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RESUMO: As pectinases sao amplamente aplicadas nas industrias de polpas, sucos e bebidas. A
pectina é um polissacarideo vegetal capaz de gelificar e contribuir para 0 aumento da viscosidade
de solucgdes aquosas. Esse polissacarideo é abundante em frutas, como: magd, laranja, maracuja,
uva, mamao, entre outras. As enzimas pectinoliticas reduzem o grau de polimerizacdo da pectina,
dessa forma, favorecem a reducdo da viscosidade e consequentemente contribuem nos processos
industriais de clarificacdo, filtracdo e no bombeamento de sucos e bebidas. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar diferentes pardmetros de cultivo em estado sélido, para producgéo de
pectinases pelo fungo filamentoso Pycnoporus sanguineus. A espécie fungica selecionada para o
trabalho foi cultivada em diferentes residuos agroindustriais (bagaco de cana de agucar, farelo de
trigo, casca de arroz e palha de milho). Outros parametros que influenciam a producdo
enzimatica foram avaliados, como: unidade inicial, temperatura e tempo de cultivo. A maior
producdo de pectinase, 715,5 U/g de substrato seco, foi obtida nos cultivos em farelo de trigo,
contendo inicialmente 65% de umidade, mantidos a 35°C por 96 horas. O extrato enzimatico
obtido em condic¢des de cultivo otimizadas apresentou atividade de xilanase (16,44 U/g de
substrato), endoglucanase (115,82 U/g de substrato) e -glicosidase (33,6 U/g de substrato). A
consideravel producdo de pectinases e celulases pelo fungo P. sanguineus estimula o emprego
desse microrganismo e seus biocatalisadores em processos de conversao de biomassa vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Pycnoporus sanguineus, cultivo em estado solido, basidiomicetos.

ABSTRACT: Pectinases are widely applied in the pulp, juice, and beverage industries. Pectin is
a vegetable polysaccharide, which is capable of gelling and contributing to increasing the
viscosity of aqueous solutions. This polysaccharide is abundant in fruits, such as apple, orange,
passion fruit, grape, papaya, among others. Pectinolytic enzymes reduce the degree of
polymerization of pectin, consequently favoring a reduction in viscosity and consequently
contributing to industrial processes of clarification, filtration, and pumping of juices and
beverages. This study aimed to evaluate different solid-state cultivation parameters for pectinase
production by the filamentous fungus Pycnoporus sanguineus. The fungal species selected for
this study were cultivated in different agro-industrial residues (sugarcane bagasse, wheat bran,
rice husk, and corn straw). Other parameters such as initial unit, temperature, and cultivation
time, which influence enzyme production, were also evaluated. The highest pectinase production
(715.5 U/g) of the dry substrate was obtained in wheat bran cultures, initially containing 65%
moisture and kept at 35°C for 96 hours. The enzyme extract obtained under optimized cultivation

conditions showed xylanase (16.44 U/g substrate), endoglucanase (115.82 U/g substrate), and -
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glucosidase (33.6 U/g substrate) activity. The significant production of pectinases and cellulases
by the fungus P. sanguineus encourages the use of this microorganism and its biocatalyst roles in

plant biomass conversion processes.

KEYWORDS: Pycnoporus sanguineus, solid state culture, basidiomycetes.
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1. INTRODUCAO

A pectina é um tipo de fibra que pode ser encontrada entre a lamela média e primaria da
parede celular vegetal, tendo como sua principal funcdo conferir adesdo, retencdo de sabor e
aroma. Além disso, a pectina possui a capacidade de gelificar, e essa € uma das caracteristicas de
grande importancia para industria de processamento de alimentos, podendo ser aplicada como
geleificante, espessantes, emulsificante ou estabilizante. No entanto, essa propriedade muitas
vezes dificulta o processamento industrial de sucos e bebidas, ocasionando o aumento da
viscosidade desses produtos, o que dificulta os processos de clarificacao e filtracao.

As enzimas pectinoliticas reduzem drasticamente o grau de polimerizacdo da pectina e
consequentemente contribuem para reducdo da viscosidade de sucos, polpas e bebidas, o que
favorece o processamento industrial desses produtos.

Apesar das potencialidades dessas enzimas, alguns problemas como a baixa estabilidade
enzimatica estrutural e o elevado custo de producdo, dificultam o emprego desses
biocatalisadores em ampla escala, estimulando a busca por microrganismos com potencial para
producdo enziméatica em meios de cultivo de baixo valor agregado.

O cultivo em estado s6lido de fungos filamentosos utilizando residuos agroindustriais
como substratos, tem sido uma alternativa funcional para transpor os problemas mencionados.

Cultivos preliminares realizados pela equipe do Laboratério de Enzimologia e Processos
Fermentativos — LEPFER/FCBA/UFGD, demonstraram consideravel potencial para producao de
pectinases pelo fungo filamentoso Pycnoporus sanguineus, utilizando residuos agroindustriais
como substratos. Esses resultados estimularam o desenvolvimento do presente trabalho, tendo
como principal objetivo otimizar o cultivo desse microrganismo para producdo de enzimas

pectinoliticas.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Produzir pectinases a partir do cultivo em estado sélido do fungo Pycnoporus sanguineus
em residuos agroindustriais.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a producdo de pectinases por P. sanguineus em diferentes residuos agroindustriais;
12



- Avaliar o efeito da umidade na producdo de pectinases por P. sanguineus;
- Avaliar o efeito da temperatura de cultivo na producédo de pectinases por P. sanguineus;
- Avaliar o efeito do tempo de cultivo na producéo de pectinases por P. sanguineus;

- Avaliar o potencial catalitico do extrato enzimatico produzido por P. sanguineus.

13
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Estrutura da pectina

A pectina é um carboidrato solivel que se encontra nas paredes celulares e nos tecidos
intercelulares das plantas. A pectina é muito conhecida pela sua presenca nas frutas (CANTERI,
et al., 2012) e nas mesmas ela possui funcdo de manter as paredes celulares juntas (UENOJO;
PASTORE, 2007).

A estrutura quimica da pectina consiste em uma cadeia principal linear com unidades
repetidas de acido D-galacturénico covalentemente unidas por ligacdes a-(1,4), onde 0s grupos
carboxila podem ser esterificados com metil em extensdes diferentes (Figura 1) (BRANDAO;
ANDRADE, 1999). Esta cadeia principal pode ser ramificada por unidades de L-ramnose,
arabinose, galactose e xilose. (YAPO et al., 2007).

Figura 1- Estrutura quimica da cadeia de pectina.

OH

Fonte: BRANDAO; ANDRADE, 1999.

As substancias pécticas podem ser classificadas de acordo com o seu grau de metoxilacéo,
podendo ter alto grau de metoxilacdo (> 50%) ou baixo grau de metoxilacdo (< 50%).
Comercialmente, os niveis de pectina com alto grau de metoxilacdo estdo no teor de 55 a 75%,
enguanto na pectina com baixo grau de metoxilagédo, variam na faixa de 15 a 45% (UENOJO;
PASTORE, 2007).

As pectinas com alto teor de metoxilagdo possuem consideravel capacidade de gelificacéo
e sdo amplamente utilizadas na extragdo de sucos de frutas para obtencdo de geleias
(VORAGEN et al., 1995). A presenca de cadeias laterais, principalmente unidades de arabinose

e galactose, além de propiciar agregacdo em solugbes concentradas, também afeta
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significativamente as propriedades funcionais da pectina, como solubilidade, gelificacdo e
propriedades filmogénicas (BRAVERMAN; BERK, 1976).

A combinacéo de pectina com a celulose e hemicelulose por ligacGes covalentes dé origem
a protopectina, que é encontrada em frutas verdes, uma substancia insoltvel que se transforma
em pectina a medida que amadurece e se torna solluvel em agua (PENNA, 2002). Durante o
amadurecimento da fruta a pectina contribui com a manutencdo de sua firmeza e forma
(MESBAHI; JAMALIAN e FARAHNAKY, 2005). Quando a fruta fica muito madura, a pectina
contida nela é quebrada em acucares simples, que sdo completamente sollveis em agua. Como

resultado, a fruta fica macia e comeca a perder sua forma (CANTERI, 2012).
1.2. Enzimas pectinoliticas

As pectinases sdo classificadas conforme o seu mecanismo de acéo e reagdo que catalisam
(UENOJO; PASTORE, 2007). Os mecanismos de acdo das pectinases sobre as moléculas de

pectina estdo representados na figura 2.

Figura 2- Modo de acéo enzimatica das pectinases em uma molécula de pectina.

Lm rase

J/ Pectinaliase . \[ Poligalacturonase
f
—0CH;
-0
+
o .
C—O0H: c—u-a
b

Fonte: DIANO et al., (2008).

As enzimas pectinoliticas sdo divididas basicamente em trés tipos: pectina liases (ou
transeliminases); as poligalacturonases e as pectinaesterases (DIANO et al., 2008). As pectinas
liases sdo enzimas que rompem as ligacBes glicosidicas entre os residuos de acidos D-
galacturdnicos por meio da trans-eliminacdo de hidrogénio dos carbonos 4 e 5 do acido D-
galacturonico (Figura 2), obtendo um produto insaturado de 4 e 5 — &cido galacturénico
(JAYANI; SAXENA e GUPTA, 2005; BUSTO et al., 2006).

A poligalacturonase estimula a clivagem hidrolitica da cadeia de acido poligalacturdnico

com a incorporagdo de uma molécula de agua por meio das pontes de hidrogénio (Figura 2)
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(DIANO et al., 2008). A pectinesterase € responsavel pela desesterificacdo da pectina (Figura 2),
produzindo um polissacarideo que posteriormente pode ser hidrolisado pela poligalacturonase
(KASHYAP et al., 2001; UENOJO; PASTORE, 2007). A sintese das enzimas pectinoliticas é
influenciada por componentes do meio de cultura, em particular a fonte de carbono (presenca de
indutores: pectinas e derivados) e as condi¢des de cultivo como pH, temperatura, umidade,
aeracdo, agitacdo e tempo de incubagdo (UENOJO; PASTORE, 2007).

1.3. Mercado e aplicacdo das pectinases

A pectina é responsavel pela consisténcia, turbidez e aparéncia dos sucos de frutas assim,
sua presenca pode causar um aumento significativo na viscosidade do suco, dificultando a
filtracdo e a concentragio (FERNANDEZ-GONZALEZ, et al., 2004).

Desta forma, a utilizacdo de enzima pectinolitica € extremamente importante em processos
industriais que envolvem a producdo de sucos e bebidas, pois € responsavel pela hidrélise
enzimatica da pectina, contribuindo com o processamento de sucos e polpas de frutas
(CHAICOUSKI; SILVA e CANTERI, 2016).

A adicdo de enzimas pectinoliticas nos purés de frutas e vegetais causa a degradacdo da
pectina e outros componentes de alto peso molecular (GREGORIO, et al., 2002), o que resulta
na reducdo da viscosidade e no aumento do rendimento do suco, contribuindo para a aparéncia
cristalina no produto final e na reducdo do tempo filtracdo (JAYANI; SAXENA e GUPTA,
2005, FERNANDEZ-GONZALEZ, et al., 2004; SOUZA, et al., 2003).

1.4. Residuos agroindustriais e cultivo em estado sélido

O aumento na producdo de alimentos tem influenciado diretamente a producdo de residuos
agroindustriais. Ainda que no passado esses residuos fossem vistos principalmente como um
grande problema, no cenério atual estes residuos vém sendo uma saida para o desenvolvimento
de processos industriais sustentaveis (FREITAS et al., 2021).

Os residuos agroindustriais contém materiais lignoceluldsicos que podem ser utilizados
como substratos em cultivo em estado solido (CES) de diversos microrganismos, como fungos e
bactérias (SANCHEZ, 2009), podendo ser utilizados como meios alternativos para o crescimento
e producdo de enzimas industriais (SIQUEIRA, et al., 2010). Os residuos agroindustriais
possuem alta disponibilidade, sdo biodegradaveis e ricos em nutrientes para cultivo microbiano

(GASSARA, et al., 2010). Consequentemente, a utilizacdo destes materiais além proporcionar a

17



reducdo dos custos da producdo enzimatica, também favorece a redugdo dos impactos ambientais
ocasionados pelo descarte e/ou manejo inadequados (SADH; DUHAN e DUHAN, 2018).

Segundo Pandey (2003) o CES é um processo que ocorre proximo a auséncia agua livre
entre as particulas do substrato, utilizando um meio de cultivo sélido. A quantidade de agua que
estd presente no meio se encontra-se complexada ou incorporada na matriz solida (DEL
BIANCHI; MORAES e CAPALBO, 2001). Neste processo a agua se torna fator limitante, o que
n&o ocorre no cultivo submerso, onde existe a abundancia de meio aquoso (PANDEY, 2003).

Os CES sdo caracterizados por serem meios heterogéneos, em termos de populacdo
microbiana e concentracdo de solutos, uma vez que para alcancar a homogeneidade seria
necessaria agitacdo excessiva, 0 que pode acarretar na ruptura celular (GERVAIS; MOLIN,
2003).

Generalizar vantagens entre aos processos submersos, ou em estado sélido, € algo singular,
pois se sabe que 0s microrganismos podem se adaptar a ambos 0s processos, assim como resultar
em complexos enzimaticos distintos. Para Pandey, Soccol, Leon (2001) a tecnologia do cultivo
em estado so6lido ndo deveria ser vista como uma técnica que substitua o cultivo submerso, pois
cada uma delas possui suas potencialidades e singularidades.

A seguir sdo citadas algumas caracteristicas do CES, quando comparado ao cultivo
submerso (SANTQOS, 2007).

- Baixo risco de contaminacdo bacteriana, devido a umidade reduzida do meio.
- Preparo do meio de cultivo é simples, pois se necessita geralmente apenas do substrato e dgua
para umidificar.
- Viabilidade do uso de residuos abundantes e de baixo custo como matéria-prima, especialmente
no Brasil.
- O crescimento celular ocorre normalmente em condic¢des préximas aos dos habitats naturais de
fungos filamentosos.
- O meio possui alta heterogeneidade e 0s microrganismos ndo possuem acesso total ao
substrato.
- Maior concentracao e rendimento do produto desejado.
- Baixo consumo de agua.

Por outro lado, este tipo de cultivo apresenta algumas limitacGes a serem consideradas,
como por exemplo:

- A dificuldade de disperséo do calor gerado pelo metabolismo microbiano.
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- A dificuldade no controle do crescimento celular e dos parametros de cultivo (temperatura, pH,
agitacdo, aeracdo, concentracdo de nutrientes e produtos), tornando complexo o controle e a
automacao do processo devido a heterogeneidade.

As condices de cultivo como temperatura, pH, atividade da agua, concentracdo de
oxigénio, nutrientes e produtos podem afetar consideravelmente o desenvolvimento celular e a
producdo enzimatica. Favela-Torres et al., (1998) relataram que todos 0s processos de cultivo em
estado solido, possuem necessariamente as seguintes etapas:

- Selecdo cuidadosa do substrato;

- Escolha do microrganismo especifico;
- Controle dos parametros do cultivo;

- Purificacédo dos produtos.

Os meios de cultura devem conter nutrientes primordiais ao crescimento do organismo em
questdo, de maneira assimilavel e em concentracdo ideal para ndo inibir o crescimento
(SANTOS, 2007).

Com relacdo aos nutrientes importantes para o CES, é possivel considerar o carbono e
nitrogénio como elementos dominantes, visto que estdo intimamente ligados a producdo de
biomassa e metabdlitos. A relacdo carbono e nitrogénio é um fator importante para a maioria dos
fungos. A limitacdo do nitrogénio pode minimizar o crescimento, porém favorece a producéo das
substancias bioativas (CASAS LOPEZ et al., 2003).

A umidade indica a concentracdo de &gua em um determinado material, geralmente
expressa em porcentagem. A umidade nos processos do CES geralmente é variavel (entre 30 e
85%) e a porcentagem Otima para o cultivo de determinado microrganismo depende da
capacidade do substrato em reter agua. Sendo assim, este pardmetro determina a quantidade de
agua que esta livre no meio e que pode ser facilmente usufruida pelos microrganismos, afetando
0 crescimento, processos bioguimicos e enzimaticos (DEL BIANCHI; MORAES e CAPALBO,
2001).

A temperatura é outro fator que afeta o crescimento e a formacdo do produto. Em
processos de CES, devido ao acumulo de calor metabdlico gerado, a temperatura é um fator
critico, pois a maioria dos substratos utilizados possui baixa condutividade térmica, o que
acarreta em um gradiente de temperatura (PINTO, 2006).

O tempo de incubacéo € outro parametro a ser considerado, sendo diretamente influenciado
pelas condigOes de cultivo e particularidades do crescimento do fungo (JONATHAN; FASIDI e

AJAYI, 2004). Dessa forma, as diferencas existentes na diversidade microbiana, refletem nas
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particularidades do processo de cultivo de cada espécie e o conhecimento desses aspectos pode

potencializar a producdo da molécula de interesse (KIM, et al., 2002).

1.5. Pycnoporus sanguineus

O fungo P. sanguineus pertence ao grupo dos basidiomicetos do género Pycnoporus
(género de fungos conhecido por serem decompositores de madeira), e da ordem Polyporales
(PUTZKE; PUTZKE, 2004). O grupo dos basidiomicetos compreende os fungos produtores de
esporos, os basididsporos, de origem sexuada com estrutura de basidioma (corpo de frutificacéo)
e sdo popularmente chamados de cogumelos ou orelhas de pau (QUEVEDO, et al., 2012).

O fungo P. sanguineus possui 0 seu basidioma semicircular e se distribui horizontalmente
nos caules das arvores, sua superficie é lisa e levemente zonada de modo concéntrico com
dimens@es variaveis (NOBLES; FREW, 1962). O P. sanguineus é distinguido das demais
espeécies de fungos encontradas por meio de seu basidioma de coloracdo avermelhada (figura 3)
(NOBLES; FREW, 1962).

Fonte: Rodrigo Simdes Ribeiro Leite.

Esse microrganismo pode ser encontrado em locais degradados, sobre troncos caidos ou
gueimados e em clareiras de florestas, propondo uma possivel adaptacdo a ambientes menos
umidos ou com temperaturas altas (HERRERA; ULLOA, 1998).

Este fungo vem sendo objeto de véarias pesquisas com diferentes finalidades além da
producéo enzimatica, como por exemplo: producéo de anti-inflamatorio (JOUDA, et al., 2018),
uso como biorremediador (FENG, et al., 2021), producdo de etanol de segunda geracdo
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(GONZALEZ-BAUTISTA, et al., 2019) e na biossorcdo de metais pesados (YAHAYA;
MASHITAH; BHATIA, 2008).
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PRODUCAO DE PECTINASES POR CULTIVO EM ESTADO SOLIDO DO FUNGO
Pycnoporus sanguineus EM RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

RESUMO

As pectinases possuem propriedades importantes para a utilizagdo em processos biotecnoldgicos.
O fungo filamentoso Pycnoporus sanguineus apresenta aplicabilidade descrita na area
farmacéutica e agricola. No entanto, ndo ha nenhum estudo para otimizacdo da producdo de
enzimas pectinoliticas por essa espécie descrita na literatura. Este trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes parametros de cultivo para producdo de pectinases por P. sanguineus em
cultivo em estado solido, dentre eles, diferentes substratos (residuos agroindustriais), umidade
inicial, temperatura e tempo de cultivo. A maior producao de pectinase, 715,5 U/g de substrato
seco, foi obtida nos cultivos em farelo de trigo, contendo inicialmente 65% de umidade,
mantidos a 35°C por 96 horas. O extrato enzimético obtido em condigdes de cultivo otimizadas
apresentou atividade de xilanase (16,44 U/g de substrato), endoglucanase (115,82 U/g de
substrato) e B-glicosidase (33,6 U/g de substrato). A consideravel producdo de pectinases e
celulases pelo fungo P. sanguineus estimula o emprego desse microrganismo e Seus
biocatalisadores em processos de conversao de biomassa vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Pycnoporus sanguineus, cultivo em estado s6lido, basidiomicetos.

1-INTRODUCAO

A biodiversidade brasileira de microrganismos desperta interesse mundial para as
indUstrias de alimentos, téxtil, farmacéutica e de racdes, devido a quantidade de espécies com
potencial industrial para a producdo de enzimas (SILVA; FONSECA, 2016). A biomassa
vegetal, por exemplo, proporciona matéria organica em grande quantidade que pode ser utilizada
para diferentes fins como ragdo animal, meios de cultivos microbioldgicos e até mesmo para a
producdo de biocombustiveis. A parede celular vegetal é constituida de uma rica fonte de
biomassa, sendo composta principalmente por lignina, celulose, hemicelulose e pectina
(PEDROLLI et al., 2009).

As pectinases sdao amplamente utilizadas pelas industrias de alimentos, sendo aplicadas
como agente emulsificante, estabilizante, espessantes ou geleificante. O potencial de uso das
pectinases € diverso, podem ser aplicadas na produgdo de geleias, sorvetes de frutas, sucos
concentrados, bebidas lacteas acidificadas, polpas de frutas, iogurte, entre outros (SEMENOVA
et al., 2006). Algumas dessas fungGes industriais podem ser justificadas devido a sua fungéo no

vegetal.
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As pectinases sdo categorizadas conforme o seu mecanismo de acéo, substrato preferido e
reacdo que catalisam. Basicamente sdo trés tipos de pectinases: pectina liases (ou
transeliminases); as poligalacturonases e as pectinaesterases (DIANO et al., 2008). As pectina
liases sdo as que rompem as ligacdes glicosidicas entre os residuos de acidos D-galacturénicos
por meio da trans-eliminacéo de hidrogénio dos carbonos 4,5 do acido D-galacturénico, obtendo
um produto insaturado de 4,5 do &cido galacturénico (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005;
BUSTO et al., 2006). A poligalacturonase estimula a clivagem hidrolitica da cadeia de &cido
poligalacturénico com a incorporacdo de uma molécula de agua por meio das pontes de
hidrogénio (DIANO et al., 2008). A pectinesterase é responsavel pela desesterificacdo da
pectina, onde produz um polissacarideo que posteriormente pode ser hidrolisado pela
poligalacturonase (KAYSHAP et al., 2001; UENOJO; PASTORE, 2007).

A pectina é geralmente encontrada em conjunto com a celulose e hemicelulose, dando
adesdo entre as células, funcionando como um agente cimentante da parede celular, e essa
caracteristica auxilia na rigidez, resisténcia mecanica e coesividade do tecido, sendo
determinante para a estrutura celular vegetal (ZHONGDONG, 2006), e também tem contribuicao
importante para a textura de frutas e vegetais no periodo de crescimento e 0 amadurecimento.

Por outro lado, as propriedades da pectina ndo sdo desejaveis para a inddstria de sucos e
bebidas, uma vez que as frutas sdo ricas em pectina, e sua presenca € responsavel por grandes
perdas na industria devido a influencia direta na viscosidade durante o processo de prensagem,
filtracdo e concentragdo. A turbidez em sucos de frutas também é um ponto negativo e ocorre
guando as particulas de pectina ficam suspensas depois da extracdo ocasionando um aspecto
indesejavel (PINELO; ZEUNER; MEYER, 2010).

Para solucionar os problemas de turbidez e viscosidade, por exemplo, sdo utilizadas
enzimas pectinoliticas para reduzir a viscosidade, potencializar a eficiéncia de filtracdo e
clarificacdo (UENOJO; PASTORE, 2007). As pectinases sdo enzimas com capacidade de
decompor a pectina e sdo produzidas por um grande nimero de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos (GRACHEVA; KRIVOVA, 2000). Kashyap et al., (2001) reportaram que a
hidrélise enzimatica de frutos contendo pectinase durante o processo de extracdo e purificacdo,
foi capaz de reduzir a turbidez e viscosidade. Quanto menos viscosidade, menor sera a perda de
carga durante o escoamento, 0 que diminui os custos de bombeamento de sucos e polpas
(VIDAL et al., 2006). A hidrolise enzimatica da pectina além de reduzir a turbidez, aumenta o
valor nutricional das bebidas contribuindo para a extracdo de compostos das frutas, solubilizando
compostos e agregando/enriquecendo a solubilizacdo de fibras e polifendis (ARSAD et al., 2015,
SHARMA; HIRAL; SHARMA, 2014).
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Uma alternativa para baratear a producdo das pectinases € a utilizacdo de residuos
agroindustriais como meio de cultivo para fungos filamentosos produtores destas enzimas. O
cultivo em estado solido (CES) é caracterizado pelo crescimento microbiano em uma matriz
solida, na auséncia de agua livre entre as particulas do substrato (PINTO et al., 2006). Este tipo
de cultivo apresenta vantagens sobre outros tipos devido as condi¢des de cultivo serem mais
préximas ao habitat natural do fungo filamentoso, pois este tipo de cultivo ndo traz limitacdes de
oxigénio, favorecendo o crescimento microbiano e a producdo enzimatica devido aos fungos
filamentosos serem essencialmente aerébicos (PANDEY, 2003). Esta caracteristica se destaca
porque insuflar oxigénio em meios de cultivo submerso gera custos operacionais.

Esse trabalho visa avaliar a producdo de pectinases a partir do cultivo em estado sélido do
fungo filamentoso Pycnoporus sanguineus utilizando CES, avaliar diferentes parametros de
cultivo para a produgdo de pectinases por P. sanguineus em cultivo em estado sélido, dentre eles,
diferentes substratos (residuos agroindustriais), umidade inicial, temperatura e tempo de cultivo e
avaliar o potencial catalitico do extrato enzimatico produzido. Este fungo foi selecionado devido
a elevada atividade dessa enzima observada em ensaios preliminares. As caracteristicas dos
fungos deste género permitem ser facilmente cultivaveis em meios laboratoriais. Além disso, o
género Pycnoporus possui uma resisténcia a variacdo de pH e temperatura, por ser euritérmico
(CASTILHO; DEMOULIN, 1997) e possui a capacidade de produzir biomassa rapidamente
(LOMASCOLO et al.,, 2011). As pectinases produzidas podem ser utilizadas em diferentes
processos industriais. Portanto, o conhecimento sobre as melhores condicdes de cultivo, e suas

caracteristicas fisico-quimicas sdo de extrema relevancia (KIRK et al., 2002).

2-MATERIAIS E METODOS

2.1-Microrganismo

No presente trabalho foi utilizado o fungo filamentoso meséfilo Pycnoporus sanguineus. O
microrganismo foi isolado de troncos de arvores situadas em vegetacdo de Cerrado da regido de
Dourados — MS (22°10'49.2"S - 54°56'57.4"W), e identificado pela Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. A linhagem foi mantida no Laboratério de
Enzimologia e Processos Fermentativos (LEPFER) da Universidade Federal da Grande
Dourados, sendo armazenada em meio agar Sabouraud Dextrose, seguido ao crescimento a 28°C

por 96 horas e posteriormente armazenada a 4°C.
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2.2-In6culo

O fungo P. sanguineus foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL do
meio 4gar Sabouraud Dextrose inclinado, mantido por 48 horas a 28°C. A suspensdo do
microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 25
mL de solucéo nutriente (0,1% de sulfato de amonio, 0,1% sulfato de magnésio hepta-hidratado e
0,1% nitrato de aménio m/v). A inoculacdo do fungo nos substratos (residuos agroindustriais) se
deu pela transferéncia de 5 mL desta suspenséo, perfazendo 5 mg de massa micelial seca/grama
de substrato seco (Adaptado de: MARTINS et al., 2019).

2.3- Producéo de pectinase por Cultivo em Estado Sélido (CES)

Para producdo de pectinase utilizou-se como substrato residuos agroindustriais, bagaco de
cana de acucar, farelo de trigo, casca de arroz e palha de milho. O melhor substrato para
producdo da enzima foi utilizado para avaliacdo de outros parametros, tais como: umidade
inicial, temperatura e tempo de cultivo. O cultivo foi feito em frascos Erlenmeyer de 250 mL
com 5 g de substratos umedecidos com solucdo nutriente descrita no item anterior. Inicialmente,
o teor de umidade foi ajustado para 60%, o tempo de cultivo foi fixado em 120 h, e a temperatura
foi mantida a 30° C. O material passou por processo de esterilizacdo a 120°C durante 20 minutos
(GARCIA et al., 2015).

2.4- Extragdo das enzimas

A extracdo das enzimas a partir dos residuos miceliados foi realizada pela adi¢do de 50 mL de
agua destilada, mantidos em agitacdo de 100 rpm por 1 hora. As amostras foram filtradas em
tecido de nylon e centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi considerado

extrato enzimatico e utilizado nas etapas seguintes (SANTOS et al., 2016).
2.5- Determinagéo da atividade de pectinase

A atividade de pectinase foi determinada com 0,2 mL de extrato enzimético, 0,8 mL de
tampdo acetato de sddio 100 mM, pH 4,5, contendo 1% pectina citrica, reagindo por 10 minutos
a temperatura de 50°C. O acUcar redutor liberado foi quantificado em espectrofotdmetro a 540
nm pelo método de DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol de agtcar redutor por minuto de reacao.

2.6- Potencial catalitico do extrato enzimatico
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As atividades de endoglucanase (CMCase) e xilanase foram quantificadas usando 3% de
carboximetilcelulose (Sigma, C5678) e 1% xilana (Sigma, Beechwood), respectivamente, como
substratos. O agucar redutor liberado (glicose e Xxilose, respectivamente) foi quantificado pelo
método de DNS descrito por Miller (1959). A atividade da B-glicosidase foi medida com o
substrato sintético p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (4 mM, Sigma). Uma unidade de atividade
enzimaética foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de produto

por minuto de reacdo (Garcia et al. 2015).

2.7-Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com os resultados das triplicatas e os resultados
foram apresentados como a média de trés ensaios independentes. A andlise estatistica dos dados
incluiu ANOVA seguido pelo teste de Tukey com nivel de significAncia de 5%, com o auxilio do
software estatistico GraphPad Prism 8.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo dos parametros de cultivo para producdo de enzimas

Dentre os substratos utilizados para o cultivo do fungo P. sanguineus, a maior producdo de
pectinase foi observada nos ensaios realizados com farelo de trigo como substrato, 378,5 U/g de
substrato seco (ou 37,85 U/mL; Figura 4).

Figura 4 - Cultivo do fungo P. sanguineus em diferentes substratos.
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cultivo. Fonte: elaborado pelo autor, 2021.
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O farelo de trigo € um substrato rico em carboidratos, lipidios, minerais, proteinas e
vitaminas, que sdo facilmente absorvidos pelos microrganismos (HAQUE; SHAMS-UD-DIM.;
HAQUE, 2002) o que favorece o crescimento microbiano e a produgédo de enzimas.

Trabalhos anteriores confirmam o farelo de trigo como excelente substrato para producéo de
enzimas, por cultivo em estado solido de fungo filamentoso (GARCIA et al., 2018; COSTA et
al., 2019; GARBIN et al., 2021).

O uso de subprodutos agroindustriais como farelo de trigo, em cultivos em estado sélido
para produzir enzimas industriais, pode representar uma opcao para reducdo dos custos de
producdo (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000). Considerando os resultados descritos
anteriormente, o farelo de trigo foi o substrato adotado para realiza¢éo dos ensaios subsequentes.

Dentre os valores de umidade inicial avaliados no presente trabalho, a maior produgéo de
pectinase foi obtida nos cultivos com 65% de umidade, alcancando 615,7 U/g de substrato seco
(ou 61,57 U/mL; Figura 5).

Figura 5 — Cultivo do fungo P. sanguineus com varia¢6es de umidade inicial de 50% a 80%.
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*Parametros de cultivo fixados: farelo de trigo, 30°C e 120 horas. Fonte:
elaborado pelo autor, 2021.

O teor de umidade do substrato é um dos fatores que mais afetam o processo e variar de
acordo o tipo de substrato, o produto final e as necessidades dos microrganismos (COSTA et al.,
2019).

O controle da umidade é fundamental em cultivos solidos, isto porque, elevado teor de
umidade afeta o crescimento fungico, devido a compactacdo do substrato e a reducéo da difuséo
do oxigénio. Por outro lado, baixa disponibilidade hidrica limita o transporte de membrana,
afetando a absorcdo de nutrientes, 0 que resulta na reducdo da atividade metabolica do
microrganismo (GARCIA et al., 2018).
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Botella et al. (2007), estudaram a influéncia da umidade na produgdo de enzimas
pectinoliticas pelo fungo filamentoso Aspergillus awamori, utilizando residuo da industria de
vinho (bagaco de uva). A umidade inicial variou de 45-80% com as maiores atividades obtidas
em cultivos com 65% de umidade.

Silva et al. (2005), descreveram a producéo de pectinase pelo cultivo em estado sélido do
fungo Penicillium viridicatum em farelo de trigo. Os autores relataram a maior produgdo dessa
enzima em cultivos com 70% de umidade inicial, valores muito proximos aos obtidos no
presente trabalho.

Em relacdo as temperaturas de cultivo, a maior producdo de pectinase foi obtida em cultivos
mantidos a 35°C; 644,9 U/g de substrato (ou 64,49 U/mL; Figura 6).

Figura 6 — Producdo de pectinase pelo fungo P. sanguineus em diferentes temperaturas.

700

HH =

600

H @

B-C
500 =3

—r

400 D

-

300

200

Pectinase (U/g de substrato)

100

0

20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
*Parametros de cultivo fixados: farelo de trigo, 65% de umidade inicial e 120

horas de cultivo. Fonte: elaborado pelo autor, 2021.

A variagdo de temperatura influencia diretamente no metabolismo celular dos
microrganismos, resultando em alteracdes no crescimento (estimulando ou inibindo), na
viabilidade de células e na producdo de biomoléculas (REHMAN et al., 2006), bem como na
producdo de metabolitos primarios e secundarios (COSTA; BADINO, 2015).

A temperatura obtida como 6tima no presente trabalho é préxima das descritas na literatura
para producdo de pectinases por fungos mesofilos. Banu et al. (2010), realizaram um estudo com
o fungo Penicillium chrysogenum, obtiveram maior produgdo de pectinase (27,21 U/mL) em
cultivos mantidos a 35°C.

Ahmed; Sohail (2020) realizaram o cultivo do fungo filamentoso Geotrichum candidum para
producéo de pectinases, a maior atividade enzimatica foi observada em cultivos a 35°C. Botella
et al. (2007), cultivaram o fungo Aspergillus niger e a melhor producdo de pectinase ocorreu em

30°C.
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Silva et al. (2019), avaliaram diferentes temperaturas para producdo de pectinases pelo
fungo Aspergillus aculeatus, as maiores atividades enzimaticas foram obtidas a 30°C. Silva et al.
(2005), relataram a maior producdo de poligalacturonase (2,5 U/mL) pelo fungo Penicillium
viridicatum em cultivos mantidos a 35°C.

O tempo de cultivo foi o ultimo pardmetro avaliado nesta fase do trabalho. A maior
producdo de pectinase, 715,5 U/g de substrato (ou 71,55 U/mL), foi obtida com 96 horas de
cultivo (Figura 7).

Figura 7 — Producdo de pectinase pelo fungo P. sanguineus em funcéo do tempo de cultivo.
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*Parametros fixados: farelo de trigo, 65% de umidade e 35°C. Fonte: elaborado
pelo autor, 2021.

O tempo de cultivo para produgdo da enzima foi relativamente baixo, principalmente se
considerado que o fungo P. sanguineus é um basidiomiceto e em 96 horas produziu uma alta
quantidade de enzimas, podendo ser comparada até mesmo com cultivo submerso que
geralmente tem producdo mais rapida por se tratar de um cultivo homogéneo. Silva et al. (2019),
cultivaram o fungo Aspergillus aculeatus por meio da fermentag&o submersa em meio composto
por 10% de casca de maracuja, e as maiores producdes de pectinases foram obtidas com 96 horas
de cultivo, cerca de (2,92 £ 0,12 U/mL) de poligalacturonase total.

De forma geral, os basidiomicetos apresentam crescimento lento, o que resulta na producéo
de enzimas com maior tempo de cultivo. Heidarizadeh; Rezaei; Shahabivand (2018) relataram a
maior producéo de pectinase pelo fungo basidiomiceto Piriformospora indica em 144 horas de
cultivo em fermentagdo submersa em meio Kafer modificado (glicose substituida por pectina).

Bonomini; Wisbeck; Gern (2017) relataram a maior producdo de pectinase (0,29 U/mL) pelo
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fungo basidiomiceto Pleurotus sajor-caju com 264 horas de cultivo em placas de Petri contendo
meio de cultivo composto por agar e pectina citrica (Sigma).

O reduzido tempo de producdo de pectinase pelo fungo P. sanguineos pode ser comparado
até mesmo com linhagens fangicas pertencentes a outros filos.

Silva et al. (2005), cultivaram o fungo Penicillium viridicatum em cultivo em estado sélido
usando bagaco de laranja, tegumento de milho, farelo de trigo e cascas de manga e banana como
fontes de carbono para producdo de enzimas pectinoliticas e obtiveram a maior producdo de
endo-Poligalacturonase (5,6 U/g) com 96 horas e 144 horas de crescimento, para exo-
Poligalacturonase a maior producao (71,2 U/g) foi obtida em 336 horas.

A otimizacdo dos processos de cultivo resulta no aumento da producdo de enzimas, permite
que ocorra reducdo significativa no tempo de cultivo, o que é extremamente desejavel para
producéo industrial (ANAND et al., 2020).

Apos a otimizacdo do processo de cultivo foi observada elevada producdo de enzimas
pectinoliticas pelo fungo P. sanguineus, principalmente quando comparada com trabalhos

previamente publicados na literatura cientifica (Tabela 1).

Tabela 1. Comparativo da producdo de pectinase por P. sanguineus com trabalhos previamente
publicados.

Fungo Substrato Uiz de Usml Autor
substrato
P. sanguineus Farelo de trigo 7157 71.5 Este estudo
Casca de maracuja 2,92 (PG3) Silva ef @l . 2019
Aspergillus oryzae Casca de maracuja 0,601 Dugue-Jaramillo
ef al., 2013
Aspergillus sojae Farglo de trigo & 151.9 Heerd; Diercks
pellets de beterraba Hom; Fernandez
moida
Lahore, 2014
Pleurotus Fesiduo de laranja 0.4 Inacio ef al
pulmonarius 2015
Pleurotus sajorcaju Residuo de cebola 7,62 Pereira ef al.,
2017
Penicillium Farelo de trigo e 8,90 (endo-PG) Silva ef al., 2005
viridicatum bagago de laranja 41,30 (exo-PGE)
Penicillium Farglo de trigo & 350 Silva ef @l , 2002
viridicatum bagago de laranja
Streptomyces Farelo de trigo e 4250 Jacob; Prema,
dhvdicus fibras de bananeira

2008

*PG: poligalacturonass. Fonte: elaborade pele autor, 2021
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3.2-Potencial catalitico do extrato enzimatico

O extrato enzimatico obtido pelo cultivo do fungo P. sanguineus em condi¢fes otimizadas
para producdo de pectinase, apresentou atividade de outras enzimas de interesse industrial,
dentre elas: endoglucanase (115,8 U/g de substrato ou 11,5 U/mL), B-glicosidade (33,6 U/g de
substrato ou 3,3 U/mL) e xilanase (16,4 U/g ou 1,6 U/mL) (Tabela 2).

Tabela 2 - Potencial catalitico do extrato enzimatico produzido por P. sanguineus sob cultivo em
condigdes otimizadas para producdo de pectinase (Substrato: farelo de trigo, umidade: 65%,
temperatura: 35°C e tempo de cultivo: 96 horas).

Enzima U/g de substrato U/mL
Pectinase 715,7 71,5
Xilanase 16,4 1,6
Endoglucanase 115,8 115
B-glicosidade 33,6 3,3

Fonte: elaborado pelo autor, 2021.

Dentre as enzimas avaliadas no presente trabalho, foi possivel destacar a producdo de
pectinase e endoglucanase pelo fungo P. sanguineus, principalmente quando comparada com a
literatura. Garbin et al., (2021), relataram a producdo de 36 U/g de substrato para endoglucanase
pelo cultivo em estado sélido do fungo Thermoascus crustaceus em farelo de trigo. Costa et al.,
(2019) obtiveram 36,4 e 53,0 U/g de substrato para endoglucanase, por cultivo em estado sélido
dos fungos Trichoderma piluliferum e Trichoderma viride, respectivamente.

Sob outra perspectiva, outros autores relataram producdes de endoglucanase semelhantes a
descrita no presente trabalho. Garcia et al., (2015) relataram a producdo 152,1 U/g de substrato
para endoglucanase pelo cultivo em estado solido do fungo Lichtheimia ramosa em farelo de
trigo. Delabona et al., (2012) obtiveram 122,8 U/g de substrato para endoglucanase pelo cultivo
do fungo Aspergillus fumigatus em farelo de trigo.

A atividade da enzima B-glicosidase obtida no presente trabalho (33,6 U/g de substrato) foi
relativamente baixa comparada com a literatura. Garbin et al., (2021) relataram maior producéo
dessa enzima (415,1 U/g de substrato) pelo cultivo em estado solido do fungo Thermoascus
crustaceus em farelo de trigo. Garcia et al., (2015) relataram a producdo 274 U/g de substrato
para B-glicosidase pelo fungo Lichtheimia ramosa, utilizando farelo de trigo como substrato.

34



A producédo de xilanase obtida nas condicOes de cultivo descritas no presente trabalho foi
consideravelmente baixa comparada com registros anteriores na literatura. Costa et al., (2016)
relataram a producdo de 1700 U/g de substrato para xilanase pelo cultivo do fungo Thermoascus
aurantiacus em farelo de trigo.

Apesar da reduzida atividade de xilanase observada no extrato enzimatico produzido por P.
sanguineos, a elevada atividade de pectinase e endoglucanase sugerem o0 emprego desse
microrganismo e seus biocatalisadores em processos de bioconversédo de biomassa vegetal, seja
para producéo de ragdo animal, ou ainda, para obtencgéo de etanol de segunda geracao.

Trabalhos anteriores confirmam essas possibilidades. Scarpa et al., (2019) relataram a
hidrélise de bagaco de cana de aclcar para producgdo de etanol de segunda geracao, utilizando o
extrato enzimatico proveniente do cultivo em estado sélido de P. sanguineus em meio composto
por farelo de trigo e soja. Fungos pertencentes a classe dos basidiomicetos sao comumente
empregados na biotransformacédo de biomassa vegetal, visando o enriquecimento nutricional de
diversos residuos agroindustriais (ARAUJO et al., 2020; GIUNCO et al., 2021).

5-CONSIDERACOES FINAIS

O fungo P. sanguineus apresentou consideravel potencial para producdo de pectinase em
meios de baixo valor agregado, principalmente quando cultivado em farelo de trigo. Os ajustes
dos parametros de cultivo resultaram no aumento da producdo enzimatica em 89,08% e com a

reducdo do tempo de cultivo, o que é desejavel para producédo industrial.
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