ISOLAMENTO E SEL’EQAO DE MICRORGANISMOS PECTII‘{OLfTICOS A PARTIR
DE RESIDUOS PROVENIENTES DE AGROINDUSTRIAS
PARA PRODUCAO DE AROMAS FRUTAIS!
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RESUMO

As pectinases sao enzimas produzidas naturalmente por plantas, fungos, leveduras e bactérias. Estes microrganismos podem ser
inoculados em meios contendo residuos agroindustriais utilizados como fonte de carbono para a producao de compostos de maior valor
agregado, como enzimas, etanol, proteinas, aminoacidos e compostos de aroma. Varios microrganismos foram isolados e selecionados
quanto a producao de enzimas pectinoliticas pelo método da placa, através de zonas claras de degradacao de pectina ao redor da
colonia. De 104 linhagens testadas, 18 foram selecionadas para fermentarem em meio liquido, contendo pectina para a determinacao
de atividade de poligalacturonase (PG) e de pectina liase (PMGL), e em meio frutose/extrato de levedura para producao de aromas. As
linhagens 2, 9, 20, 39, 70, 74 e 99 apresentaram unidades de atividade de PG superiores a 80 umol de acido galacturénico/mL/min, as
linhagens 17, 18, 31, 37, 73, 74 e 125 apresentaram unidades de atividade de PMGL superiores a 1000 nmol de produtos insaturados/
mL/min e as linhagens 13, 70, 73, 74, 125 e 144 apresentaram os melhores descritores e as maiores intensidades de aromas percebidos
por um painel nao treinado de provadores.
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SUMMARY

SCREENING OF FRUIT FLAVORS PRODUCING PECTINOLITIC MICROORGANISMS ISOLATED FROM AGROINDUSTRIAL RESIDUES.
Pectinases are enzymes used in food industries, produced by plants, fungi, yeasts and bacteria. These microorganisms can be inoculated
in a medium containing agro-industrial residues from processing agricultural products, used as a carbon source to produce value-
added products such as enzymes, ethanol, proteins, amino acids and flavor compounds. Several microorganisms were isolated and
selected due to their capacity to produce pectinolytic enzymes in clear halos around colonies by plate assay. From 104 strains, 18
were inoculated in a medium containing pectin as a carbon source and the pectinolytic activities of polygalacturonase (PG) and pectin
lyase (PMGL) were determined. Strains 2, 9, 20, 39, 70, 74, and 99 showed activity units of PG higher than 80 umol galacturonic
acid/mL/minute. Strains 17, 18, 31, 37, 73, 74 and 125 showed activity units of PMGL higher than 1000 nmol unsaturated products/
mL/minute. Strains 13, 70, 73, 74, 125 and 144 showed good signs of flavor noticed in the fructose and yeast extract medium and
the most intense flavor according to a non-trained board of tasters.

Keywords: pectin, fermentation, pectinolitic enzyme, polygalacturonase, pectin lyase, flavor.

tas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras [11, 45],
muito utilizadas nas industrias de alimentos para extracao

1 - INTRODUCAO

Substancias pécticas sio macromoléculas glicosidicas

de alto peso molecular, formadoras do maior componente da
lamela média das paredes primarias de células de vegetais
superiores [2], compostas de residuos de acido galacturo-
nico unidos por liga¢ées o-1,4, parcialmente esterificados
por grupos metil éster [16, 19, 47]. Sao classificadas em
protopectina, a forma nativa unida com outros constituin-
tes das células vegetais, insoluvel em agua e totalmente
metoxilada; acido péctico, compostas de residuos de acido
poligalacturénico coloidal completamente desmetoxilada,
e pectina e acido pectinico que possuem um grau variavel
de metoxilacao e, em condicoes adequadas, sao capazes de
formar géis com acidos e acucares [20, 24, 38, 48].

Essas substancias pécticas podem ser degradadas por
enzimas pectinoliticas produzidas naturalmente por plan-
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e clarificacao de sucos de frutas e vegetais, para aumentar
o rendimento e melhorar o processamento sem o aumento
de custos [3, 7]. Sua classificacao esta baseada no ataque ao
esqueleto galacturoénico, preferéncia pelo substrato (pectina
ou pectato), acao por transeliminacdo ou hidrélise e por
clivagem rand6mica ou terminal [16, 38, 49].

As hidrolases (poligalacturonase, PG) hidrolisam ligacoes
glicosidicas 0-1,4 entre dois residuos de 4cido galacturoni-
co e as liases (pectina liase, PMGL), também chamadas de
transeliminases, rompem ligacoes glicosidicas, resultando
em galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre os
carbonos 4 ¢ 5 [16].

Diversas espécies de microrganismos como Bacillus,
Erwinia, Kluyveromyces, Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma,
Pseudomonas, Penicillium e Fusarium sao conhecidos como
bons produtores de pectinases [10, 16, 38], podendo ser uti-
lizados em escala industrial, pois cerca de 90% das enzimas
produzidas podem ser secretadas no meio de cultura. A sintese
destas enzimas sofre influéncia dos componentes do meio,
presenca de indutores, pH e temperatura de cultivo [4].
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Residuos agroindustriais como casca de café, casca e
bagaco de frutas citricas, farelo de trigo, bagaco de uva,
bagaco de mandioca, bagaco de beterraba doce podem ser
utilizados como substratos em bioprocessos para a producao
de compostos de maior valor agregado como enzimas, etanol,
proteinas, 4cidos organicos e compostos de aroma, desde
que se escolha o microrganismo apropriado ou adaptado
para a finalidade desejada [4, 7, 27, 42].

A maioria dos aromas naturais € o resultado de misturas
de compostos quimicos, biologicamente ativos, apresentando
estruturas complexas de varios grupos funcionais, encon-
trados em baixas concentracées. Os compostos quimicos
responsaveis pelos aromas caracteristicos sao alcoois, acidos,
ésteres, cetonas, lactonas, aldeidos [12, 22, 37] e outras mo-
léculas complexas que resultam do metabolismo secundério
de plantas ou podem ser obtidas de fontes animais. Certos
fungos, leveduras e bactérias também possuem potencial
para o metabolismo secundario e podem produzir aromas e
fragrancias [22]. Fungos do género Ceratocystis produzem
uma grande quantidade de aromas de frutas ou de flores
(péssego, abacaxi, banana, citrus e rosa), dependendo da
cepa e das condic¢des de cultivo. Ceratocystis frimbiata tem
potencial para sintese de éster, cresce rapidamente e produz
uma grande variedade de aromas [31, 41].

O presente trabalho teve como objetivo isolar e selecionar
microrganismos pectinoliticos para a posterior produgao
de aromas frutais em meios de cultura contendo residuos
agroindustriais.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Isolamento dos microrganismos

Os microrganismos foram isolados de graos de café, agua
de lavagem de café€, folhas de pé de café€, terra de cafezal e de
frutas (banana, mexerica, laranja, melao, mamao, goiaba,
uva e damasco). As amostras foram semeadas em 10 mL de
meio de enriquecimento estéril e mantidas em estufa a 30 °C
por 24 h. A seguir, uma alcada do meio foi inoculada em
placas de Petri contendo meio PDA e mantidas em estufa a
30 °C de 24 a 48 h e as colonias isoladas foram transferidas
para tubos de ensaio contendo meio PDA inclinado.

2.2 - Selecao de microrganismos pectinoliticos

Os microrganismos pectinoliticos foram inoculados
em meio sélido contendo 1,25% de pectina citrica (Sigma),
incubados em estufa a 30 °C por 2 a 4 dias, conforme o cres-
cimento das coldnias. A seguir, as placas foram reveladas
com uma solu¢ao de vermelho ruténio 0,05% e lavadas com
4gua destilada [26]. As linhagens que apresentaram halo de
degradacao vermelho purpuro ao redor do halo de coldnia
foram consideradas produtoras de pectinases e foram sele-
cionadas para determinacao de atividade pectinolitica.
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2.3 - Determinacao de atividade pectinolitica

As linhagens pectinoliticas selecionadas foram ino-
culadas em meio liquido contendo 1% de pectina citrica
(Sigma) e incubadas em shaker rotatério a 30 °C, 100 rpm
por até 96 h. Apé6s cada periodo de 24 h de fermentacao as
amostras foram retiradas e centrifugadas e o sobrenadante
utilizado para a medida de pH e determinacao de atividade
de PG e PMGL [46].

Substrato. Foram preparadas solucbdes de pectina ci-
trica (Sigma) 0,5% em tampao acetato pH 4,5 e em tampao
citrato fosfato pH 5,5 para as atividades de PG e PMGL,
respectivamente.

Atividade de PG. Determinada pela medida da libera-
cao de grupos redutores utilizando-se o método do acido
dinitrosalicilico (DNS) [28]. 500 uL de substrato e 500 pL
de extrato enzimatico foram incubados a 40 °C por 40 min
e areacgao paralisada com a adicdo de 1 mL de solucao de
DNS. A solucao foi mantida em ebulicio por 8 min, res-
friados em banho de gelo e adicionados 8 mL de solucédo
50 mM de tartarato duplo de sédio-potassio. A absorbancia
foi medida em espectrofotémetro a 540 nm contra o branco.
Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 pmol de acido galac-
turénico por minuto, segundo uma curva padrao do acido
o-D-galacturénico (Fluka Chemica) [46].

Atividade de PMGL. Baseada no aumento da absorban-
cia devido a formacao de produtos insaturados [1]. Um mL de
substrato e 1,0 mL de extrato enzimético foram incubados a
40 °C por 1 h e areacao paralisada com a adicao de 3,5 mL de
HCI 0,5 M. A absorbancia foi medida em espectrofotometro
a 235 nm contra o branco. O coeficiente de extincao molar
dos produtos insaturados ¢,,, = 5550 M"' cm! foi utilizado

para o célculo de atividade UA = (AA/e ) 10° (nmol/mL/min),
onde AA é o aumento de absorbancia por minuto [46].

2.4 - Selecao de linhagens produtoras de
aromas frutais

Os microrganismos pectinoliticos produtores de aromas
de frutas foram inoculados em meio frutose e extrato de
levedura, incubados em shaker rotatério a 25 °C e 100 rpm
por 72 h e selecionados por meio de um painel nao treinado
de 10 provadores. Solicitou-se aos provadores a descricao
dos aromas e das intensidades percebidas em uma ficha
sensorial apropriada contendo uma escala de intensidade
de aroma (Tabela 1) [46].

TABELA 1 - Escala de intensidade de aroma.

Escala Intensidade de aroma
+++t+ aroma muito intenso

++++ aroma intenso

+++ intensidade moderada de aroma
++ aroma fraco

+ aroma muito fraco

- nenhum aroma percebido

: 509-515, jul.-set. 2006
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3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 - Selecao de microrganismos pectinoliticos

Foram testadas 104 linhagens, das quais 18 foram
consideradas positivas, ou seja, apresentaram halo de
degradacao vermelho parpuro além de halo de coldnia.
Apenas 5 microrganismos nao cresceram neste meio € 0s
81 restantes cresceram, mas nao apresentaram halo de
degradacao.

Os valores de diametro total (colénia mais halo), diame-
tro de colénia e diametro de halo (diametro total menos o
de coldnia) das 18 linhagens ditas positivas sdo mostrados
na Tabela 2.

TABELA 2 - Microrganismos pectinoliticos e correspondentes
diametros de halos.

3.2 - Determinacao de atividade pectinolitica

Os valores de pH e das atividades enziméaticas foram
obtidos a partir do sobrenadante das fermentacées com as
linhagens pectinoliticas.

A Figura 1 mostra a variacao de pH das linhagens es-
tudadas durante as 96 h de fermentacao. Observa-se que,
para a maioria das cepas, ha um leve declinio do pH nas
primeiras 24 h de fermentacao e a partir de 48 h o pH volta
a aumentar. Isso pode ser explicado pela liberacao de acido
galacturénico no meio pela acdo de enzimas pectinoliticas
produzidas pelos microrganismos durante as primeiras
horas de fermentacao. Apés 48 h de fermentacao observa-se
aumento do pH devido ao consumo da fonte de nitrogénio
disponivel no meio.

A Figura 2 apresenta as atividades obtidas para PG.
Observa-se que os microrganismos 2, 9, 20, 39, 70, 74 € 99

Linhagem Halo total Halo de colénia  Halo de pectinase apresentaram unidades de atividade superiores a 80 pmol
(cm) de 4cido galacturénico/mL de extrato bruto enzimatico/min.
2 1,5 1,0 05 Alguns autores descrevem ter obtido unidades de atividade
9 3,5 3,0 0,5 de poligalacturonase entre 2,7 e 3,5 pmol/mL/min ap6s 48 h
13 25 2,0 0,5 [40] e 15,72 umol/mL/min apés 30 h de fermentacéo [15]
15 25 15 1.0 por cepas de Bacillus sp. Aspergillus awamori produziu
17 2,5 1,5 1,0 0,05 pmol/mL/min de atividade maxima apés 7 dias de fer-
18 25 2,0 05 mentacao [4] e Lentinus edodes apresentou atividade entre
19 25 1.9 0.6 1,5 € 2,2 pmol/mL/min apés 40 dias [49]. 43 pmol/mL/min
20 3.0 2,0 1,0 foram obtidos por Thermoascus aurantiacus cultivados em
31 50 2,0 30 meios contendo bagaco de laranja e farinha de trigo apés
37 6.0 40 2,0 6 e 4 dias de fermentacao, respectivamente [23].
39 7,0 5,0 2,0
70 3,0 2,0 1,0 As atividades de PMGL obtidas sao mostradas na Figu-
73 4,0 35 0,5 ra 3. As linhagens 17, 18, 31, 37, 73, 74 e 125 apresentaram
74 33 3,0 0,3 unidades de atividade superiores a 1000 nmol de produtos
98 4,0 2,0 2,0 insaturados/mL de extrato bruto enzimatico/minuto. Relatos
99 4,0 1,0 3,0 em literatura demonstram a obtencao de 16 nmol/mL/min
125 1.3 03 1,0 de atividade de pectina liase por Penicillium griseoroseum
144 3,5 1,0 2,5 ap6s 48 h de fermentacao [34] e Aureobasidium pullulan
Medida de pH durante as 96 h de fermentacéo
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FIGURA 1 - Alteracao de pH do meio durante 96 h de fermentacao.
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FIGURA 2 - Atividade de PG durante 96 h de fermentacao.
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FIGURA 3 - Atividade de PMGL durante 96 h de fermentacao.

apresentou 9 umol/mL/min de unidades de atividade apoés
4 dias de fermentacao [21]. Cerca de 2500 umol/mL/min de
atividade foram produzidos por Aspergillus niger quando
cultivado em meio contendo 2% de milho por 6 dias [29] e
Thermoascus aurantiacus cultivados em meios contendo
bagaco de laranja e farinha de trigo apresentaram atividade
de 19300 e 11600 umol/g matéria seca/min ap6s 12 e 14 dias
de fermentacao, respectivamente [23].

3.3 - Selecao de linhagens produtoras de
aromas frutais

Das linhagens selecionadas anteriormente, apenas as
linhagens 2 e 37 nédo cresceram no meio contendo frutose
e extrato de levedura. As demais produziram aromas fru-
tais agradaveis, de intensidades variaveis, de acordo com
andlise sensorial realizada por um painel nao treinado de
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provadores. Algumas das descrigoes de aromas citadas fo-
ram: frutal, abacaxi, péra, banana, péssego, laranja, doce,
fermento e solvente.

As linhagens 13, 70, 73, 74, 125 e 144 foram as que
apresentaram as maiores intensidades de aromas frutais,
recebendo atribuicdo ++++ (“aroma intenso”) a +++++
(*aroma muito intenso”) de acordo com a escala de intensi-
dade de aromas (Tabela 3).

Observando-se os dados de atividade de PG e de PMGL,
verificou-se que as linhagens 70, 73, 74 e 144 apresen-
taram boa atividade pectinolitica e também produziram
aromas de frutas agradaveis durante a fermentagao em
meio frutose e extrato de levedura, sendo selecionadas para
prosseguirem com as fermentacoes em meios de cultura
contendo residuos agroindustriais para a producao de
aromas frutais, cujos resultados serado apresentados em
trabalho posterior.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(3): 509-515, jul.-set. 2006
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TABELA 3 - Descrigoes sensoriais dos aromas percebidos em meio
frutose/extrato de levedura.

Linhagem Descrigdao do aroma Intensidade
13 frutal +H++
abacaxi +++
70 frutal ++++
abacaxi, péra +H++
fermentado +++
73 frutal +H+++
banana, abacaxi, framboesa ++++
solvente +++
74 frutal ++++
banana +H++
chocolate ++
125 frutal +H++
solvente +++
fermento ++++
144 frutal +H+++
solvente +++
doce +++

(6]

(7]

(8]

(9]

from Fusarium moniliforme. Biochim. Biophys. Acta
- General Subjects, v. 1526, n. 3, p. 301-309, 2001.

BRAND, D.; PANDEY, A.; ROUSSOS, S.; SOCCOL, C. R.
Biological detoxification of coffee husk by filamentous
fungi using a solid state fermentation system. Enzyme
Microb. Technol., v. 27, n. 1-2, p. 127-133, 2000.

BRAVO. C. E. C.; de CARVALHO, E. P; SCHWAN, R. F;
GOMEZ, R. J. H. C.; PILON, L. Determinacao de con-
dicoes ideais para producao de poligalacturonase por
Kluyveromyces marxianus. Ciéncia e Agrotecnologia,
v. 24, edicao especial, p. 137-152, 2000.

CASTILHO, L. R.; MEDRONHO, R. A.; ALVES, T. L.
M. Production and extraction of pectinases obtained
by solid state fermentation of agroindustrial residues
with Aspergillus niger. Bioresour. Technol.,v. 71, n. 1,
p. 45-50, 2000.

CHRISTEN, P; BRAMORSKI, A.; REVAH, S.; SOCCOL,
C. R. Characterization of volatile compounds produced
by Rhizopus strains grow on agroindustrial solid wastes.

4 - CONCLUSOES

De acordo com a capacidade de producao de pectinases
e de producao de aromas frutais, as linhagens 70, 73, 74 ¢
144 foram as que apresentaram os melhores e mais agra-
daveis aromas de frutas durante a fermentacdo em meio
frutose/extrato de levedura, sendo selecionadas para pros-
seguirem com as fermentacoes em meios de cultura consti-
tuidos de residuos agroindustriais contendo pectina.

Estas linhagens foram posteriormente cultivadas em
meios de cultura contendo residuos agroindustriais, como
casca de café, bagaco de uva, laranja e limao, para a pro-
ducao de aromas frutais, visando-se o aproveitamento
destes materiais que sao gerados em grandes quantidades
durante o processamento das respectivas matérias-primas.
Os microrganismos foram capazes de se desenvolver nestes
meios e de produzir aromas frutais, cujos resultados serao
apresentados em trabalho posterior.
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