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APPLICATION OF RESPONSE SURFACE METHODOLOGY TO STUDY THE PRODUCTION AND THE EXTRACTION
OF POLYGALACTURONASE. The aim of this work was to verify the effects of initial medium moisture content (U), addition
of ammonium sulphate (N) and of potassium phosphate (P) in the production of the polygalacturonase through the solid-state
fermentation, using cashew apple husk as substrate and Aspergillus niger CCT0916 as transformation agent. We also studied the
best extraction conditions of the produced enzyme. The best condition of production was with U of 40%, 1% of N and 0% of P being
reached an activity of the poligalacturonase of 10.1 U/g. The best extraction condition is an agitation system with a time of 100 min

and a solvent-fermented medium volume ratio of 5 mL/g.
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INTRODUCAO

O termo fermentacio em estado sélido (FES), ou fermentacio
semi-sélida, ou fermentag¢do em meio semi-sélido aplica-se aos pro-
cessos onde existe crescimento de microrganismos sobre ou dentro de
particulas em matriz sélida, onde a quantidade de liquido apresenta
um nivel de atividade de dgua que possa garantir o crescimento e
metabolismo dos microrganismos, mas nio exceda a maxima capa-
cidade de ligagdo da dgua com a matriz sélida.’

A fermentacdo em estado sélido apresenta diversas vantagens
em relacdo a fermentacdo submersa, principalmente quando os
agentes de transformacao sio fungos filamentosos. Uma delas € que
as condigdes de cultivo sdo mais parecidas com o habitat natural dos
fungos filamentosos, com isto os fungos estdo mais adaptados para
crescer e excretar maior quantidade de enzimas.? A concentragio dos
produtos apds extracdo € bem maior que os obtidos no processo de
fermentag@o submersa e gera menos residuo liquido. Este processo
desperta maior interesse econdmico em regides com abundancia
em biomassa e residuos agroindustriais, que representam material
barato e abundante.’

A produgio de pedinculos de caju no Brasil € estimada em torno
de 1,8 milhdo de t/ano, concentrando-se basicamente na regido Nor-
deste, e com aproveitamento industrial de apenas 15% do total.* A
quantidade desperdi¢ada apresenta elevada concentracao de nutrientes
que t€m potencial de uso para conversdo por microrganismos, na
obtencdo de produtos de alto valor agregado como enzimas.

As enzimas pectinolitica ou pectinases formam um grupo hete-
rogéneo de enzimas (pectina esterase, poligalacturonase, polimetil-
galacturonase, polimetilgalacturonato liase e poligalacturonato liase)
que hidrolisam as substancias pécticas.’ Podem ser produzidas, em
diferentes combinagdes, por plantas e por microrganismos, como

*e-mail: flhs@deq.ufcg.edu.br

fungos, leveduras e bactérias.® As pectinases microbianas respondem
por 25% das vendas de enzimas para alimentos.’ Sdo muito utilizadas
nas industrias de sucos de frutas para reduzir viscosidade e melhorar
e aumentar a eficiéncia de filtra¢do e de clarifica¢@o; no tratamento
preliminar da uva em industrias vinicola; para melhorar a extragdo
de 6leos vegetais e no tratamento e degomagem de fibras naturais
para inddstria téxtil e de papel.”

A poligalacturonase € a enzima com fung¢@o hidrolitica principal.
Para a maioria dos usos industriais, as poligalacturonases produzidas
por fungo provam ser tteis pela alta atividade e atividade 6tima em
faixa de pH baixo, servindo para grande parte das aplicacdes em
processos envolvendo frutas e vegetais.?

A maior parte dos microrganismos pectinoliticos produz um
complexo de enzimas pectinoliticas. Fungos sdo geralmente usados
como fonte das preparagdes comerciais. Aspergillus e Rhizopus sido
freqiientemente usados pela alta atividade pectinolitica exibida nos
extratos produzidos.’

A produgdo de pectinases por microrganismos € influenciada
pelas condicdes de cultivo, em particular do meio de cultura, tipo e
concentracio da fonte de carbono, pH e temperatura do cultivo, além
de outros fatores.'” O nivel de umidade do substrato ¢ um dos fatores
que mais influenciam o processo e varia de acordo com a natureza
do substrato, tipo de produto final e necessidade do microrganismo.
Um nivel de umidade muito alto resulta numa diminuicdo da porosi-
dade, baixa difusdo de oxigénio, aumento no risco de contaminagao,
redu¢do no volume de gas e redugdo de troca gasosa. Baixos niveis
de umidade levam a um crescimento baixo em rela¢do ao 6timo e
baixo grau de substrato realmente utilizado."

Os microrganismos necessitam de carbono, nitrogénio, minerais,
dgua, eventualmente fatores de crescimento, e caso seja aerébio, oxi-
génio, para formar biomassa e impulsionar rea¢des de biossintese e
manutengdo celular.'” O nitrogénio corresponde, em média, a 8-14%
do peso seco de uma bactéria ou fungo; uma grande variedade de
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compostos nitrogenados organicos e inorganicos € utilizada para su-
prir as necessidades desse elemento durante a biossintese. A amOnia
representa a forma inorganica de nitrogénio mais assimildvel pelos
microrganismos. O fésforo € utilizado nas reacdes biossintéticas e
também pode ser polimerizado para manter um nivel de fosfato celular
e promover o crescimento da célula.!?

Um aspecto importante na fermentagdo em estado sdlido € a
recuperagdo adequada dos metabdlitos produzidos. A eficiéncia de
extragdo € um fator critico que determina a viabilidade econdmica
da FES para produg¢do de enzima. Temperatura e tipo de solvente sdo
conhecidos como importantes pardmetros na extra¢ao de solutos de
solidos. Adicionalmente, ao lidar com enzimas, € necessario levar
em conta a estabilidade térmica da enzima, que € fungdo do tempo
de exposicio.?

O objetivo deste trabalho foi utilizar a metodologia do planeja-
mento experimental fatorial e andlise de superficie de resposta para
verifica a influéncia da umidade inicial, adicio de sulfato de amdnia
e de fosfato de potdssio no estudo da produgdo da poligalacturonase
através da fermentacdo em estado s6lido, usando como substrato o pe-
dinculo de caju seco e como agente da fermentag¢@o o microrganismo
Aspergillus niger CCT 0916. Também visou estudar a melhor condi-
¢do de extracdo da enzima produzida do meio de fermentacao.

PARTE EXPERIMENTAL
Microrganismo

O microrganismo empregado foi o Aspergillus niger CCT 0916,
cedido pela Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE. Os espo-
ros da linhagem foram preservados em tubos de ensaio com tampas
rosqueadas contento solo estéril e estocados a -18 °C.

O microrganismo foi ativado em duas etapas de transferéncia,
usando um meio bdsico composto por pectina citrica (10 g/L),
NaNO, (3 g/L), KH,PO, (1 g/L), MgSO, (0,5 g/L), KCl1 (0,5 g/L),
FeSO,7H,0 (0,01 g/L) e agar-agar (20 g/L). O meio foi esterilizado
por 20 min a 0,5 atm.'

Os esporos foram transferidos dos tubos com solo para o meio
e incubados por 5 dias em estufa a 30 °C, constituindo o primeiro
repique. O segundo repique foi obtido de modo semelhante ao
primeiro, partindo dos esporos de primeiro repique. Os esporos de
segundo repique foram utilizados para obten¢do de grande quanti-
dade de esporos no meio de sabugo de milho. Cada repique pode ser
mantido sob refrigeracdo por um periodo de 4 meses. Segundo este
procedimento, cada tubo de ensaio contendo o microrganismo no
solo s6 deve ser usado 4 ou 5 vezes e descartado."

No frasco de sabugo com esporos foi adicionada uma solucio
0,3% v/v de Tween 80. Apos agitacio vigorosa, os esporos foram
transferidos para erlenmeyer com auxilio de gaze estéril. A quantifica-
¢do da suspensdo obtida foi feita através de contagem dos esporos em
Camara de Neubauer espelhada. O volume de suspensio de esporos
adicionado ao meio de fermentagao foi ajustado de modo a ter-se um
indculo de 107 esporos por g de substrato sélido.

Meio de cultivo

Como meio de cultivo foi utilizado o residuo do pedinculo de
caju. O residuo foi cedido por uma empresa de suco de fruta de
Fortaleza-CE, que o enviou para a Embrapa Agroindustria Tropical.
Ao chegar a Embrapa, o bagaco foi lavado com dgua, cinco vezes,
na proporg¢do 1 kg de bagago para 2 L de 4gua e seco em estufa com
circulagdo de ar a 50 °C por 24 h.

O residuo seco foi triturado em moinho de facas e armazenado
em recipiente fechado a temperatura ambiente.
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As andlises quimicas indicam que o residuo do pedunculo de caju
lavado e seco possui 10,2% de umidade, 0,86% de cinzas, 12,94%
de protefna, 0,21% de acticares redutores (AR), 13,41% de pectina
epH4,5.1

Estudo da producao da poligalacturonase

No estudo das condic¢des de producdo da poligalacturonase
verificou-se a influéncia das varidveis concentragio inicial de umidade
(U), suplementacdo com uma fonte de nitrogénio (N) e suplemen-
tacdo com uma fonte de fésforo (P), através de um planejamento
experimental fatorial 2%, com 3 repeticdes no ponto central, como
mostra a Tabela 1. Como varidvel de resposta foi avaliada a atividade
da poligalacturonase.

Os niveis das varidveis independentes utilizadas em ordem cres-
cente (-1, 0, +1) foram 40, 50 e 60% para umidade inicial (U); 0; 0,5
e 1,0% para nitrogénio (N) e 0, 0,3 e 0,6% para fésforo (P). Como
fonte de nitrogénio foi utilizado o sulfato de amonia PA e como fonte
de fésforo, o fosfato de potdssio monobdsico PA.

A umidade inicial do meio foi ajustada de acordo com a Equacéo
1, que indica o volume de 4gua a ser adicionado em 10 g de residuo
para se obter a umidade desejada.

Volume agua adicionado (mL) = 0,3528 x (umidade desejada)
-8,1578 (1)

As fermentagdes foram realizadas em erlenmeyer de 250 mL
contendo 20 g do meio. Para garantir a uniformidade das amostra-
gens o meio foi preparado, de acordo com a matriz do planejamento
mostrado na Tabela 1, em becker de polipropileno e entdo distribuido
nos erlenmeyers. Os frascos foram tampados com tampao de algoddo
envolvido com gaze e autoclavados a 0,5 atm por 5 min.

Ao meio de fermentagio frio foram inoculados 107 esporos/g de
residuo e incubados a 30 °C em estufa timida. As amostras foram
retiradas em periodos de tempo regular durante o processo para a
extra¢ao do complexo enzimatico e posterior realizacio das medidas
de atividade. Para cada amostragem um erlenmeyer era retirado da
estufa, estando todos nas mesmas condigdes iniciais do processo.

A extrag@o do complexo enzimdtico foi realizada adicionando-
se 2,5 mL/g de meio fermentado de tampdo acetato 200 mM pH
4.5. Apés homogeneizacao, as amostras foram deixadas por 1 h em
banho-maria a 30 °C e depois foram filtradas. O filtrado foi estocado
em freezer.

Estudo das condicdes de extracdo da enzima

No estudo das condi¢des de extragdo da enzima do meio fermen-
tado foi feito um planejamento experimental 2> mais configuracdo
estrela, com 3 repeti¢des no ponto central.

As varidveis de entrada foram o tempo de contato (t) e a razdo vo-
lume solvente/g de meio fermentado (RZ). Como varidvel de resposta
usou-se a atividade da poligalacturonase, como mostra a Tabela 4.

As extracdes foram realizadas em temperatura ambiente, utilizado
como solvente soluc¢do tampao acetato de sédio pH 4,5 que, segundo
Castilho et al.,’ tem melhores resultados que dgua destilada e glicerol
a50%. Foram testados dois sistemas: um agitado e outro sem agitagao.
A agitacdo foi feita colocando-se o erlenmeyer em mesa agitada com
rotacdo de 200 rpm.

Neste caso, foi utilizado como meio o residuo do pedinculo de
caju com umidade inicial de 40% e sem adigdo de sais. O meio timido
foi distribuido em erlenmeyer de 250 mL (20 g), sendo um erlenmeyer
para cada condicdo de extragdo testada, e autoclavados a 0,5 atm por
5 min. Ao meio de fermentag@o frio foram inoculados 107 esporos/g



Vol. 31, No. 8

de residuo e incubados a 30 °C em estufa imida por 16 h.

Ap0s extragio seguindo a matriz do planejamento, Tabela 4, os
extratos foram filtrados e estocados em freezer para posterior andlise
enzimadtica.

Atividade da poligalacturonase

A atividade poligalacturondsica do extrato enzimdtico foi baseada
no aumento dos grupos redutores formados por acdio da enzima. Em
tubos de ensaio contendo 4 mL de solu¢ao de 4dcido poligalacturdnico
0,25% p/v preparada em tampao acetato 200 mM, pH 4,5, previamen-
te aclimatado a 35 °C, adicionou-se 0,25 mL de extrato enzimatico,
prosseguindo a reagio enzimatica por 30 min a 35 °C. Terminada a
reacdo, transferiu-se 0,25 mL da mistura reacional para tubos de ensaio
contendo 1 mL do reagente de DNS; ap6s homogeneizacado adicionou-
se 0,75 mL de dgua destilada e segui-se o procedimento para andlise
dos grupos redutores pelo método do DNS.

Os ensaios foram feitos em duplicata, nos ensaios em branco
(também em duplicata), a enzima foi adicionada ao 4cido poliga-
lacturdnico e imediatamente transferida para os tubos contendo o
DNS. A curva padrao foi obtida com solu¢d@o de dcido galacturonico
na faixade 0 a 1 mg/mL.

Uma unidade de atividade corresponde a quantidade de enzima
que libera 1 pmol de 4cido galactur6nico por min de reagdo, nas
condigdes de reagdo. Os resultados foram expressos em unidades de
atividade por g de meio imido fermentado (U/g).

Analise estatistica do delineamento experimental

O nivel de significancia para os estudos da producdo da poli-
galacturonase e para o estudo das condi¢des de extragdo da enzima
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foi de 95% de confianca. Para validacdo dos modelos foi utilizada
a andlise de varidncia, verificando-se o coeficiente de determinacio
(R?) e teste F.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo da producio da poligalacturonase

Utilizando a ferramenta do planejamento experimental e andlise
de supertficie de resposta € possivel investigar a influéncia das varid-
veis em um processo e a forma de interac@o entre estas varidveis, bem
como obter o valor das varidveis que otimizem os resultados.

A Tabela 1 mostra os resultados experimentais da atividade
poligalacturondsica quando se variam os fatores percentual inicial
de umidade (U), adi¢do de uma fonte de nitrogénio (N) e adicdo de
uma fonte de fésforo (P). Os resultados estdo apresentados para cada
hora do processo analisado.

Com os resultados experimentais obtidos para cada hora de
fermentacdo, a partir do planejamento fatorial, € possivel ajustar
os dados para obter equagdes de primeira ordem, que relacionem a
atividade enzimdtica com os parametros estudados. Estas equacdes
foram obtidas a partir das regressdes lineares dos dados experimentais,
utilizando o software Statistica versao 5.0. As equagdes obtidas para
aatividade da poligalacturonase (PG) estiio apresentadas na Tabela 2,
junto com os coeficientes de determinagio (R?) e os valores da razdo
de F. Os parametros em negrito sio os estatisticamente significativos
em nivel de 95% de confianca.

O coeficiente de determinagdo R? quantifica a qualidade do
ajustamento, pois fornece uma medida da propor¢do da variagdo
explicada pela equag@o de regressdo em relagdo a variagdo total das
respostas. Varia de 0 a 100%."7

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental e resultado experimental para o estudo da produgdo da poligalacturonase

Atividade PG por horas de fermentacdo (U/g)

EXP U N 3 7
1 -1(40) -1(0) -1(0) 93
2 +1(60) -1(0) -1(0) 0,0
3 - 1(40) +1(1) -1(0) 3,7
4 +1(60) +1(1) -1(0) 0,0
5 -1(40) -1(0) +1(0,6) 2,9
6 +1(60) -1(0) +1(0,6) 0,7
7 -1(40) +1(1) +1(0,6) 1,6
8 +1(60) +1(1) +1(0,6) 0,2
9 0 (50) 0(0.5) 0(0.,3) 0,5
10 0 (50) 0(0.5) 0(0.,3) L1
11 0 (50) 0(0,5) 0(0.,3) 0,9

22 30 46 54 70
6,2 6,2 7,0 3,9 1,8
0,1 1,2 1,2 0,5 0,0
10,1 10,0 4,2 3,6 4,4
0,0 0,0 0,2 0,0 0,5
6,6 6,8 4,0 3,7 2,8
10,4 0,6 2,5 0,6 0,4
0,1 7.2 7,0 6,4 4,8
0,8 0,0 0,0 1,3 0,5
32 2,0 2,1 2,6 2,1
3,0 35 2,0 32 2,0
2,9 1,3 1,3 0,7 0,9

U = percentual de umidade inicial do meio, N= percentual de sulfato de amonia adicionado ao meio e P= percentual de fosfato de potassio

adicionado ao meio.

Tabela 2. Equagdes de primeira ordem obtidas para a atividade poligalacturondsica (PG) por hora de fermentagao para o residuo de pedinculo

de caju lavado

Modelo atividade da poligalacturonase R? F

PG(7h)=1,90-2,08U-0,93N-0,96P+0,8 1UN+1,18UP+0,48NP-0,6 ITUNP 93.4 0,7
PG(22h)= 3,94-1,47U-1,54N+0,19P-0,88UN+2,60UP-2,49NP+0,10UNP 97,7 2,0
PG(30h)= 3,52-3,55U+0,30N-0,35P-0,75UN+0,20UP-0,35NP+0,50UNP 92,3 0,6
PG(46h)=2,86-2,29U-0,41N+0,12P-0,46UN+0,16UP+0,53NP-0,91UNP 91,5 0,5
PG(54h)=2,41-1,90U+0,33N+0,51P-0,28UN-0,15UP+0,52NP-0,22UNP 90,9 0,5

PG(70h)=1,93-1,54U+0,66N+0,23P-0,51UN-0,13UP-0,13NP+0,03UNP 99,8 8,5
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O teste F apresenta a razdo entre o F calculado e o F tabelado.
Sempre que esta relag@o for maior que 1, aregressio € estatisticamente
significativa, havendo relagdo entre as varidveis independentes e de-
pendentes. Para que uma regressao seja ndo apenas estatisticamente
significativa, mas também util para fins preditivos, o valor da razdo
deve ser no minimo maior que 4.

As equacdes empiricas, com % de confianca de 95, mostram
razodveis coeficientes de determinacdo, estando todos acima de 90%.
Com relacdo ao teste F, observa-se que a razdo do F calculado pelo
F tabelado s6 apresenta valores estatisticamente significativos para
as equacdes de PG (22 h) e PG (70 h), pois a razdo estd acima de 1,
apresentando evidéncia estatistica suficiente de uma relagio linear
entre as varidveis dependente (PG) e independentes (U e N).!8

Pelas equacdes obtidas percebe-se que a umidade € a varidvel
que tem maior influéncia no processo, e que os menores valores
de umidade correspondem quase sempre aos maiores valores de
atividade encontrados.

De acordo com a Tabela 1 os maiores valores de atividade da
poligalacturonase foram as 22 h de fermentac@o. A partir desta ob-
servagdo, serd feito o estudo estatistico para obter uma equagdo que
seja significativa e preditiva, o que permite identificar e quantificar
o efeito das varidveis para o processo. E importante lembrar que as
equacdes aqui apresentadas sao empiricas e s6 devem ser aplicadas
dentro da faixa dos valores estudados.

Para 22 h de fermentacio, a equacdo para a atividade da poliga-
lacturonase apresenta um F de 2,0 que indica um modelo significa-
tivo, mas ndo preditivo. Usando o diagrama de Pareto, Figura 1, é
possivel identificar que os efeitos do fésforo e da interacdo das trés
varidveis ndo s@o significativos, entdo a retirada destes parametros
pode melhorar a qualidade do ajuste.

Tby3 6,826246

2by3 -6,5436

2N -4,03922

My 386832

Toy2 =231 047;

B3P 496275

123 2727869

p=05
Estimativa dos Efeitos (Valor absoluto)

Figura 1. Diagrama de Pareto para atividade da poligalacturonase com 22
h de fermentagdo

Com a retirada destes coeficientes, os efeitos da umidade inicial
e da adi¢@o da fonte de nitrogénio passam a ser significativos, a nova
equagao € PG(22h)=3,94-1,47U-1,54N-0,88UN+2,60UP-2,49NP. A
Tabela 3 apresenta a andlise de variancia para esta equagio; percebe-se
que o coeficiente de explicagdo quase ndo se alterou passando de 97,7
para 97,4, mas que o valor de F passou de 2,0 para 7,5 e conclui-se
que a equacdo agora € significativa e preditiva.

De acordo com a Figura 1, os efeitos de maior significancia
estatistica sdo as interagdes da umidade com a adi¢@o da fonte de
fésforo e a interagdo das fontes de nitrogénio e fosforo.

Para intera¢do de umidade e f6sforo, a maior atividade de PG ¢é
atingida quando ambas estdo em seus niveis maximo ou minimo. Ja
a interag@o de nitrogénio e fésforo mostra que a médxima atividade

Santos et al.
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Tabela 3. Andlise de variincia para atividade da poligalacturonase
com 22 h de fermentagdo

Fonte variagao SQ GL MQ Teste F
Regressao 146,22 5 29,24 38,05
Residuo 3,84 5 0,77

F.ajuste 3,80 3

Erro puro 0,05 2

Total 149,69 10

%R? 0,97

F tabelado = 5,05 F5%= 7,50

de PG ¢ atingida quando apenas uma das fontes estd presente no
meio. Assim, para umidade de 60% a maior atividade € atingida para
fésforo de 0,6% (9,98 U/g) sem adicdo de nitrogénio; ou com 40% de
umidade, 1% de nitrogénio sem adicao de fésforo (9,84 U/g).

A Figura 2 mostra a superficie de resposta construida com base
neste modelo para umidade fixa em 40%. Vé-se que o maior valor de
atividade da poligalacturonase € obtido com a adi¢@o de 1% de sulfato
de amonia (9,84 U/g). A atividade da poligalacturonase cai bastante
quando os dois sais estdo presentes no meio, sendo esta a condi¢io
menos favordvel a produgdo da poligalacturonase.

\BICY anEaNL TR EEND G Bp SPRPIN

Figura 2. Influéncia da adicdo de nitrogénio e fosforo na atividade da poli-
galacturonase para umidade fixa em 40%

Estudo das condicoes de extracao da enzima

A Tabela 4 apresenta os resultados de atividade poligalacturona-
sica nas condi¢des de extracdo testadas.

A anilise estatistica dos dados, pela metodologia do planejamento
fatorial, mostrou nao haver diferenca significativa das varidveis de en-
trada, nos niveis estudados, sobre o processo em estudo, apresentando
coeficientes de correlacio (R) muito baixos de 0,4 sem agitacio e 0,6
com agitacao. Isto impossibilita a constru¢do de modelos probabilis-
ticos e a obtencdo das superficies de resposta, mas ndo inviabiliza o
estudo pontual dos experimentos.

Os experimentos 5, 6 e 7 com valores de 10,6; 13,1 e 12 U/g
no sistema com agitagdo e 9; 9,4 e 9,7 U/g sem agitacdo mostram
a reprodutibilidade dos dados usando o ponto central. Apresentam
valores de atividade PG com média de 11,9 (U/g) e desvio padrdo de
1,2 no sistema com agitacdo e média de 9,4 (U/g) e desvio padrdo de
0,3 no sistema sem agitagdo

Na Figura 3 ¢ possivel ver que o sistema que apresentou 0s me-
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Tabela 4. Variagdo da atividade poligalacturondsica em funcado das
condicdes de extracio

Atividade PG (U/g)

Exp. t (mi RZ (mL/
*P (min) (mL/g) Com agitagdo Sem agitacio

1 -1 (30) -1(2,5) 72 43
2 +1 (90) -1(2)5) 6,8 5,5
3 -1 (30) +1(7.,5) 5,5 53
4 +1 (90) +1(7.,5) 9,1 5,7
5 0 (60) 0(5) 10,6 9,0
6 0 (60) 0(5) 13,1 9,4
7 0 (60) 0(5) 12,0 9,7
8 +o. (100) 0(5) 16,1 12,4
9 -a. (20) 0(5) 8,2 9,7
10 0 (60) +0 (8,5) 12,2 11,1
11 0 (60) o (1,5) 6,7 5,3

t= tempo de contato solvente/meio fermentado, RZ = razdo volume
de solvente/g de meio fermentado.

lhores resultados de atividade foi o sistema com agitacdo. A melhor
condic¢do de extrag¢do € obtida no experimento 8, com o tempo de
contato entre solvente e meio de fermentacdo de 100 min e com a
razdo volume de solvente meio fermentado 5 (mL/g), sendo a ati-
vidade da poligalacturonase de 16,1 U/g. Em relag¢do ao resultado
mais baixo de atividade 4,3 U/g, no sistema sem agitaciio com 30
min de contato e 2,5 de razdo solvente/meio, experimento 1, houve
um ganho em atividade de 4 vezes.
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12 1
10 1
8 1

6 -
4
2 4
0 T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Experimentos

EHcom

Atividade PG (U/g)

Figura 3. Efeito das condi¢oes de extragdo na atividade poligalacturondsica
(PG) nos sistemas com e sem agita¢do

A Figura 4 apresenta o efeito da razdo solvente (tamp@o acetato)
massa de meio fermentado na extracio da poligalacturonase, com o
tempo de contato fixo em 60 min. Nela percebe-se que para razdes
entre 1,5 e 5 0o aumento da razdo possibilita uma maior extracdo da
enzima, mas que na faixa entre 5-8,5 nio hd variagdo significativa,
principalmente no sistema com agitagao.

A Figura 5 mostra o efeito do tempo de contato entre solvente e
meio de fermentacdo na atividade poligalacturondsica com a razao
(RZ) fixa em 5 mL/g. Nela percebe-se que quanto maior o tempo
maior a extracdo da poligalacturonase. Para o sistema sem agitacio
ndo ha variagdo significativa para tempos de contato de 20-60 min.

Castilho" estudando a influéncia do tempo de contato na extragdo
da poligalacturonase em sistema agitado por agitador mecanico en-
controu um perfil parabdlico no comportamento dos extratos enzima-
ticos obtidos entre 10 e 50 min. O crescimento da curva de 10-30 min
indica que o periodo de 10 min € insuficiente para a total solubiliza¢do
das enzimas presentes no sélido fermentado. O decréscimo decorrido
ap6s 30 min foi atribuido a perda de atividade enzimadtica decorrente
de fatores como maior extracdo de agentes desnaturantes, aumento

Aplicacao da metodologia de superficie de resposta no estudo da produgao 1977
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Figura 4. Efeito da razdo solvente meio fermentado na extragdo da poliga-
lacturonase nos sistemas com e sem agitagdo
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Figura 5. Efeito do tempo de contato solvente meio fermentado na extracdo
da poligalacturonase nos sistemas com e sem agitagdo

da formacdo de espuma e adsorcio de enzima as particulas s6lidas
mais finas. No caso aqui estudado, a agitagio foi realizada em mesa
agitadora nao ocorrendo formacao de espuma.

Na literatura encontram-se valores de atividade da poligalactu-
ronase de 12 U/g para bagaco de laranja, com 6 dias de fermentag@o,
12 U/g para casca de manga com 4 dias de fermentacao e 7,5 U/g
para casca de banana com 6 dias, usando o Penicillium viridicatum
RFC3.% Pinto?' usando casca de maracujd obteve 21,85 U/g em
24 h com Aspergillus niger CNPAT 001. Zheng e Shetty® ap6s 40
dias obteve atividades de 29,4 e 20,1 U/g usando residuos de mo-
rango e magd, respectivamente, fermentados por Lentinus edodes.
Comparando estes valores da literatura com o presente trabalho,
pode-se verificar que o bagago de caju seco € uma fonte promissora
de poligalacturonase.
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