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RESUMO - O indculo exerce influéncia direta sobre o crescimento celular e o
tempo de processo de obtencdo de pectinases por fungos filamentosos. Neste
trabalho foram avaliados o crescimento e a producdo de pectinases por
Aspergillus fumigatus LB-01-AP com o uso de inoculo vegetativo, em proporg¢des
de 5 e 10%(v/v), em comparagdo com a inocula¢do por suspensdo de esporos. A
suspensdo foi obtida da cultura incubada em meio solido, por 96h. Para a
obtencao de indculo vegetativo, A. fumigatus foi cultivado em frascos Erlenmeyer
com 100mL de meio, mantidos a 300rpm e 28°C, por 30h. Estas condicoes
operacionais foram usadas nos cultivos de produgao de pectinases, porém, por
120h. Com a utilizagdo de esporos, observou-se fase /ag de crescimento de cerca
de 18h. Este periodo foi cerca de 50% inferior com o uso de indculo vegetativo,
com a obtencdo de maiores titulos de biomassa ¢ sem influéncia sobre a maxima
velocidade especifica de crescimento celular. A utilizagdo de indculo vegetativo
proporcionou a obtencdo de atividade de pectinases totais superior, alcancando
valores maximos dell e 13U/mL, com 5 e 10% (v/v), respectivamente, em 75h.
No ensaio controle, o pico de atividade (9,2U/mL) foi observado em 120h, 45h
apOs os picos obtidos com a utilizagdo de indculo vegetativo. Os resultados
sugerem a possibilidade de uso de in6culo vegetativo em estudos posteriores em
biorreator como forma de reduzir o tempo e o custo operacional do processo.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas vem ganhando espaco em processos industriais devido a
necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias, atendendo as tendéncias do mercado
por produtos de menor impacto ambiental. Dentre as enzimas produzidas comercialmente,
destacam-se as enzimas pécticas, amplamente utilizadas em processos industriais, cujos
primeiros registros de utilizacdo comercial sdo da década de 1930 (Jayani et al., 2005). Desde
entdo, as pectinases vem sendo cada vez mais utilizadas, principalmente na industria de
alimentos, sendo extensivamente empregadas na producao de sucos de frutas e vinhos. Estas
enzimas atuam na degradagdo de substincias pécticas presentes na parede celular de vegetais
e frutos, facilitando os processos de extragdo e de clarificagdo (Kashyap et al., 2001;
Gummadi e Panda, 2003; Uenojo e Pastore, 2007).

Entre os microrganismos capazes de sintetizar enzimas pectinoliticas, os fungos
filamentosos sdo amplamente utilizados pelo fato de as pectinases por eles produzidas
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atuarem numa faixa de pH (3,0 a 5,5) compativel com a utilizada na produ¢@o de sucos de
frutas. Além disso, cerca de 90% destas enzimas sdo secretadas no meio de cultivo,
facilitando a recuperagdo ¢ a purificacdo (Ueda et al., 1982; Uenojo e Pastore, 2007). Varios
fungos do género Aspergillus sdo listados na Resolugdo RDC 26/2009 da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) como seguros para a utilizacdo na producdo de pectinases.

Em cultivos submersos de fungos filamentosos, entre os processos prévios a
fermentagdo, a forma de inoculacdo pode influenciar o perfil de crescimento e a morfologia
celular (Moraes, 2001; Papagianni e Moo-Young, 2002). A inoculagdo pode ser realizada a
partir de uma suspensdo de esporos, a partir de uma cultura estoque, ou com adi¢do de uma
proporcdo definida de biomassa (Moraes, 2001). Em estudos relacionados a forma de
inoculacdo, Papagianni e Moo-Young (2002) verificaram que, ao utilizar indculo vegetativo
de A. niger, maiores titulos de biomassa e de atividade de glicoamilases foram atingidos. No
entanto, os autores salientam que a velocidade especifica de crescimento foi inferior & obtida
em cultivo inoculado com esporos, relacionando esse comportamento a morfologia do
microrganismo.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento celular ¢ a
producdo de pectinases por A. fumigatus, comparando-se a inoculagdo com suspensdo de
esporos com a utilizacdo de diferentes proporgdes de indculo vegetativo.

2. MATERIAIS E METODOS

O microrganismo utilizado foi 4. fumigatus LB-01-AP, pertencente a colecdo de
culturas do Laboratério de Bioprocessos (UCS). Para a produc@o de pectinases foi utilizado o
meio de cultivo adaptado de Fontana et al. (2009), composto de extrato de farelo de trigo
(80g/L), glicose (22g/L), pectina (20g/L), extrato de levedura (0,05g/L) e sais.

Os meios foram preparados em frascos Erlenmeyer de 500mL, com gargalo alongado,
com 100mL de volume 1til, cobertos com gaze e algodao hidrofobo, autoclavados a 1atm, por
15 minutos, apds corre¢do do pH inicial para 4,0 com NaOH 2,5M ou HCI 2,0M. Os cultivos
foram conduzidos sob agitacdo reciproca (equipamento construido na UCS), a 300 rpm e
28°C, por 120h. Amostras periddicas foram coletadas para a avaliagao do pH, do crescimento
celular, do consumo de substrato e para a determinagdo da atividade pectinolitica.

Para os meios inoculados com suspensao de esporos (ensaio controle), utilizou-se a
concentragio de 10°conidios/mL. Para os meios em que foi empregado indculo vegetativo,
testaram-se as proporcdes de 5% e 10% (v/v) (ensaios F5 e F10, respectivamente). O inoculo
vegetativo foi previamente preparado em frascos contendo 100 mL de meio isento de pectina,
inoculados com suspensdo de esporos, incubados e mantidos sob agitacdo, por 30h.

O crescimento celular foi avaliado por gravimetria. A concentragdo de agucares
redutores totais (ART) foi determinada de acordo com o método descrito por Bitmann (1974)
e modificado por Meneghel (2013) para amostras isentas de sdlidos em suspensdo. Salienta-se
que a pectina presente no meio ndo ¢ hidrolisada e, deste modo, ndo exerce influéncia sobre a
avaliacdo dos resultados relativos ao consumo de substrato. A atividade de pectinases totais
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foi avaliada pelo método descrito por Maiorano (1990) e modificado por Malvessi (2000)
para a determinacdo de endo-poligalacturonases. O método é baseado na medida da redugao
da viscosidade de uma solucdo padrdo de pectina 0,63% (m/v), submetida a a¢do de enzimas
pectinoliticas que rompem as ligagdes glicosidicas internas da cadeia de acido
poligalacturonico. No entanto, considerando-se que, para redugdo da viscosidade, todo o
complexo pectinolitico deve atuar, os resultados, neste trabalho, serdo expressos como
pectinases totais.

A maxima velocidade especifica de crescimento celular (ptx max) foi estimada a partir do
coeficiente angular da reta resultante do ajuste linear dos pontos experimentais, em
representacdo semilogaritmica da concentracdo celular com o tempo de cultivo, durante a fase
exponencial de crescimento. Nesta fase, a velocidade especifica do crescimento € constante e
maxima (Hiss, 2001). Os fatores de conversdo de substrato em produto (Ypss) € em células
(Yxs) foram calculados a partir dos méximos valores de atividade enzimatica (Pma.x) € de
concentragdo de biomassa (Xpax), levando-se em consideragdo a concentragdo de substrato
consumido até periodo em que estes parametros foram determinados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No cultivo de A4. fumigatus, utilizando-se suspensdo de esporos como indculo (ensaio
controle), foi observada uma fase lag de, aproximadamente, 18h (Figura 1). Valores de pH em
torno de 4,0 e baixo consumo de substrato foram observados neste periodo, indicando o
reduzido metabolismo microbiano, uma vez que a queda do pH estaria relacionada a formagao
de acidos provenientes da atividade celular.
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Figura 1 — Variacao de (A ) biomassa, (m) pH ¢ () ART em relagdo ao tempo de cultivo de

Aspergillus fumigatus em frascos sob agitag@o, no ensaio controle (indculo com suspensao de
€sporos).

A analise do perfil de crescimento, mostrado na Figura 1, sugere que o inicio da fase
exponencial de crescimento celular ocorreu em torno de 18h de cultivo, sendo atingida
concentragdo maxima de biomassa (12,5g/L) em 51h. Queda do pH para valor proximo a 3,0
foi observada na fase de intenso crescimento, mantendo-se em torno de 2,0, a partir de 72h até
o final do cultivo. Redu¢@o gradual na concentragdo de ART foi observada até 72h, sendo
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determinado 6g/L de substrato quando o cultivo foi encerrado, em 120h. Esta concentragdo de
substrato residual possivelmente esta relacionada a presenca de espécies redutoras ndo
metabolizaveis por este microrganismo ou, ainda, pela escassez de algum nutriente essencial
ao metabolismo celular.

A utilizacdo de indculo vegetativo foi avaliada a fim de levar a reducdo do tempo de
cultivo relacionado a fase /ag ou de adaptagdo de A. fumigatus. A diminui¢do do tempo de
processo acarretaria em menor gasto energético e em aumento da produtividade, fatores
importantes em se tratando de aumento de escala, visando a produ¢do industrial. Para a
avaliagdo do emprego de indculo vegetativo conduziu-se um cultivo em meio isento de
pectina, por 39h, para determinar o tempo necessario para que a populacdo microbiana
atingisse a fase exponencial de crescimento. Optou-se por conduzir este ensaio em auséncia
de pectina a fim de facilitar a transferéncia de oxigénio para o microrganismo, uma vez que
este composto confere alta viscosidade ao meio de cultivo. Os resultados estdo mostrados na
Figura 2.

L 24

/'/
I~

Biomassa (g/L)
|
/
/
[
(1/6) Lav

Tempo (h)
Figura 2 — Variacdo de (A ) biomassa, (m) pH e (®) ART em relacdo ao tempo de cultivo de
Aspergillus fumigatus em frascos sob agitacdo, no ensaio para a determinagao do inoculo
vegetativo.

A partir dos valores obtidos de concentracdo de biomassa (Figura 2), a fase exponencial
de crescimento microbiano foi identificada entre 18 e 30h de processo, aproximadamente.
Nesse periodo, valores de pH proximos a 3,0 ¢ consumo de substrato (ART) em torno de
30% do valor inicial foram observados. Assim, optou-se por utilizar o indculo de 30h de
cultivo, garantindo que neste tempo o microrganismo ainda encontra-se em fase de intenso
crescimento celular e ndo na fase estacionaria.

Posteriormente, foram realizados os cultivos F5 e F10, empregando-se 5 ¢ 10% (v/v) de
inoculo vegetativo, respectivamente. Os resultados experimentais destes cultivos sao
apresentados na Figura 3. Observou-se aumento da concentra¢do celular a partir de Sh de
cultivo, acompanhado de queda do pH e da concentra¢do de substrato, indicando atividade
metabdlica microbiana. Comportamento similar foi observado no ensaio controle (Figura 1),
porém apenas apds 18h de cultivo. Maximas concentragdes celulares foram estimadas por
volta de 40h para os cultivos F5 (14g/L) e F10 (15g/L), observando-se redugéo para 8 e 10g/L

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Congresso Brasileiro de F|0rlan0p0| Is/SC
Engenharia Quimica

apos 96h, mesmo em presenca de substrato residual no meio. Este fato, conforme ja discutido
para o ensaio controle, pode ter sido decorrente da presenca de substincias redutoras ndo
metabolizaveis por esse microrganismo ou pela escassez de algum nutriente essencial ao
metabolismo do fungo.
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Figura 3 — Variacdo de (A ) biomassa, (m) pH e (®) ART em relacdo ao tempo de cultivo de
Aspergillus fumigatus em frascos sob agitacdo, com a utilizagdo de indculo vegetativo em
diferentes proporg¢des: F5 (5% v/v); F10 (10% v/v).

As méximas velocidades especificas de crescimento celular (px max) foram definidas a
partir do coeficiente angular da reta obtida através da representacdo logaritmica da
concentracao celular em fungdo do tempo. Os baixos valores de coeficiente de correlagao
obtidos nos ajustes lineares se devem a utilizagdo de poucos pontos experimentais inerente a
condigdo de processos em frascos sob agitacao, que limitam a retirada de amostras (Figura 4).

A partir dos resultados gerais obtidos nas trés condi¢des testadas, apresentados na
Tabela 1, pode-se verificar que o pico de concentragdo celular (Xiax) foi observado em menor
tempo e em valor superior nos ensaios F5 e F10 em relagdo ao controle. Os valores da
maxima velocidade especifica de crescimento (pxmax) foram semelhantes nas trés condigdes,
0,10, 0,12 ¢ 0,10h™ para o ensaio controle, F5 e F10, respectivamente, indicando que a
utilizagdo de indculo vegetativo ndo promoveu queda da maxima velocidade especifica de
crescimento, ao contrario do que foi observado por Papagianni e Moo-Young (2002),
utilizando A. miger para a producdo de glicoamilases. Adicionalmente, o inicio da fase
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exponencial de crescimento foi observado em menor tempo de cultivo quando se utilizou
qualquer propor¢do de indculo vegetativo.
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Figura 4 — Representacdo semilogaritmica da concentragio celular em fun¢do do tempo de
cultivo de Aspergillus fumigatus, com diferentes formas de inoculagdo: (m) Ensaio Controle:
inoculo de esporos; (@) F5: inoculo vegetativo (5%v/v); (A) F10: indculo vegetativo
(10%vV/v). (==) ajuste linear dos pontos experimentais.

No ensaio controle, o pico de atividade enzimatica (9,0U/mL) foi observado em 120h de
cultivo. Em F5 e F10 observou-se um leve aumento de atividade de pectinases totais,
alcancando valores maximos em 75h, em média 11 e 13U/mL, respectivamente, mantendo-se
neste patamar até o final dos cultivos. Considerando que os picos de atividade enzimatica
ocorreram cerca de 45h antes nos ensaios F5 e F10, foram obtidos maiores valores de
produtividade volumétrica (p,) nestas condi¢cdes. Adicionalmente, foram obtidos os maiores
valores de fator de conversao de substrato em células (Yxss) € em produto/pectinases (Ypss).

Tabela 1 — Resultados gerais de cultivos de Aspergillus fumigatus, em frascos sob agitacao,
com diferentes formas de inoculagéo

Controle F5 F10

Xmax (g/L) 12,6 14,1 14,6
tx,max (h) 51 43 41

X max (h™) 0,104 0,116 0,095
texp () 18-30 9-17 9-15
Pumax (U/mL) 9,0 11,0 13,0
tp,max (h) 120 75 75

Yx/s (g/g) 0,65 0,79 0,76
Ypis (U/mg) 0,45 0,56 0,57
pv (U/mL/h) 0,077 0,151 0,176

Xmax — Maxima concentragdo de biomassa; tx m.x — tempo em que ocorreu Xpa.; Mxma— MAaxima velocidade
especifica de crescimento celular; texp — intervalo de tempo do cultivo caracterizado como fase exponencial, no
qual foi determinada pix max; Pmax — méxima atividade de pectinases; tp max — tempo em que ocorreu P Yxis —
fator de conversdo de substrato em células; Yps — fator de conversdo de substrato em pectinases; py —
produtividade volumétrica.

Controle: suspensao de esporos; F5 e F10: inoculo vegetativo (5 e 10% v/v).
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4, CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho indicam a forte influéncia exercida pelo tipo de
indculo sobre o crescimento celular e o tempo de processo de obtencdo de pectinases por A.
fumigatus em cultivos realizados em frascos sob agitagdo. O tempo necessario para que a fase
exponencial de crescimento fosse atingida, empregando 5 ou 10% (v/v) de indculo vegetativo,
foi reduzido em cerca de 9 horas em comparagdo ao controle, sem promover redu¢do na
maxima velocidade especifica de crescimento. Nestas condi¢des foram obtidos resultados
superiores de concentragdo de biomassa e a producao de pectinases foi antecipada em cerca
de 45 horas, levando a obtenc¢do de altos valores de produtividade volumétrica em relacdo ao
cultivo inoculado com esporos.

Estes resultados sugerem a possibilidade de uso de indculo vegetativo em estudos
posteriores em biorreator como forma de reduzir o tempo € o custo operacional do processo
de producdo de pectinases por 4. fumigatus.

5. APOIO

UCS, CAPES, CNPq e FAPERGS.
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