9,62% e de proteina, 6,73% (OLIVEIRA, 2013).
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E importante lembrar que, de forma geral, a caracterizacio deve ser feita
para cada substrato e pode variar drasticamente, dependendo da época de
colheita e das préaticas agricolas relacionadas com o plantio. Segundo Albino e
Silva (1996), as condicdes de processamento dos subprodutos também podem
conduzir a grandes variacdes na composicdo dos alimentos, sendo, entdo, de
extrema importancia a caracterizacdo do substrato para o processo de
fermentacdo em estado sélido e, consequentemente, o ajuste de determinados

parametros (ALCANTARA; ALMEIDA; SILVA, 2007).

4.3 Resultado das atividades enzimaticas pectinoliticas avaliadas quanto a
producio de pectina metilesterase (PME), pectina liase (PL), exo-

poligalacturonase (Exo-PG) e endo-poligalacturonase (Endo-PG)

Nas Tabelas 3 a 10, podem ser observados os resultados das andlises das
atividades enzimadticas especificas das enzimas estudadas. Com relacdo a
producdo das enzimas pectina metilesterase (PME), pectina liase (PL), exo-
poligalacturonase (Exo-PG) e endo-poligalacturonase (Endo-PG), observou-se
interacdo tripla significativa entre os fatores substrato, tempo e isolados.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, pode-se observar
que houve diferenca significativa entre os isolados analisados. No periodo de 48
horas, o isolado C. cladosporioides (CMEC 00126) apresentou uma atividade
enzimdtica de 94,50 U/g. No periodo de 96 horas, os isolados C. cladosporioides
(CMEC 00126) e C. cladosporioides (CMEC 00128) apresentaram atividade
enzimdtica de 58,00 e 54,00 U/g e, no periodo de 168 horas, o isolado R.
stolonifer (CMEC 00130) apresentou atividade enzimatica de 99,00 U/g, que foi
a maior entre todos os isolados analisados. Para os trés tempos de fermentagdo

observou-se que houve diferenga significativa entre eles, com excecdo dos
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isolados P. roqueforti (CMEC 00033) e C. cladosporioides (CMEC 00127), nos

quais o tempo de fermentacio ndo diferiu na producdo enzimaética.
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Tabela 3 Valores médios da atividade enzimdtica especifica de pectina
metilesterase (PME) (U/g) dos isolados P. roqueforti (CMEC
00033), T. viride (CMEC 00125), C. cladosporioides (CMEC
00126), C. cladosporioides (CMEC 00127), C. cladosporioides
(CMEC 00128) e R. stolonifer (CMEC 00130), no substrato casca
seca, em trés tempos: 48, 96 e 168 horas

Isolados Tempo (horas)
48h 96h 168h

P. roqueforti (CMEC 00033) 32,17d A 27,17c A 36,67c A
T. viride (CMEC 00125) 52,67b A 4350b B 41,17¢ B
C. cladosporioides (CMEC00126) 9450a A * 58,00 a B 44,00 c C
C. cladosporioides (CMEC00127) 43,17c A 34,83c A 39,67 c A
C. cladosporioides (CMEC00128) 4483 cB 54,00 a A 54,50b A
R. stolonifer (CMEC 36,83dB 35,00c B 99,00 a A*
00130)
E. comercial 58,17

CV (%) = 12,30

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P < 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

Pelo teste de Dunnett, de modo geral, a enzima comercial apresentou
maior atividade enzimdtica (58,17 U/g), quando comparada com os isolados
analisados, com excecdo do isolado C. cladosporioides (CMEC 00126), que
apresentou atividade enzimaética superior (94,50 U/g) no periodo de 48 horas e
do isolado R. stolonifer (CMEC 00130), que apresentou atividade mdaxima
(99,00 U/g) no tempo de 168 horas, em relagdo a enzima comercial. Houve uma
diferenca positiva significativa entre esses dois isolados.

Para algumas aplicacdes, de acordo com Jayani, Saxena e Gupta (2005),
as preparagdes enzimdticas devem apresentar pequenas concentragdes de PME,

para evitar a clarificacdo do suco. Em sucos nio clarificados, como o de laranja,
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o congelamento do produto faz com que a enzima permaneca na sua forma
inativa.

Para a industria de alimentos sdo desejaveis microrganismos capazes de
sintetizar altos niveis de PL, Exo-PG e Endo-PG e baixos niveis de PME
(TARAGANO; PILOSOF, 1999). De acordo com Martos et al. (2009), um
extrato enzimatico com alta atividade de PL e/ou PG € interessante por acelerar
a despolimerizag¢do da molécula de pectina. Por outro lado, uma baixa atividade
de PME ¢ vantajosa para o processamento de sucos, pois o metanol liberado pela
acdo da PME pode prejudicar o teor de ésteres volateis responsaveis pelo cheiro
especifico de frutas. O metanol também tem efeito t6xico ao organismo humano,
principalmente sobre o sistema nervoso, incluindo nervos O&pticos e retina
(PEREIRA; ANDRADE, 1998). Além disso, segundo Lang e Dornenburg
(2000), para o processamento de alguns alimentos instantaneos para bebés, é
conveniente usar preparacdes comerciais com altos niveis de PG e teores
reduzidos de PME, pois a enzima possibilita a maceracdo do produto sem alterar
a cor, 0 aroma e as vitaminas.

Na Tabela 4, pode-se observar, estatisticamente, que houve diferenca
significativa nos tempos de 48, 96 e 168 horas, entre os isolados e o tempo de
fermentacdo quanto a atividade enzimética na producdo de pectina metilesterase,
no substrato casca melosa. O isolado R. stolonifer (CMEC 00130) diferiu dos
demais isolados analisados, apresentando atividade enzimética de 90,67; 116,00

e 138,00 U/g, nos tempos de 48, 96 e 168 horas.
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Tabela 4 Valores médios da atividade enzimdtica especifica de pectina
metilesterase (PME) (U/g) dos isolados P. roqueforti (CMEC
00033), T. viride (CMEC 00125), C. cladosporioides (CMEC
00126), C. cladosporioides (CMEC 00127), C. cladosporioides
(CMEC 00128) e R. stolonifer (CMEC 00130), no substrato casca
melosa, em trés tempos: 48, 96 e 168 horas

Isolados Tempo (horas)
48h 96h 168h
P. roqueforti (CMEC 00033) 50,17d A 38,83dB 32,33dB
T. viride (CMEC 00125) 74,17 b A* 58,00c B 39,33dC

C. cladosporioides (CMEC 00126) 56,33dB 61,00 ¢ B* 85,50 b A*
C. cladosporioides (CMEC 00127) 63,33 ¢ B* 76,67 b A* 54,83¢cB
C. cladosporioides (CMEC 00128) 77,50 b B* 83,67 b B* 91,67 b A*
R. stolonifer (CMEC 00130) 90,67 a C* 116,00 a B* 138,00 a A*
E. Comercial 58,17

CV (%) =12,30

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P< 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

De acordo com o teste de Dunnett, a enzima comercial produziu uma
atividade enzimadtica de 58,17 U/g, porém, a atividade enzimadtica dos isolados,
de maneira geral, foi superior a da enzima comercial, no substrato casca melosa,
com exce¢do dos isolados P. roqueforti (CMEC 00033) e C. cladosporioides
(CMEC 00126), no periodo de 48 horas; dos isolados P. roqueforti (CMEC
00033) e T. viride (CMEC 00125), no periodo de 96 horas e dos isolados P.
roqueforti (CMEC 00033), T. viride (CMEC 00125) e C. cladosporioides
(CMEC 00127), no periodo de 168 horas.

O isolado R. stolonifer (CMEC 00130) apresentou a maior atividade,
tanto no substrato casca seca quanto no substrato casca melosa, correspondendo

299,00 e 138,00 U/g, respectivamente.
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De acordo com os dados da Tabela 5, pode-se observar que houve
diferenca significativa, entre os isolados, quanto a atividade enzimatica de
pectina liase (PL) e o tempo de fermentac@o. Observa-se que, entre os isolados,
no periodo de 48 horas uma maior atividade enzimatica foi obtida pelo isolado
P. rogqueforti (CMEC 00033), correspondendo a uma atividade enzimadtica de
270 U/g e pelo isolado R. stolonifer (CMEC 00130), correspondendo a uma
atividade enzimdtica de 205,50 U/g. No periodo de 96 horas, uma maior
atividade foi produzida também pelo isolado P. roqueforti (CMEC 00033),
correspondendo a uma atividade enzimatica de 623,67 U/g e, no periodo de 168
horas, pelo isolado C. cladosporioides (CMEC 00128), correspondendo a uma
atividade enzimatica de 898,67 U/g. Embora esses isolados tenham apresentado
os maiores valores de atividade enzimatica, quando comparados com a atividade
enzimatica da enzima comercial (2.169,35 U/g), pode observar-se que o valor da
enzima comercial foi significativamente maior do que a atividade enzimadtica dos
isolados analisados. Pelo teste de Dunnett, ndo se observou diferenca
significativa positiva entre os isolados e a enzima comercial.

A producio e a purificacio parcial de pectina metilesterase e
poligalacturonase de C. cladosporioides isolados de graos de café foram

analisadas por Bastos et al. (2013).
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Tabela 5 Valores médios da atividade enzimdtica especifica de pectina liase —
PL (U/g) dos isolados P. roqueforti (CMEC 00033), T. viride (CMEC
00125), C. cladosporioides (CMEC 00126), C. cladosporioides
(CMEC 00127), C. cladosporioides (CMEC 00128) e R. stolonifer
(CMEC 00130), no substrato casca seca, em trés tempos: 48, 96 e 168

horas
Isolados Tempo (horas)
48h 96h 168h

P. roqueforti (CMEC 00033) 270,00 a B 623,67aA 286,50dB
T. viride (CMEC 00125) 166,83 b A 17450c A 142,67e A
C. cladosporioides (CMEC 00126) 129,33 b B 395,17b A 36533cA
C. cladosporioides (CMEC 00127) 121,50 b B 116,83 cB  263,00d A
C. cladosporioides (CMEC 00128) 66,33b C 370,00bB  898,67a A
R. stolonifer (CMEC 00130) 205,50aC 320,67bB  658,50b A
E. Comercial 2.169,35

CV (%) =26,63

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P< 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

Pode-se observar, na Tabela 6, que ndo houve diferencas significativas
entre os isolados, quanto a atividade enzimaética de pectina liase (PL), no periodo
de 48 horas. Diferenca significativa foi encontrada pelos isolados quanto a
atividade enzimatica no periodo de 96 horas, tendo P. roqueforti (CMEC 00033)
se destacado entre os demais isolados, com a maior atividade enzimatica (418,67
U/g). No periodo de 168 horas, observa-se que houve diferenca significativa
entre o isolado P. roqueforti (CMEC 00033), correspondendo a uma atividade
enzimdtica de 385,00 U/g e o isolado C. cladosporioides (CMEC 00128),

correspondendo a uma atividade enzimadtica de 370,17 U/g.
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Tabela 6 Valores médios da atividade enzimdtica especifica de Pectina liase —
PL (U. g'l) dos isolados P. rogqueforti (CMEC 00033), T. viride (CMEC
00125), C. cladosporioides (CMEC 00126), C. cladosporioides
(CMEC 00127), C. cladosporioides (CMEC 00128) e R. stolonifer
(CMEC 00130), no substrato casca melosa, em trés tempos: 48, 96 e

168 horas
Isolados Tempo (horas)
48h 96h 168h
P. roqueforti (CMEC 00033) 167,67 aB 418,67 a A 385,00a A
T. viride (CMEC 00125) 238,83 a A 199,00 c A 291,83b A

C. cladosporioides (CMEC 00126) 156,33 a A 238,50b A 154,00 c A
C. cladosporioides (CMEC 00127) 169,50 a B 134,67 c B 294,67b A
C. cladosporioides (CMEC 00128) 128,83 a B 286,00 b A 370,17 a A
R. stolonifer (CMEC 00130) 188,67 a B 272,17b A 289,83 b A
E. Comercial 2.169,35

CV (%) =26,63

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P< 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

Quanto ao melhor tempo de fermentacdo, observa-se que houve
diferenca significativa para o isolado P. roqueforti (CMEC 00033) nos tempos
de 96 e 168 horas, observando-se produ¢do da atividade enzimatica de 481,67 e
385,00 U/g, respectivamente. Para os isolados 7. viride (CMEC 00125) e C.
cladosporioides (CMEC 00126), ndo houve diferenga significativa quanto ao
tempo de fermentacdo. Para o isolado C. cladosporioides (CMEC 00127), o
melhor tempo de fermentagcdo ocorreu no periodo de 168 horas, correspondendo
a 294,67 Ul/g e, para os isolados C. cladosporioides (CMEC 00128) e R.
stolonifer (CMEC 00130), o melhor tempo de fermentacdo foi de 96 e 168
horas, respectivamente, porém, no tempo de 168 horas houve maior atividade

enzimdatica quando comparado com o periodo de 96 horas.
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Utilizando-se o substrato casca melosa, a atividade enzimatica dos
isolados analisados foram de forma semelhante & casca seca, constatou-se que 0s
resultados foram inferiores aos obtidos pela enzima comercial, que correspondeu
a 2.169,35 U/g. Nao houve diferenca significativa positiva pelo Teste de
Dunnett.

O isolado P. roqueforti (CMEC 00033), no substrato casca melosa,
obteve atividade enzimatica de 418,67 U/g, resultado inferior ao obtido por Silva
et al. (2002), que avaliaram a producdo de pectinases por P. viridicatum,
verificando que a atividade méxima da enzima pectina liase foi de 2.000 U.g",
utilizando meio sélido contendo bagaco de laranja, quando avaliado
isoladamente. Entretanto, uma mistura de substratos, sendo bagaco de laranja e
farelo de trigo, elevou a atividade enzimatica para 3.540 U.g"'.

A maéaxima atividade enzimdtica de pectina liase obtida por Maciel et al.
(2011) foi de 40.615,62 U/g, utilizando a palma forrageira como substrato e o
isolado A. niger URM4645, no periodo de 72 horas de fermentacdo em estado
solido, o que estd de acordo com os resultados encontrados por Martins et al.
(2002), na producdo de pectinases termoestdveis em fermentacdo em estado
sOlido por Thermoascus aurantiacus. Os autores analisaram a producdo de
pectina liase (PL) usando bagaco de laranja, bagaco de cana-de-agtcar e farelo
de trigo como fonte de carbono. A producdo pectina liase foi observada apés
quatro dias de cultivo e o ponto maximo (40.180 U/g™") ocorreu entre o 8° e o
10° dia, no meio composto de 10% de bagaco de cana-de-agicar e 90% de
bagaco de laranja. A médxima atividade enzimética das enzimas foi determinada
em 65 °C, por 5 horas.

Estes resultados foram inferiores, quando comparados com os obtidos no
presente trabalho, pois, utilizando o substrato casca seca, a maior atividade foi
obtida pelo isolado C. cladosporioides (CMEC 00128), no periodo de

fermentagdo de 168 horas, correspondendo a 898,67 U/g e, utilizando o substrato
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casca melosa, o isolado P. roqueforti (CMEC 00033) apresentou atividade
enzimdtica correspondendo a 418,67 U/g, no periodo de fermentacdo de 96
horas.

Pode-se observar, na Tabela 7, que, entre os isolados analisados quanto a
atividade enzimdtica de exo-poligalacturonase, houve uma diferenca
significativa, nos periodos de 48, 96 e 168 horas. No periodo de 48 horas, o
isolado C. cladosporioides (CMEC 00126) apresentou maior atividade,
correspondendo a 0,71 U/g e, em seguida, pelo isolado T. viride (CMEC 00125)
-0,69 U/ge o isolado C. cladosporioides (CMEC 00127), -0,65 U/g. No periodo
de 96 horas também ocorreu diferenca significativa entre os isolados analisados,
tendo o isolado C. cladosporioides (CMEC 00128) apresentado maior atividade
enzimadtica, correspondendo a 0,98 U/g. No periodo de 168 horas também houve
diferenga significativa; o isolado C. cladosporioides (CMEC 00127) se destacou
entre os demais (0,49 U/g) e, em seguida, o isolado 7. viride (CMEC 00125),
correspondendo ao valor de 0,32 U/g e o isolado C. cladosporioides (CMEC
00128), correspondendo a 0,28 U/g. Pode-se também observar que houve um
decréscimo da atividade enzimética no periodo de 168 horas, quando comparado
com os demais resultados encontrados para a atividade de Exo-PG. Observa-se
que houve diferenca significativa, entre os trés tempos analisados, para os
isolados T. viride (CMEC 00125), C. cladosporioides (CMEC 00126) e C.
cladosporioides (CMEC 00128).
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Tabela 7 Valores médios da atividade enzimdtica especifica de exo-
poligalacturonase (Exo-PG) (U/g) dos isolados P. roqueforti
(CMEC 00033), T. viride (CMEC 00125), C. cladosporioides
(CMEC 00126), C. cladosporioides (CMEC 00127), C.
cladosporioides (CMEC 00128) e R. stolonifer (CMEC 00130), no
substrato casca seca, em trés tempos: 48, 96 e 168 horas

Isolados Tempo (horas)
48h 96h 168h

P. roqueforti (CMEC 00033) 0,25b A 0,22c A 0,12b A
T. viride (CMEC 00125) 0,69 a A* 0,55b A* 0,32aB
C. cladosporioides (CMEC 00126) 0,71 a A* 0,69 b A* 0,04bB
C. cladosporioides (CMEC 00127) 0,65 a A* 0,28 c A 049 aA
C. cladosporioides (CMEC 00128) 0,37b B 0,98 a A* 0,28aB
R. stolonifer (CMEC 00130) 0,35b A 0,20c A 0,08b A
E. Comercial 0,16

CV (%) = 30,17

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P< 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

Comparando-se a atividade enzimética dos isolados analisados com a
enzima comercial pelo teste de Dunnett, pode-se observar que os resultados
encontrados pelos isolados, de maneira geral, foram superiores ao da enzima
comercial, com exce¢do de P. roqueforti (CMEC 00033), C. cladosporioides
(CMEC 00126) e R. stolonifer CMEC 00130, correspondendo aos valores
inferiores ao da enzima comercialm sendo 0,12; 0,04 e 0,08 U/g,
respectivamente, no periodo de 168 horas. Também se pode constatar que houve
diferenca significativa positiva para o teste de Dunnett no substrato casca seca,
nos periodos de 48 e 96 horas.

Resultados  superiores da atividade enzimdtica para exo-

poligalacturonase foram encontrados por Diaz et al. (2012), quando utilizaram
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A. awamori no substrato bagaco de laranja em processo estado sélido. Estes
autores constataram maxima atividade correspondendo a 16,9 U/g, no periodo de
14 dias a 30 °C.

De acordo com os dados da Tabela 8, pode-se observar que houve
diferenca significativa entre os isolados e o tempo de fermentagdo. O isolado T.
viride (CMEC 00125) obteve maior atividade enzimadtica, correspondendo a 1,68
U/g. Em seguida, C. cladosporioides (CMEC 00126), correspondendo a 1,54
U/g e C. cladosporioides (CMEC 00127) -1,50 U/g. No periodo de tempo de 96
horas, o isolado C. cladosporioides (CMEC 00128) apresentou maior atividade
enzimdtica entre todos os isolados e entre os trés tempos analisados,
correspondendo a 3,10 U/g. No periodo de 168 horas ocorreu diferenca
significativa entre C. cladosporioides (CMEC 00127) e C. cladosporioides
(CMEC 00128), correspondendo as atividades enziméticas de 2,64 e 2,36 U/g,

respectivamente.



100

Tabela 8 Valores médios da atividade enzimdtica especifica de Exo-
poligalacturonase (Exo-PG) (U/g) dos isolados P. roqueforti
(CMEC 00033), T. viride (CMEC 00125), C. cladosporioides
(CMEC 00126), C. cladosporioides (CMEC 00127), C.
cladosporioides (CMEC 00128) e R. stolonifer (CMEC 00130), no
substrato casca melosa, em trés tempos: 48, 96 e 168 horas

Isolados Tempo (horas)

48h 96h 168h
P. roqueforti (CMEC 00033) 1,18 b A* 0,59 d B* 0,16dC
T. viride (CMEC 00125) 1,68 a A* 1,21 ¢ B* 0,69 b C*
C. cladosporioides (CMEC 00126) 1,54 a B* 2,08 b A* 0,57 b C*
C. cladosporioides (CMEC 00127) 1,50 a B* 0,93 c C* 2,642 A*
C. cladosporioides (CMEC 00128) 0,99 b C* 3,10 a A* 2,36 a B*
R. stolonifer (CMEC 00130) 1,40 a A* 0,57 d B* 0,50cB
E. Comercial 0,16

CV (%) = 30,17

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P< 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

Pelo teste de Dunnett, pode-se observar que houve diferenca
significativa positiva, entre os isolados analisados e a enzima comercial, pois
vérios isolados alcancaram resultados superiores ao da enzima comercial.

Um estudo sobre a produc@o de enzimas pectinoliticas em fermentacio
em estado sélido por quatro espécies de Aspergillus spp. foi realizado por Heerd
et al. (2012), que observaram alta atividade enzimdtica do isolado A. sojae
ATCC 20235, quando comparada com a dass demais espécies analisadas. A
atividade enzimadtica para Exo-PG correspondeu a 28,3 U/g em cinco dias de
cultivo. Estes resultados, comparados com os obtidos no presente trabalho,

foram superiores.
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Resultados de atividade enzimatica de exo-poligalacturonase (Exo-PG)
ainda maiores foram encontrados por Martin, Silva e Gomes (2005), quando
utilizaram o fungo Moniella sp. Estes autores obtiveram atividade enzimatica de
84,8 U/g, utilizando a mistura de bagaco de laranja, bagaco de cana-de-agucar e
farelo de trigo na fermentac@o semissélida. Tais valores podem ser considerados
superiores aos obtidos no presente trabalho, porém, existem varidveis a serem
consideradas, como o tipo de fermentacdo, o substrato e o isolado. De acordo
com Viswanathan e Jagadeesbadu (2008), a producdo de pectinases por
microrganismos ¢ inflenciada pelas condi¢des de cultivo, as quais podem
estimular ou inibir a liberacio de enzimas.

A atividade méxima de exo-poligalacturonase encontrada por Maciel et
al. (2011), utilizando a palma forrageira como subtrato e o isolado A. niger
URM4645 em fermentacdo em estado sélido, correspondeu a 3.590 U/g, no
periodo de 24 horas. Resultados aproximados foram encontrados neste trabalho
com o isolado C. cladosporioides (CMEC 00128) no substrado casca melosa,
correspondendo a 3,10 U/g, porém, no periodo de 96 horas.

Pode-se observar, pelos dados da Tabela 9, que houve diferenca
significativa na atividade enzimatica de endo-poligalacturonase (Endo-PG) entre
os isolados e no tempo de fermentacdo. No periodo de tempo de 48 horas, uma
maior atividade pode ser observada entre os isolados R. stolonifer (CMEC
00130), P. roqueforti (CMEC 00033) e T. viride (CMEC 00125),
correspondendo aos valores 7.195,83; 7.095,83 e 6.777 U/g, respectivamente.
No periodo de 96 horas, diferenca significativa foi constatada para os isolados 7.
viride (CMEC 00125) e P. roqueforti (CMEC 00033), correspondendo aos
valores 13.697,50 e 11.388 U/g, respectivamente. No periodo de 168 horas
foram constatadas as maiores atividades de endo-poligalacturonase, mais uma
vez pelos isolados T. viride (CMEC 00125) e P. roqueforti (CMEC 00033),
correspondendo aos valores de 29.632,00 e 27.278,67 U/g, respectivamente.
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Tabela 9 Valores médios de atividade enzimatica especifica de endo-
poligalacturonase (Endo-PG) (U/g) dos isolados P. roqueforti
(CMEC 00033), T. viride (CMEC 00125), C. cladosporioides
(CMEC 00126), C. cladosporioides (CMEC 00127), C.
cladosporioides (CMEC 00128) e R. stolonifer (CMEC 00130), no
substrato casca seca, em trés tempos 48, 96 e 168 horas

Isolados Tempo (horas)
48h 96h 168h

P. roqueforti (CMEC 00033) 7.09583aC 11.388,00aB 27.278,67 a A*
T. viride (CMEC 00125) 6.777,00 a C 13.697,50 a B 29.632,00 a A*
C. cladosporioides (CMEC 00126) 2.903,67bB 7.367,17b A 1.367,00e B
C. cladosporioides (CMEC 00127) 3.21250bB 1.949,67c B 9918,83c A
C. cladosporioides (CMEC 00128) 1.693,00b B 3.831,50¢cB 15424,17b A
R. stolonifer (CMEC 00130) 7.19583 a A 2.791,50c¢ B 6.353,67d A
E. Comercial 21.730,50

CV (%) = 26,48

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nio diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P< 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

Houve diferenca significativa entre os tempos de fermentacdo, tendo o
tempo de 168 horas sido o melhor para todos os isolados, pois as maiores
atividades enzimdticas foram constatadas, com excecdo do isolado C.
cladosporioides (CMEC 00126), que foi no periodo de 96 horas e do isolado R.
stolonifer (CMEC 00130), para o qual o melhor tempo de fermentagdo ocorreu
no periodo de 48 horas. Em geral, observa-se um tempo 6timo de cultivo
especifico para cada microrganismo, no qual se tem uma maior producdo de
pectinases. Apds este intervalo de tempo, nota-se uma estabilizacdo e/ou
diminui¢do na atividade pectinolitica. Este declinio na atividade enzimatica pode

estar relacionado ao consumo de algum composto essencial, ao aparecimento de
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um metabdlito inibidor ou a prépria desnaturagdo das enzimas ja sintetizadas
(BARNBY; MORPETH; PYLE, 1990).

Pelo teste de Dunnett, pode-se observar que houve diferenca
significativa positiva entre os isolados e a enzima comercial, tendo a atividade
enzimdtica dos isolados analisados sido altamente superior a da enzima
comercial, correspondendo aos isolados T. viride (CMEC 00125) e P. roqueforti
(CMEC 00033), no periodo de 168 horas.

Na Tabela 10 pode-se observar que, no periodo de 48 horas, ocorreram
diferengas significativa entre os isolados 7. viride (CMEC 00125), R. stolonifer
(CMEC 00130), P. rogueforti (CMEC 00033) e C. cladosporium (CMEC
00126), correspondendo aos valores de 7.261,67; 6.623,33; 5.975,83 e 5.660,17
U/g, respectivamente. No periodo de tempo de 96 horas, houve diferenca
significativa entre os isolados. O isolado T. viride (CMEC 00125) teve uma
atividade enzimdtica de 18.591,50 U/g. No periodo de 168 horas houve
diferenca significativa entre o isolado R. stolonifer (CMEC 00130) e o isolado
P. roqueforti (CMEC 00033), que apresentaram atividades enzimdticas de
29.282,50 e 26.989,83 U/g, respectivamente. Houve diferenca significativa entre
os tempos de fermentacao utilizados, com exce¢do do isolado C. cladosporioides

(CMEC 00126).
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Tabela 10 Valores médios da atividade enzimatica especifica de endo-
poligalacturonase (Endo-PG) (U/g) dos isolados P. roqueforti
(CMEC 00033), T. viride (CMEC 00125), C. cladosporioides
(CMEC 00126), C. cladosporioides (CMEC 00127), C.
cladosporioides (CMEC 00128) e R. stolonifer (CMEC 00130), no
substrato casca melosa, em trés tempos: 48, 96 e 168 horas

Isolados Tempo (horas)
48h 96h 168h

P. roqueforti (CMEC 00033) 5.975,83aC 13.407,67b B 26.989,83 a A*
T. viride (CMEC 00125) 7.261,67aC 18.591,50 a B 21.891,17b A
C. cladosporioides (CMEC 00126) 5.660,17 a A 3.900,17c A 3.040,00d A

C. cladosporioides (CMEC 00127) 2.578,67b B 1.227,17dB 14.955,17c A

C. cladosporioides (CMEC 00128) 1.988,67b B 389,00d B 15.610,17c A

R. stolonifer (CMEC 00130) 6.623,33aB 5.213,17¢B 29.282,50 a A*
E. Comercial 21.730.50

CV(%) = 26,48

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem
entre si, pelo teste de Scott- Knott (P< 0,05)

* Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05), quando comparado com a enzima
comercial (tratamento adicional)

Pelo teste de Dunnett, pode-se observar que houve diferenca
significativa positiva entre os isolados R. stolonifer (CMEC 00130) e P.
roqueforti (CMEC 00033). Pode-se relatar também que estes isolados obtiveram
resultados superiores ao da enzima comercial.

O tempo de cultivo influencia o nivel de producdo das enzimas
pectinoliticas, pois a producdo enzimaética estd diretamente associada ao estado
fisiolégico em que o fungo se encontra e a quantidade de microrganismos
presentes (THILAKAVATHI; BASAK; PANDA, 2007).

Os isolados T. viride (CMEC 00125) e R. stolonifer (CMEC 00130)
obtiveram maiores atividades enzimaticas de endo-poligalacturonase,

correspondendo a 29.632,00 e 29.282,50 U/g, nos substratos casca seca e casca
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melosa, respectivamente. Estes resultados corroboram os de Heerd et al. (2012),
pois valores proximos de atividade enzimética de endo-poligalacturonase foram
encontrados (30,1 U/g), pelo isolado A. sojae ATCC 20235, em cinco dias de
cultivo. Resultados superiores foram encontrados por Martins et al. (2002), na
producdo de pectinases termoestdveis em fermentacdo em estado sélido por
Thermoascus —aurantiacus. Estes autores avaliaram a producdo de
poligalacturonase (PG) usando bagaco de laranja, bagaco de cana-de-agticar e
farelo de trigo como fonte de carbono. A producdo de poligalacturonase foi
alcancada entre 2 e 4 dias de cultivo, por todos os meios testados, com maxima
atividade (43 U/g"), utilizando farelo de trigo e bagaco de laranja. Resultados
ainda mais superiores foram encontrados por Maciel et al. (2011),
correspondendo a 66,19 U/g, produzidos por A. niger URM4645 em 96 horas,
utilizando como substrato palma forrageira em fermentagdo em estado sélido.

Porém, resultados inferiores de atividade enzimdtica, quando
comparados com os do presente trabalho em relacio a producdo de
poligalacturonase, foram relatados por Oliveira (2013), utilizando o residuo
agroindustrial de manga. A maxima atividade de producdo (processo otimizado)
foi de 7,66 U/g, obtida em 43 horas de fermentag@o na temperatura de 28,78 °C.
Santos (2007) encontrou atividade enzimatica de 16 U/g, utilizando peddnculo
de caju em 30 horas de fermentacdo e Alcantara (2008) encontrou atividade de
8,5 U/g, em 23 horas de fermentacdo, mas ambos usaram suplementacdo de
nitrogénio.

As endo-poligalacturonases (Endo-PG) sdo de maior frequencia,
quando camparadas com a exo-poligalacturonases (Exo-PG), que ocorrem com
menor frequéncia (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). Esta informacao pode
ser observada nos dados obtidos do presente trabalho, pois a atividade de Exo-

PG foi menor, em comparagdo com a atividade de Endo-PG.
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4.4 Quantificacio dos residuos apés o processo fermentativo

Para o processo de fermentacdo em estado sélido, utilizaram-se 12,8 g
de casca seca e 8,7 g de casca melosa. Apdés o periodo de fermentagcdo, houve

uma reducdo do residuo. Podem-se observar estes valores nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11 Quantificagdo do residuo apés o processo de fermentacdo em estado
s6lido no residuo casca seca de café

Isolados Tempo de fermentacio — casca seca (%)

48h 96h 168h

P. roqueforti (CMEC 00033) 19,14 15,86 21,02
T. viride (CMEC 00125) 15,55 18,28 22,11
C. cladosporioides (CMEC 00126) 18,75 15,31 18,91
C. cladosporioides (CMEC 00127) 24,14 18,91 17,97
C. cladosporioides (CMEC 00128) 21,88 16,41 18,67
R. stolonifer (CMEC 00130) 16,56 15,78 15,00

No periodo de 48 horas, o isolado C. cladosporioides (CMEC 00127)
reduziu em 24,14% o residuo de café, em comparacdo com os demais isolados
analisados. No periodo de 96 horas, o isolado C. cladosporioides (CMEC
00127) reduziu o resido de café seca em 18,91%. No periodo de 168 horas, o
isolado T. viride (CMEC 00125) reduziu o residuo de café em 22,11%.



107

Tabela 12 Quantificagdo do residuo apds o processo de fermentacdo em estado
s6lido no residuo casca melosa de café

Isolados Tempo de fermentacio — casca melosa (%)

48h 96h 168h
P. roqueforti (CMEC 00033) 46,21 38,28 41,61
T. viride (CMEC 00125) 42,99 36,32 44,14
C. cladosporioides (CMEC 00126) 45,52 34,94 33,91
C. cladosporioides (CMEC 00127) 48,39 37,13 35,98
C. cladosporioides (CMEC 00128) 47,13 33,10 34,49
R. stolonifer (CMEC 00130) 48,05 43,56 45,17

Pode-se observar que houve uma reducdo significativa no residuo do
café casca melosa, quando comparado com o residuo casca seca. No periodo de
48 horas, o isolado C. cladosporioides (CMEC 00127) apresentou maior
reducdo 48,39%, quando comprado com os demais isolados analisados. No
periodo de 96 e 168 horas, uma maior redugdo foi observada pelo isolado R.
stolonifer (CMEC 00130), correspondendo a 43,56% e 45,17%,
respectivamente.

Sugere-se que as diferencas observadas quanto as porcentagens de

reducdo dos residuos podem ser atribuidas & composicio quimica da casca

melosa, sendo mais favordvel como substrato para o desenvovimento fingico.
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5 CONCLUSOES

A partir da metodologia executada neste trabalho conclui-se que:

a)

b)

c)

d)

g

as cascas de café seca e melosa, substratos abundantes nas regides
brasileiras, podem ser consideradas bons substratos e fontes para a
producio de enzimas pectinoliticas;

dos microrgansimos testados quanto ao potencial para a produgdo de
pectinases, os que apresentaram indices satisfatérios foram os
isolados C. cladosporioides (CMEC 00128), 5,08, C.
cladosporioides (CMEC 00127), 4,85; C. cladosporioides (CMEC
00126), 4,52; T. viride (CMEC 00125), 2,84; P. roqueforti (CMEC
00033), 2,42 e R. stolonifer (CMEC 00130), 2,10;

os resultados obtidos na produgdo de enzimas pectinoliticas foram
afetados pelas varidveis substrato, casca seca ou casca melosa do
café, isolado e tempo de fermentacio;

o isolado R. stolonifer (CMEC 00130) apresentou maior atividade
enzimdtica de pectina metilesterase (138,00 U/g, 99,00 U/g) no
substrato casca melosa e no substrato casca seca, no periodo de 168
horas, nas condicdes testadas;

o isolado C. cladosporioides (CMEC 00128) apresentou maior
atividade enzimética de pectina liase (898,67 U/g) no substrato
casca seca, no periodo de 168 horas, nas condi¢des testadas;

o isolado P. roqueforti (CMEC) 00033 apresentou maior atividade
enzimdtica de pectina liase (418,67 U/g) no substrato casca melosa,
no periodo de 96 horas, nas condigdes testadas;

o isolado C. cladosporioides (CMEC 00128) apresentou maior

atividade enzimadtica de exo-poligalacturonase (3,10 e 0,98 U/g) no



h)

109

substrato casca melosa e no substrato casca seca, no periodo de 96
horas, nas condicdes testadas;

o isolado T. viride (CMEC 00125) apresentou maior atividade
enzimdtica de endo-poligalacturonase (29.632,00 U/g) no substrato
casca seca, no periodo de 169 horas, nas condi¢cdes testadas;

o isolado R. stolonifer (CMEC 00130) apresentou maior atividade
enzimdtica de endo-poligalacturonase (29.282,50 U/g) no substrato

casca melosa, no periodo de 168 horas, nas condicdes testadas.

Quanto as atividades enzimdticas dos fungos analisados, quando

comparadas com a atividade enzimadtica da enzima comercial, observaram-se:

a)

b)

a atividade enzimdtica de pectina metilesterase (PME) para os
isolados R. stolonifer (CMEC 00130), no periodo de 168 horas, foi
de 99,00 U/g e, para C. cladosporioides (CMEC 126), no periodo de
48 horas, foi de 94,50 U/g e ambas foram maiores em relacdo a
enzima comercial (58,17 U/g) no substrato casca seca nas condicoes
testadas;

a atividade enzimdtica de pectina metilesterase (PME) para os
isolados R. stolonifer (CMEC 00130), C. cladosporioides (CMEC
00128), T. viride (CMEC 00125) e C. cladosporioides (CMEC
00127), no periodo de 48 horas; R. stolonifer (CMEC 00130), C.
cladosporioides (CMEC 00128), C. cladosporioides (CMEC 00127)
e C. cladosporioides (CMEC 00126), no periodo de 96 horas e os
isolados R. stolonifer (CMEC 00130), C. cladosporioides (CMEC
00128) e C. cladosporioides (CMEC 00126) apresentaram maiores
indices enzimaticos, frente a enzima comercial, no substrato casca

melosa, nas condigdes testadas;
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g
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a atividade enzimadtica de pectina liase (PL) da enzima comercial foi
maior que a dos fungos analisados, tanto no substrato casca seca
quanto no substrato casca melosa;

a atividade enzimdtica de exo-poligalacturonase (Exo-PG) dos
isolados analisados C. cladosporioides (CMEC 126 e CMEC 00127)
e T. viride (CMEC 125), no periodo de 48 horas, dos isolados C.
cladosporioides (CMEC 128 e CMEC 00126) e do isolado T. viride
(CMEC 125), no periodo de 96 horas, foi maior quando comparada
com a enzima comercial no substrato casca seca, nas condigdes
testadas;

a atividade enzimadtica especifica de exo-poligalacturonase (Exo-PG)
dos isolados analisados, com excecdo dos isolados P. roqueforti
(CMEC 00033) e R. stolonifer (CMEC 00130), no periodo de 168
horas, foi superior a da enzima comercial no substrato casca melosa,
nas condicdes testadas;

a atividade enzimdtica especifica de endo-poligalacturonase (Endo-
PG) dos isolados T. viride (CMEC 00125) e P. roqueforti (CMEC
00033) foi maior, quando comparada a da enzima comercial no
substrato casca seca, nas condi¢des testadas;

- a atividade enzimadtica especifica de endo-poligalacturonase (Endo-
PG) dos isolados R. stolonifer (CMEC 00130) e P. roqueforti
(CMEC 00033) foi superior a da enzima comercial no substrato
casca melosa, nas condicdes testadas;

a reducdo na quantidade do residuo utilizado para o processo de
fermentagdo em estado sélido variou de 15,00% a 24,14%, na casca

seca e de 33,10% a 48,39%, na casca melosa.
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