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RESUMO

O meio de cultivo afeta o crescimento celular e a producdo de pectinases por fungos
filamentosos, sendo que a fonte de carbono utilizada pode reprimir a producéo enzimatica. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de sacarose, glicerol e sorbitol, em cultivos de Aspergillus
oryzae IPT-301, sobre consumo de substrato e producéo de pectinases. Os cultivos foram realizados
em frascos sob agitagdo com dois meios diferentes. Utilizando meio MS (semi-sintético), para avaliar
0 consumo, observou-se uma preferéncia pela glicose, mas com sorbitol obteve-se o maior rendimento
em biomassa. Com meio WBEr, contendo extrato de farelo de trigo, onde se avaliou a producéo de
pectinases, a producéo especifica com glicose foi cerca de 20% inferior as determinadas com outras
fontes de carbono, indicando uma possivel repressdo catabdlica. Os resultados indicam a
possibilidade de utilizac&o de glicerol, sacarose e sorbitol como fontes de carbono para a produgdo
de pectinases.
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INTRODUCAO

As enzimas pectinoliticas sdo capazes de degradar substancias pécticas que conferem
alta viscosidade e turbidez a sucos de frutas e vinhos, facilitando as etapas de filtracdo e
concentracdo e aumentando o rendimento global do processo. Estas enzimas podem ser
obtidas com microrganismos, sendo que quase todas as preparacGes comerciais Sao
produzidas por fungos filamentosos do género Aspergillus (Jayani et al. 2005).

A composicdo do meio de cultivo influencia tanto o crescimento celular quanto a
producdo de pectinases, uma vez que pode conter substancias que afetam os fenbmenos de
inducdo, repressao catabdlica e inibicdo de producdo (Galiotou-Panayotou et al., 1997).

Rombouts e Pilnik (1980) relatam que meios de cultivo elaborados com concentragdes
balanceadas de pectina e carboidratos simples levam a melhores resultados na producdo de
enzimas pécticas em processo submerso. A glicose é o monossacarideo mais abundante da
natureza e, segundo Madigan (2010), a fonte preferencial de carbono para obtencdo de energia
por fungos filamentosos; no entanto, a glicose pode provocar repressdo catabdlica da
producdo de enzimas, dificultando a assimilacdo dos substratos disponiveis e a producao
enzimatica. Ainda, Teixeira et al. (2000) verificaram que a atividade pectinolitica é
diretamente afetada pela fonte de carbono utilizada no meio de producéo e altas quantidades
de glicose, sacarose e glicerol tém efeito de repressdo sobre a formacéao de pectinases.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de sacarose,
glicerol e sorbitol, em substituicdo a glicose, em meio de cultivo de A. oryzae IPT-301, em
termos de consumo de substrato e producao de pectinases.
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MATERIAL E METODOS

O microrganismo utilizado foi A. oryzae IPT-301. O meio MS (Malvessi, 2000), foi
utilizado para avaliagcdo do consumo das fontes de carbono e continha: fonte de carbono (22,0
g/L), peptona (13,0 g/L), extrato de levedura (0,5 g/L), sulfato de amdnio (10,0 g/L) e outros
sais. Para avaliar a producéo de pectinases, utilizou-se o meio WBEr (Meneghel et al., 2014),
contendo: fonte de carbono (5,0 g/L), extrato de farelo trigo (40,0 g/L), extrato de levedura
(0,05 g/L), sulfato de amdnio (5,0 g/L), outros sais e pectina citrica (CPKelco, 20g/L).

Foram realizados quatro ensaios com cada meio de cultivo, cada um com uma das
fontes de carbono, identificados como: com glicose, WBEr1 e MS-1; com sacarose, WBEr2 e
MS-2; com glicerol, WBEr3 e MS-3; com sorbitol WBEr4 e MS-4.

Todos os cultivos foram realizados em agitador reciproco (B. Braun Biotech, modelo
Certomat, RFA) utilizando frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio, a
300 rpm, 28°C e pH inicial 4,0, inoculados com 10° esporos/mL. Os experimentos com meio
MS foram conduzidos por 33 h e os com meio WBEr por 144 h de processo.

A concentragdo celular foi quantificada por gravimetria e a atividade total de
pectinases (TPA) pela reducdo da viscosidade de uma solucdo padrdo de pectina (Malvessi,
2000). As fontes de carbono foram determinadas por métodos colorimétricos. A glicose por
DNS (Miller, 1959), sacarose conforme descrito por Falcone e Marques (1965), glicerol pelo
método de Girardi (2014) e sorbitol conforme definido por Carra (2012).

RESULTADOS E DISCUSSOES

No meio WBEr ha presenca de extrato de farelo de trigo, que é composto
principalmente por amido. Assim, ap0s algumas horas de processo, as amilases produzidas
pelo fungo hidrolisam o amido em moléculas menores, de fécil assimilacdo, causando
interferéncia na avaliacdo do consumo das fontes de carbono em teste. Sendo assim, foram
realizados, inicialmente, ensaios em meio sollvel semissintético (MS), em que o consumo dos
substratos em estudo (glicose, glicerol, sacarose ou sorbitol) pudesse ser mais bem observado.

Na Figura 1 (A), estdo mostrados os perfis de consumo da fonte de carbono em meio
MS. Observa-se que, conforme esperado, a glicose foi o substrato consumido em maior
quantidade (21,7 g/L), seguido por sacarose (18,7 g/L), sorbitol (15,2 g/L) e glicerol
(14,7 g/L). Estes resultados indicam que o glicerol € a fonte de carbono mais dificil de ser
assimilada pelo microrganismo em estudo. Vale ressaltar que as concentracgdes de glicerol em
15 e 16 h de cultivo resultaram em valores superiores aos iniciais, possivelmente devido ao
método ser pouco sensivel para altas concentracdes. No entanto, considera-se que, neste caso,
até cerca de 18 h de processo, ndo houve consumo do referido substrato. Na Figura 1 (B), sdo
mostrados os perfis de pH em meio MS. Em MS-1, MS-2 e MS-4, observam-se perfis
semelhantes de pH, com queda gradual até valores proximos a 2,5. J& no ensaio realizado com
glicerol (MS-3), o valor de pH, ap6s 33 h de processo, ficou em torno de 3,5, sendo também o
que apresentou menor consumo da fonte de carbono disponivel, indicando que h4 uma relacéo
entre 0 consumo de substrato e o pH do meio, conforme ja relatado por Meneghel et al.
(2014).

Na Tabela 1, sdo mostrados os resultados dos ensaios realizados com meio MS, para
andlise de consumo do substrato. Verificou-se que as maiores concentracdes celulares foram
atingidas nos ensaios MS-1 e MS-2, cerca de 10 g/L, apo6s 33 h de processo, sendo possivel
supor que, caso o tempo de cultivo fosse estendido, maiores concentracGes de biomassa
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poderiam vir a ser obtidas. P6de-se verificar que utilizando este meio sollvel, nenhuma das
fontes de carbono testadas inibiu o crescimento celular, nas condi¢des de realizacdo dos
experimentos e nas concentracdes em que foram utilizadas.
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Figura 1: Perfis de consumo de substrato (A) e de pH (B), para os experimentos realizados com meio
MS com diferentes fontes de carbono: (m) glicose, (@) sacarose, (V) glicerol e (A) sorbitol.

Tabela 1: Resultados gerais dos cultivos com meio MS.

Ensaio Xméx tx,méx YX/S
MS-1 10,5 33 0,48
MS-2 10,4 33 0,56
MS-3 8,5 31,5 0,58
MS-4 9,3 30 0,61

Xmax: Maxima concentracdo de biomassa; tymax: tempo em que foi obtido Xpax
Yys: fator de conversdo de substrato em células. MS-1: glicose; MS-2: sacarose;
MS-3: glicerol; MS-4: sorbitol.

Apesar de os ensaios MS-1 e MS-2 terem apresentado os maiores titulos de biomassa e
maior consumo de substrato em 33 h, foi no experimento MS-4 que se obteve 0 maior Yxss,
cerca de 27% superior ao obtido em MS-1. Este fato indica que, apesar de a sacarose ser o
substrato mais rapidamente consumido, em seguida a glicose, o sorbitol foi o que apresentou
0 maior rendimento em relacdo ao crescimento celular entre as fontes de carbono testadas.

Os cultivos com meio WBEr tiveram o objetivo de avaliar a produgdo enzimatica. Na
Tabela 2, sdo mostrados os resultados gerais para os ensaios realizados com este meio.

Tabela 2: Resultados gerais dos ensaios realizados com meio WBEt.

Ensaio Xméx Pméx théx th,Pméx YP/X
WBEr1 10,5 10,0 120 2,3 0,95
WBEI?2 9,7 11,7 120 2,3 1,21
WBETr3 9,3 11,4 144 2,6 1,23
WBEr4 9,8 11,3 144 2,4 1,16

Xmax: Maxima concentracdo de biomassa; Pns: maxima atividade de pectinases; Ypx: fator de
producéo especifica. WBEr1: glicose; WBEr2: sacarose; WBEr3:glicerol; WBEr4: sorbitol.

Com a pectina estava presente no meio de produgdo WBEr, o crescimento microbiano
foi pouco afetado, atingindo-se valores em torno de 10,0 g/L com todas as fontes de carbono
testadas. Ja a producdo enzimética se mostrou superior com as trés fontes de carbono de
assimilacdo mais lenta, chegando a ser 10% superior em relacdo ao meio com glicose.
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O valor de Ypx obtido no ensaio WBEr1 foi cerca de 20% inferior ao restante dos
ensaios, 0 que pode ser um indicativo de que a glicose exerce, de fato, efeito repressor sobre a
producdo de enzimas pectinoliticas, na concentracdo em que € utilizada no meio WBEr. Este
fato é também descrito por Teixeira et al. (2000), que observou que A. japonicus foi
suscetivel a repressdo catabolica quando utilizado 0,5% (m/v) de glicose no meio de cultivo.

Meneghel et al. (2014) e Martinez-Trujillo et al. (2009) relataram que a producéo de
pectinases tem relacdo intrinseca com o pH do meio. Para Meneghel et al. (2014), o pH ideal
de produgdo destas enzimas é de 2,7. Observa-se, ainda na Tabela 2, que os valores de pH no
tempo em que foi obtida a maxima atividade enzimatica estavam abaixo de 2,7. Assim, em
condicGes de processo em que fosse possivel o controle deste pardmetro, como, por exemplo,
em experimentos realizados em biorreator, maiores titulos enzimaticos poderiam ser obtidos.

CONCLUSOES

Os resultados, ainda que preliminares, indicam a possibilidade de utilizagdo de
glicerol, sacarose e sorbitol como fontes de carbono alternativas a glicose em cultivo de A.
oryzae IPT-301 para a producdo de pectinases. Além disso, a utilizacdo de glicerol ou
sacarose poderia reduzir o custo do processo de producdo, por se tratarem de substratos de
menor valor comercial que a glicose.
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