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RESUMO - O suprimento de oxigénio em cultivos de microrganismos aerobios ¢
fundamental para garantir adequados crescimento e producdo de metabolitos,
afetando diretamente o desempenho do processo. Na producdo de pectinases
fingicas, a alta viscosidade do meio, conferida pela pectina, ¢ as intensas
modifica¢des reoldgicas, provocadas pelo crescimento celular, prejudicam a
mistura e a transferéncia de oxigénio. Neste trabalho, a pectina (indutor
enzimatico) foi adicionada ao cultivo ap6s a fase de intenso crescimento celular,
permitindo o estudo da producdo de pectinases por Aspergillus oryzae em meio
liquido sem limitagdo de oxigé€nio. Verificou-se que, apesar de o crescimento
celular ter sido semelhante ao do ensaio controle, a ndo limitagdo de oxigénio
permitiu a obtencdo de atividade enzimatica (120U/mL), praticamente quatro
vezes maior que a do controle (43U/mL). Os resultados indicam que a conducao
do processo sem limitagdo de oxigénio resulta em ganho substancial na produgdo
de pectinases.

1. INTRODUCAO

Os microrganismos aerobios e os anaerobios facultativos, quando utilizados em
processos biotecnologicos, necessitam de uma disponibilidade ilimitada de oxigénio
dissolvido no meio para garantir o adequado crescimento. O consumo de oxigénio dissolvido
também influencia a manutencao celular e a producao de metabolitos. Quando em escassez,
afeta diretamente o desempenho do processo (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009).

O suprimento de oxigénio em cultivos submersos ¢ promovido pela operacdo de
dissolucdo de oxigénio contido na fase gasosa (normalmente ar) para a fase liquida, para que
esteja disponivel para o consumo microbiano. O fato de o oxigénio ser pouco soltvel em
agua torna a extensao dos processos aerdbios ¢ a obtencdo de produtos dependentes da
capacidade de se transferir oxigénio para a fase liquida (Schmidell et al., 2001).

As pectinases, enzimas utilizadas em diferentes setores comerciais, em especial na
industria de alimentos (Reid e Ricard, 2000; Sandri ef al., 2013) podem ser produzidas por
muitas espécies de fungos filamentosos, microrganismos particularmente exigentes quanto a
transferéncia de oxigénio uma vez que podem apresentar formagdo de pellets ou filamentos
livres. (Kashyap et al., 2001).
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Em processos com microrganismos aerdbios, € esperado, em principio, que um
suprimento ndo limitado de oxigénio — ou seja, a manutencdo da concentracdo de oxigénio
dissolvido sempre acima de seu valor critico — seja suficiente para garantir a eficiéncia do
processo. Entretanto, Zetelaki-Horvath & Vas (1981) relatam que, apesar de o crescimento de
A. niger ter sido favorecido a uma velocidade de transferéncia de oxigénio (OTR) de
100mmol/L/h, as atividades de pectina liase e endo-polimetilgalacturonase foram aumentadas
com OTR de 60mmol/L/h, enquanto que para endopoligalacturonase, a OTR de 49mmol/L/h
foi a melhor condi¢do. Também, Lai et al. (2005) e Li et al. (2008) verificaram que a
limitacdo temporaria de oxigénio durante o cultivo tem efeito positivo sobre a obtencdo de
metabolitos de fungos do género Aspergillus.

Este trabalho teve por objetivo estudar a producdo pectinases por 4. oryzae em meio
liquido sem limitagdo de oxigénio em comparacdo com uma condi¢cdo controle em que houve
limitacdo no fornecimento de O, ao cultivo.

2. MATERIAIS E METODOS

O microrganismo utilizado foi A. oryzae 1IPT-301, cedido pelo Instituto de Pesquisas
Tecnologicas de Sdo Paulo. O meio de cultivo empregado foi o descrito por Meneghel (2013),
composto de extrato de farelo de trigo, glicose, pectina, extrato de levedura e sais. Os cultivos
foram conduzidos em biorreator de bancada Biostat B (B. Braun Biotech), com 3,5L de meio,
frequéncia de agitadores e fluxo de ar iniciais de 300rpm e 0,57vm, a 28°C, por 160h. O
biorreator foi programado de forma a manter-se a concentracdo de oxigénio dissolvido em
30% da saturagdo, pela variagdo automatica da frequéncia dos agitadores e/ou fluxo de ar. No
ensaio controle, a frequéncia de agitadores e o fluxo de ar foram mantidos constantes em
480rpm e 0,42vvm. O indutor enzimatico — pectina citrica — foi adicionado ao meio somente
apos 24h de cultivo e o pH foi inicialmente corrigido em 4,0 e mantido neste valor até 24h,
em seguida reduzido para 2,7 pela adi¢do de HCI e controlado até o final do cultivo.

O crescimento celular foi avaliado por gravimetria e os acucares redutores totais (ART),
pelo método descrito por Bitmann (1974), que prevé a hidrolise acida, adaptado para amostras
isentas de sélidos suspensos. O método de medi¢do de ART ndo ¢ influenciado pela pectina.

A atividade de pectinases totais foi avaliada pelo método descrito por Malvessi (2000).
Este método ¢ baseado na medida da reducdao da viscosidade de uma solugdo padrio de
pectina a 0,63% (m/v) submetida a acdo de enzimas pectinoliticas que rompem as ligacdes
glicosidicas internas da cadeia de acido poligalacturonico.

A velocidade especifica de crescimento celular (px) foi determinada a partir das
concentracgdes celulares medidas nas amostras, durante a fase exponencial do cultivo.

O fator de producao especifica (Yp/x) foi calculado a partir dos méaximos valores de
atividade enzimatica (Pm,x) € concentragdo de biomassa (Xpax) obtidos no cultivo.

Os fatores de conversdo de substrato em produto (Yps) € em células (Yxis) foram
calculados a partir dos maximos valores de atividade enzimadtica (Pn.x) € concentragdo de
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biomassa (Xmax) obtidos no cultivo, e da concentrag@o de substrato consumido até o tempo em
que ocorreram 0s Picos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, procurou-se proporcionar ao microrganismo a possibilidade de realizar a
respiragdo na maxima velocidade especifica em cada momento do processo. Neste sentido, a
concentracdo de oxigénio dissolvido foi mantida acima da concentracdo critica, para que o
oxigénio ndo se tornasse limitante. A concentracao critica de oxigénio em meio aquosos para
A. oryzae ¢ de cerca de 0,02mmol/L (Bailey & Ollis, 1986; Schmidell et al., 2001).
Considerando que a concentracdo de oxigénio dissolvido em agua, na altitude local, ¢ de
0,213mmol/L, e que a presenga dos nutrientes do meio reduz este valor, a concentragdo critica
de oxigénio para 4. oryzae, nas condi¢des de estudo ¢ de cerca de 10% da saturag@o. Assim,
optou-se por manter-se a concentracdo de oxigénio em 30% da saturacdo, admitindo-se que,
neste valor, tinha-se a garantia de ilimitada disponibilidade de O, para o cultivo.

Os resultados gerais do Ensaio O30 (oxigénio dissolvido mantido automaticamente em
torno de 30% da saturagdo), assim como do Ensaio Controle (com limitagdo de oxigénio
dissolvido), sdo resumidos na Tabela 1. Na Figura 1, sdo ilustrados os perfis cinéticos
observados em O30.

Tabela 1 — Resultados gerais de cultivo de Aspergillus oryzae em biorreator de bancada sem
limitagdo de oxigénio (O30) em comparagdo com o controle.

030 Controle

Xmax (/L) 6,8 6,3

tx,max (h) 36 36

WX, max (h-l) 0’30 0’1 8
tux,max (h) 17,5 19

Scons (g[L) 11,2 10,8
Punax (U/mL) 120 43

tp,max (h) 120 140
YP/X (U/mg) 17,6 6,82
Yus (2/2) 062 058
Ypris (U/mg) 10,7 3,98
pv (U/mL/h) 1,0 031
PHmin 2,7 2,7
PHsinal 2,7 2,7

Xmax — Maxima concentragdo de biomassa; ty y.x — tempo em que ocorreu Xy Hx.max — Maxima velocidade especifica
de crescimento celular; t,x max — tEMPO €M qUE OCOITEU I max; Scons — CONsumo total de ART ; Py, — méaxima atividade
de pectinases; tp ., — tempo em que ocorreu P,.; Ypx — fator de producdo especifica; Y5 — fator de conversdo de
substrato em células; Yps — fator de conversdo de substrato em pectinases; py — produtividade volumétrica;
PHynin — minimo valor de pH do cultivo; pHg,, — valor final de pH do cultivo.

As concentragoes de biomassa alcangadas nos Ensaios O30 e controle foram similares,
podendo ter sido favorecidas pela condicdo de pH. No entanto, em O30, a velocidade
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especifica de crescimento celular foi superior. Aparentemente, a ndo limitagdo de oxigénio
dissolvido para o fungo, acelerou o crescimento celular.
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Figura 1 — Variagdo das concentragdes de biomassa, acucares redutores, actcares redutores
totais e oxigénio dissolvido, da atividade de pectinase e do pH em cultivo de Aspergillus
oryzae, em biorreator de bancada, com concentracdo de oxigénio mantido em minimo de 30%
da saturagdo, no Ensaio O30: (0) biomassa, (A) pH, (m) ART, (0) AR, (e) pectinases,
(A) oxigénio dissolvido.

As condicdes de consumo de substrato deste ensaio podem estar relacionadas aos
valores de pH proporcionados pela estratégia adotada para o controle deste pardmetro. Apds a
reducdo forgada para o valor de 2,7, em 24h, o consumo de substrato foi mais lento. Além
disso, observou-se um sensivel aumento de AR e ART em torno de 36h de processo (Figura
1), possivelmente como resultado da presenca de substancias redutoras liberadas pela
hidrolise do indutor, adicionado ao cultivo em 24h

A atividade enzimatica no Ensaio O30 comegou a ser verificada a partir de 36h. No
entanto, a disponibilidade de substrato (pectina) teria possibilitado a liberagdo de alta
quantidade de enzimas (120U/mL) em relacdo ao controle (43U/mL), atingindo pico de
atividade em 120h, 20h antes que o ensaio controle.
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Em 030, o maximo teor de oxigénio dissolvido ao fim do cultivo foi de 65% da
saturagdo. Este dado, aliado a manuten¢do da concentracdo de biomassa até o final do
processo, indica que, nesta condi¢do, foi possivel manter a viabilidade celular por mais
tempo. No caso, a maior concentragdo de células vidveis em O30 teria proporcionado os altos
valores de atividade enzimatica obtidos neste ensaio.

Ressalte-se que, o fator de producdo especifica obtido em O30 foi 2,6 vezes superior
que o controle, indicando que maior niimero de unidades de pectinases resultaram de cada
unidade de massa de biomassa formada. Considerando que, conforme observado na Figura 1,
os perfis cinéticos de crescimento celular e formacdo de enzimas ndo sdo associados, altos
valores de Yp/x indicam a possibilidade de obtencdo de expressiva atividade enzimatica
mesmo quando a biomassa resultante do processo for reduzida.

Além do fator de producdo especifica, a produtividade volumétrica alcancada em O30
foi também superior, em cerca de trés vezes (Tabela 1), indicando aumento no rendimento
global do processo em relagdo ao controle.

Em 030, foi possivel obter-se atividade enzimatica maxima de 120U/mL, praticamente
tr€s vezes maior que a do controle (43U/mL). Ao contrario do que foi observado por Zetelaki-
Horvéath & Vas (1981), Lai ef al. (2005), Li et al. (2008) e Bettin (2010), a ndo limitagdo de
oxigénio dissolvido favoreceu o crescimento celular e, também, a produg@o de pectinases.

4. CONCLUSOES
Os resultados confirmam que o suprimento de oxigénio afeta decisivamente a

capacidade de producdo de pectinases por 4. oryzae e indicam que a conducao do processo
sem limitag@o de oxigénio resulta em ganho substancial na produg¢do de pectinases.
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