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RESUMO

GONCALVES, Daniel Bonoto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2008. Producao de pectina liase e poligalacturonase pela linhagem
recombinante Penicillium griseoroseum T20. Orientadora: Elza
Fernandes de Araujo. Co-Orientadoras: Marisa Vieira de Queiroz e Denise
Mara Soares Bazzolli.

Fungos filamentosos sédo reconhecidos como excelentes produtores de
enzimas extracelulares e as linhagens geneticamente modificadas tém tornado
possivel a producédo de pectinases com maior especificidade e pureza, melhor
utilizacdo de matéria-prima e menor produgao de residuos. O processo de
producao de pectina liase (PL) e poligalacturonase (PG) pela linhagem
geneticamente modificada Penicillium griseoroseum T20 foi estudado. As
condicdes otimas de cultivo para a producédo de PL e PG foram determinadas
por meio da Metodologia de Superficie de Resposta (RSM). A maior produgao
de PL em frascos Erlenmeyer com 200 mL de meio de cultivo foi obtida apos
87,7 h em meio contendo sacarose em concentragéo inicial de 15,7 g/L, sendo
a maior atividade de PL estimada de 2.428 U/mL. A maior producao de PG em
frascos Erlenmeyer com 200 mL de meio de cultivo foi obtida apds 83,8 h,
sendo a maior atividade de PG estimada de 9.465 U/mL. A concentracido de
sacarose nao mostrou influéncia significativa sobre a producao dessa enzima.
Apos otimizagao dos fatores tempo de cultivo e concentragdo de sacarose em
Erlenmeyers, foi feito o escalonamento para biorreator com 10 L de trabalho. A
condicdo de aeracio que proporcionou a maior atividade de PL e PG foi de 1,0
L de ar por minuto. Nessa condi¢ao, a linhagem apresentou baixa atividade de
protease no periodo final de cultivo e ndo foi detectada atividade de [-
glicosidase. O perfil protéico da linhagem recombinante T20 mostrou a
presenca de duas bandas de proteinas distintas com aproximadamente 38 e 36
kDa, correspondentes a PG e a PL, respectivamente. O crescimento micelial da
linhagem P. griseoroseum T20 foi estudado por meio da RSM, e a massa
micelial seca maxima estimada foi de 8,63 g/L, na condigdo de 30 g/L de
sacarose apos 120 horas de cultivo. A avaliagcdo da morfologia micelial sugeriu
a existéncia de uma relagcédo entre a ocorréncia de hifas livres e dispersas e a
producdo de PL e PG. Os parametros cinéticos da fermentacdo foram
determinados e comparados entre as escalas de producdo de PL e PG. A

proteina total maxima observada foi de 9,1 e 9,5 mg/L nos cultivos de 200 mL e
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10 L, respectivamente. As atividades especificas de PL (PspepLp) € PG (Pspepcp)
em relagao a proteina total foram de 353 e 613 U/ug no cultivo em 200 mL e de
305 e 1.106 U/ug no cultivo em 10 L, respectivamente. As produtividades
enzimaticas maximas de PL (Pdp ) e PG (Pdpg) observadas foram de 33,4 e
73,3 U/mL.h em 200 mL e de 24,1 e 289 U/mL.h em 10 L. Os pardmetros
rendimento de PL (Reus) e de PG (Rpgss) calculados foram de 214 e 352 no
cultivo em 200 mL e de 87,4 e 1.049 no cultivo em 10 L, respectivamente. A
producdo de PL e PG entre as linhagens P. griseoroseum T20 e P.
griseoroseum selvagem foi comparada e aumentos de mais 400 vezes na
producdao de PL e de pelo menos 14 vezes na produgdo de PG foram
observados. Os resultados sugerem o grande potencial de aplicagao industrial

dessa linhagem para a producgao de PL e PG.



ABSTRACT

GONCALVES, Daniel Bonoto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2008. Production of pectin lyase and polygalacturonase by
recombinant strain Penicillium griseoroseum T20. Adviser: Elza
Fernandes de Araujo. Co-advisers: Marisa Vieira de Queiroz and Denise
Mara Soares Bazzolli.

Filamentous fungi are recognized as excellent producers of extracellular
enzymes and the genetically modified strains have made possible the
production of pectinases with greater specificity and purity, better use of raw
materials and lower production of waste. The production of pectin lyase (PL)
and polygalacturonase (PG) by genetically modified strain Penicillium
griseoroseum T20 has been studied. The response surface methodology (RSM)
was used to optimize PL and PG production. The parameters sucrose
concentration and cultivation time were evaluated. The highest PL production in
Erlenmeyer flasks with 200 mL of culture medium was achieved after 87.7 h in
sucrose 15.7 g/L and the highest PL estimated activity was 2428 U/ml. The
higher PG production in Erlenmeyer flasks with 200 mL of culture medium was
achieved after 83.8 hours and the highest PG estimated activity was 9465 U/ml.
The sucrose concentration showed no significant influence on the production of
this enzyme. The optimization in Erlenmeyer flasks was followed by the scale-
up to 10 L bioreactor. The aeration conditions were evaluated and the highest
PL and PG activity was observed in 1.0 L of air per minute. Under this condition,
the strain showed low protease activity, just in the final period of cultivation, and
B-glucosidase activity was not detected. The protein profile of the recombinant
strain T20 showed the presence of two distinct bands of with approximately 38
and 36 kDa. These bands corresponded to PL and PG, respectively. The
mycelial growth of the strain P. griseoroseum T20 has been studied by RSM,
and the maximum mycelial dry weight observed was 8.63 g/L, on 30 g/L
sucrose and 120 hours of cultivation. The mycelial morphology suggested a link
between the occurrence of free and dispersed hyphae and the production of PL
and PG. The Kkinetic parameters of fermentation were determined and
compared between the scales of PL and PG production. The maximum total
protein was 9.1 and 9.5 mg/L in cultures of 200 ml and 10 L, respectively. The
specific PL (PsperLp) @and PG (Pspepcp) activities in relation to total protein were
353 and 613 U/g at 200 mL cultivation and 305 and 1106 U/g at 10 L cultivation,
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respectively. The maximum yield of PL (Pdp.) and PG (Pdpg) observed were
33.4 and 73.3 U/mL.h at 200 mL cultivation and 24.1 and 289 U/L.mL.h at 10 L.
The performance parameters of PL (Rpus) and PG (Rpgis) were 214 and 352 at
200 ml cultivation and 87.4 and 1049 at 10 L, respectively. The PL and PG
production between P. griseoroseum T20 and P. griseoroseum wide type strain
was compared. Increases of more than 400 times in the PL production and at
least 14 times in the PG production were observed. The results suggest the
great potential for industrial application of this strain for the production of PL and
PG.
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1. INTRODUGAO

As pectinases sao enzimas empregadas em diversos segmentos
industriais, como nas industrias de alimentos, de sucos, de vinho e téxteis,
movimentando, no Brasil, aproximadamente R$ 6 milhdes ao ano. Segundo o
Ministério da Agricultura, um aumento consideravel da producéo de sucos de
frutas tem se observado nos ultimos anos, levando ao aumento da demanda de
enzimas pécticas. Considerando sua importancia industrial, essas enzimas tém
sido alvo de muitos estudos.

As enzimas pectinoliticas atuam na degradagdo da pectina, um
polissacarideo complexo encontrado na lamela média e na parede celular
primaria de vegetais superiores. O complexo pectinolitico inclui enzimas
responsaveis pela despolimerizagdo da pectina, sendo as pectina liases (PL) e
as poligalacturonases (PG) de grande relevancia. PL e PG catalisam a
clivagem das ligagdes a-1,4-glicosidicas do acido poligalacturdénico e do acido
péctico, respectivamente.

Preparagbes de enzimas pectinoliticas tém sido utilizadas
industrialmente ha mais de 70 anos. Atualmente, existe no mercado uma
grande variedade dessas preparagbes. Entretanto, pectinases n&do s&o
produzidas no Brasil, e nosso mercado € dependente de importacdo. Em 2005,
o Brasil importou US$ 100 milhdes em enzimas. O preco por litro de enzimas
pectinoliticas importadas pode chegar a R$ 7,5 mil.

Fungos filamentosos sdo conhecidos como bons produtores de enzimas,
entre elas as pectinoliticas. O fungo Penicillium griseoroseum foi isolado na
Universidade Federal de Vigosa e depositado na Fundacido Tropical de
Tecnologia e Pesquisas André Tosello, sob o cédigo de registro CCT6421. Este
isolado foi considerado promissor para aplicacdo industrial, por apresentar
producao de PL e PG e baixa producéo de celulases, que nao € desejavel na
industria de téxteis. Além disso, as micotoxinas patulina, citrinina e ocratoxina A
nao foram detectadas no filtrado enzimatico de P. griseoroseum nas condi¢cdes
de cultivo para a producao de PG e PL.

Nosso grupo tem estudado aspectos fisiologicos e genéticos da
producao de PL e PG por P. griseoroseum. Foram construidos vetores de
expresséo para PL e PG, contendo as regifes codificadoras dos genes plg1 e

pgg2, respectivamente, sob o controle de um promotor forte e constitutivo.
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Cada vetor foi utilizado, juntamente com o plasmideo que contém o gene niaD,
que codifica a nitrato redutase, para co-transformar a linhagem mutante P.
griseoroseum PG63, a qual possui uma delecdo de 122 pares de base nesse
gene. As linhagens transformadas foram selecionadas por meio da avaliagao
do crescimento em meio contendo nitrato como unica fonte de nitrogénio. As
linhagens recombinantes superprodutoras de PG e PL foram selecionadas por
meio da dosagem da atividade enzimatica, e foram denominadas T146 e T105,
respectivamente. A linhagem T146 cultivada em presenga de sacarose
apresentou aumento da producdo de PG de até 12 vezes em relacdo a
linhagem mutante PG63 cultivada em pectina e extrato de levedura. A linhagem
T105 produziu 62 vezes mais PL quando cultivada em presenga de caldo de
cana, em relagéo a linhagem mutante PG63 cultivada em pectina e extrato de
levedura.

Recentemente, o vetor contendo o gene pgg2 foi utilizado, juntamente
com o plasmideo que contém o gene hph, que confere resisténcia a
higromicina B, para co-transformar a linhagem T105. As linhagens
transformadas foram selecionadas por meio da avaliagdo do crescimento em
meio contendo higromicina B. Foi obtida uma linhagem recombinante de P.
griseoroseum, denominada T20, com alta producédo de PL e PG. Essa
linhagem demonstrou um grande potencial para aplicagédo industrial, uma vez
que apresentou simultaneamente aumentos na produgdo de PL e PG em
relacédo a linhagem selvagem de P. griseoroseum, os quais foram similares aos
observados nas linhagens T105 e T146, respectivamente. Adicionalmente, as
enzimas PL e PG produzidas pelas linhagens de P. griseoroseum apresentam
caracteristicas fisico-quimicas diferenciais para o mercado, como maior
estabilidade térmica e de armazenamento e pontos isoelétricos (pl) basicos,
deduzidos a partir da sequiéncia dos genes plg1 e pgg2. As preparagoes de
pectinases disponiveis no mercado, que sdo produzidas por Aspergillus sp.
apresentam PL e PG com pl na faixa de 6 a 7, enquanto que PL e PG
produzidas pela linhagem recombinante T20 possuem pl deduzidos de 9,4 e
8,3, respectivamente. Essa caracteristica possibilita atividade enzimatica em
ampla faixa de pH porque o uso de pectinases normalmente ocorre em meio
acido, como na industria de sucos acidos, e a producao de PL e PG por fungos
filamentosos ocorre em meio de cultivo com pH inicial proximo da neutralidade,

comumente na faixa de 6-7, tendendo a acidificagao durante a fermentacéo.



Considerando o eficiente sistema de producdo de pectinases da
linhagem P. griseoroseum T20, este trabalho teve como objetivos otimizar a
producdo de PL e PG pela linhagem recombinante P. griseoroseum T20 em
frascos com volume de trabalho de 200 mL, utilizando-se agucar cristal como
fonte de carbono; escalonar o processo de producdo de PL e PG para
biorreator com volume de 10 litros; caracterizar o crescimento e a morfologia da
linhagem P. griseoroseum T20 e determinar os parametros cinéticos da

fermentacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pectinas

A pectina é constituida por uma familia de polissacarideos complexos de
alta massa molecular que contém residuos de acido galacturdnico ligados por
ligagbes a-1,4 glicosidicas. As cadeias laterais da molécula de pectina
consistem de L-ramnose, arabinose, galactose e xilose. Os grupos carboxilicos
do acido galacturénico sao parcialmente esterificados por grupos metil, e
parcialmente ou completamente neutralizados por ions sodio, potassio ou
amoénio. As substancias pécticas ndo possuem massa molecular definida,
variando de 25 a 360 kDa. Trés polissacarideos pécticos principais sao
encontrados nas paredes celulares primarias de vegetais superiores: a
homogalacturonana, a ramnogalacturonana | e a ramnogalacturonana II. A
homogalacturonana € uma cadeia linear de residuos de acido D-galacturénico
em que alguns dos grupos carboxil sado esterificados por grupamentos metil. A
ramnogalacturonana | € uma familia de polissacarideos que contém um
esqueleto principal do dissacarideo [—4)-a-acido-D-galacturénico-(1,2)-a-L-
ramnose-(1—] e as ramnogalacturonana Il sdo um grupo de polissacarideos
que contém uma cadeia linear de residuos de acido D-galacturdnico unidos por
ligagcdes a-1,4, apresentando como ramificagbes uma cadeia ndo-sacaridica e
um octassacarideo, ligados ao C-2 de alguns dos residuos de acido
galacturbnico da cadeia principal e dois dissacarideos estruturalmente
diferentes ligados ao C-3 da cadeia principal (Schols e Voragen, 1996; Jayani
et al., 2005). A Figura 1 ilustra a estrutura basica dos principais polissacarideos
pécticos.

De acordo com o tipo de modificagdo da cadeia lateral da molécula de
pectina, substancias pécticas sao classificadas em protopectina, acido
pectinico, acido péctico e pectina, sendo essas trés ultimas total ou
parcialmente soluveis em agua. Protopectina é insoluvel em agua e é a forma
nativa unida com outros constituintes das células vegetais. Acido péctico é uma
designagdo aplicada a substadncias pécticas compostas de acido
poligalacturénico coloidal, em que os grupos carboxila estdo essencialmente

livres de grupos metil éster e seus sais sd0 pectatos neutros ou acidos. Acido



Figura 1. Estrutura basica dos principais polissacarideos pécticos. (A)
Homogalacturonana, composto de unidades de acido [1—>4]a-D-
galactopiranosilurdnico, parcialmente esterificadas por grupos metil no C6. (B)
Ramnogalacturonana |, composto de unidades repetidas dissacaridicas do
acido [1—>2]a-D-galactosilurénico (GalA). As unidades de GalA podem ser
acetiladas até alcoois secundarios. Aproximadamente a metade das unidades
dissacaridicas da ramnogalacturona | possuem cadeias laterais como

arabinanas, arabinogalactanas e galactanas.



pectinico € um grupo de compostos contendo acido poligalacturdnico coloidal
com poucos grupos metil éster. O termo geral pectina designa acidos
pectinicos soluveis em agua, com grau variavel de grupos metil éster e um grau
de neutralizagdo capaz de formar gel com agucares e acidos em condigdes
adequadas (Schols e Voragen, 1996; Kashyap et al., 2001).

As substancias pécticas estao presentes em maiores concentragdes na
lamela média da parede celular de vegetais superiores, mas também sao
comuns na parede celular primaria e secundaria, onde normalmente estéo
ligadas a microfibrilas de celulose e hemicelulose. Pectinas séo, portanto,
largamente distribuidas na natureza. A complexa estrutura das substancias
pécticas, juntamente com o grande numero de genes envolvidos na sua
biossintese, sugere que esses polissacarideos tém multiplas fungdes no
crescimento e no desenvolvimento de plantas, como por exemplo, na
contribuicdo para rigidez e estrutura dos tecidos vegetais (Ridley et al., 2001;
Gummadi e Kumar, 2005).

2.2. Enzimas pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas catalisam a degradagao dos polissacarideos
pécticos. Como existem diferentes estruturas de polissacarideos pécticos
presentes nas células vegetais, existe um complexo de enzimas pectinoliticas.
As pectinases sao classificadas em trés tipos principais, com base em seu
mecanismo de acdo na degradacdo: 1) pectinesterases, que removem o0s
grupos metil da pectina; 2) despolimerases (hidrolases e liases), que catalisam
a clivagem das ligagdes glicosidicas das substéncias pécticas; e 3)
protopectinases, que solubilizam a forma nativa insoluvel da pectina por meio
de hidrolise para formar pectina (Kashyap et al., 2001). A Tabela 1 mostra a
nomenclatura e a classificacdo das duas primeiras classes de enzimas, de
acordo com a Enzyme Comission (EC), segundo as recomendagdes da Uni&o
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB).

As enzimas pectinoliticas despolimerases sao classificadas de acordo
com: 1) a clivagem hidrolitica (hidrolases, que catalisam a hidrolise de ligagbes
a-1,4) ou transeliminativa (liases, que catalisam a B-eliminagao) das ligagdes

glicosidicas; 2) os mecanismos endo (clivagem randémica) ou exo (clivagem a



Tabela 1. Nomenclatura e classificagdo de pectinases segundo a IUBMB.

Tipo de pectinase Nome sugerido pela EC Sigla Nome comum Numero EC
Desesterificante Polimetilgalacturonase esterase PMGE Pectina esterase 3.1.1.11
Hidrolase' Endo poligalacturonase endo-PG Poligalacturonase 3.2.1.15
Exo poligalacturonase 1 exo-PG 1 Poligalacturonase 3.2.1.67
Exo poligalacturonase 2 exo-PG 2 Poligalacturonase 3.2.1.82
Liase Endo poligalacturonase liase endo-PGL Pectato liase 4.2.2.2
Exo poligalacturonase liase exo-PGL Pectato liase 4.2.2.9
Endo polimetilgalacturonato liase endo-PMGL  Pectina liase 4.2.2.10
Exo polimetilgalacturonato liase exo-PMGL Pectina liase -

1 As hidrolases incluem, ainda, as polimetilgalacturonases (PMG), que foram aqui omitidas por apresentarem existéncia
questionavel.



partir da extremidade n&o-redutora da cadeia de acido poligalacturdnico) de
acgao; e 3) a preferéncia por acido péctico ou pectina como substrato (Jayani,
2005).

As poligalacturonases (PG) sdo hidrolases que catalisam a hidrélise
sequencial ou randémica das ligacdes a-1,4 glicosidicas entre dois residuos de
4cido galacturénico ndo esterificados. E a principal enzima com fungdo
hidrolitica, atuando sobre o acido péctico (Benen et al., 1996). As pectina liases
(PL) catalisam a pB-eliminagdo entre dois residuos de acido galacturbnico
esterificados, clivando as ligagdes por transeliminagdao do hidrogénio dos
carbonos das posi¢des 4 e 5 da porgéo aglicona da pectina, de modo endo ou
exo. A atividade de pectina liase é considerada chave no processo de
degradacao da pectina porque a sua atuagdo ndo requer a agao prévia de
outras enzimas do complexo pectinolitico (Albersheim, 1966). A Figura 2 ilustra
a acao das principais classes de pectinases sobre os polissacarideos pecticos.

As enzimas pectinoliticas apresentam expressiva aplicacao industrial e
ocupam cerca de 10% da produgcdo mundial de preparagdes enzimaticas,
sendo usadas em diferentes setores, como na industria téxtil, de papel e
celulose e de alimentos (Kashyap et al., 2001). Nesta ultima, pectinases tém
sido utilizadas na cura do café, cacau e fumo, na clarificacdo de sucos de frutas
e de vinhos, na manufatura de produtos hidrolisados da pectina, na extragao do
o0leo de sementes oleaginosas e pigmentos, entre muitas outras aplicagdes
(Carr, 1985; Rai et al., 2004; Radoi et al., 2005; Hadj-Taieb, et al., 2006;
Choudhari e Ananthanarayan, 2007).

2.3. Sistemas de producao de pectinases

Considerando as aplicagdes das pectinases, foram desenvolvidas
diversas estratégias para a producéo dessas enzimas utilizando-se organismos
procariotos e eucariotos. Fungos filamentosos sao excelentes produtores de
enzimas extracelulares, a exemplo de celulases, lacases, xilanases, fitases,
galactosidases, catalases, lipases, amilases e pectinases (Baracat et al., 1989;
Abou-Zeid, 1997; Shiba et al., 2001; Johnson et al., 2003; Vats et al., 2004,
Chavez et al., 2006; Couto et al., 2007; Ikeda et al., 2007; Falkoski, et al, 2008).
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Figura 2. Acao das principais classes de pectinases sobre os polissacarideos
pécticos. As pectina liases clivam as ligagdes entre os residuos de acido
galacturdnico esterificados. As exo-poligalacturonases hidrolisam as ligagdes
entre os residuos de acido poligalacturdnico nao-esterificados na extremidade
nao-redutora da cadeia de acido poligalacturénico. As endo-poligalacturonases
e as pectato liases hidrolisam e clivam, respectivamente, as ligacdes entre os
residuos né&o esterificados de acido galacturénico. As pectina (metil) esterases
catalisam a retirada de grupos metil dos residuos esterificados de acido

galacturdnico, com formagao de metanol.



Esses microrganismos sao capazes de secretar no meio extracelular grandes
quantidades de enzimas, de efetuar modificagbes pds-traducionais como
glicosilagédo, fosforilagdo e formacdo de pontes de enxofre e de serem
cultivados em meios de baixo custo. Por essas razdes, fungos filamentosos
tém grande potencial para o melhoramento genético, por meio da sua utilizagao
como hospedeiros de DNA recombinante (Wang et al., 2005).

A produgdo econdmica e ambientalmente sustentavel de enzimas de
interesse industrial tem sido realizada de forma eficiente e segura, com o uso
de microrganismos geneticamente modificados (MGM). As linhagens
geneticamente modificadas tém tornado possivel a produgdo de pectinases
com maior especificidade e pureza, reduzindo a contaminagao por proteinas
indesejaveis, além da melhor utilizacdo de matéria-prima e menor produgéo de
residuos (Stemke, 2004). O género Aspergillus tem sido o mais comumente
utilizado para a obtencdo de MGM visando a producédo industrial de enzimas
pectinoliticas (US6159718, US6602696, WO03012071), em especial a espécie
A. niger (EP0278355, US2003032161).

Existem ainda na literatura relatos do melhoramento genético classico de
outros géneros de fungos filamentosos para a produgcdo de pectinases. Foi
descrita a obtengdao de uma linhagem mutante do fungo Penicillium occitanis,
por meio de mutagénese induzida por acido nitroso, a qual produz cerca de 50
vezes mais pectinases totais em relagcdo a linhagem selvagem (Hadj-Taieb et
al., 2002).

Nosso grupo iniciou estudos com pectinases a partir da bioprospecgao
visando a selecdo de fungos produtores dessas enzimas. O trabalho permitiu o
isolamento de espécies que foram analisadas quanto a producéo de pectinases
e celulases (Baracat et al., 1989).

O sistema de producao de pectinases por Penicillium griseoroseum e
Penicillium expansum se mostrou interessante porque, nas condi¢cdes testadas
por Baracat et al. (1989), apresentou consideravel atividade pectinolitica e
baixa atividade celulolitica. A atividade celulolitica é indesejada na industria
téxtil. Além disso, ndo foi detectada a presenca das micotoxinas patulina,
citrinina e ocratoxina A na linhagem selvagem de P. griseoroseum nas
condigdes de cultivo para producdo de pectinases (Fereira, 2000; Vivan, 2002;
Visobtto, 2003).
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Ribon et al. (1999, 2002a) isolaram e caracterizaram dois genes (pgg1 e
pgg2) que codificam PG em P. griseoroseum. A regido codificadora dos genes
pgg1 e pgg2 possuem, respectivamente, 1.251 e 11.65 pares de base e ambas
sao interrompidas por dois introns. Um polipeptideo de 376 aminoacidos foi
deduzido a partir do sequenciamento do gene pgg1, com um possivel sitio de
glicosilagdo (N°°”) e massa molecular predita de 38,4 kDa. A proteina deduzida
de pgg2 possui 369 aminoacidos, 38,3 kDa e dois potenciais sitios de
glicosilagdo (N** e N*#). A identidade entre as proteinas Pgg1 e Pgg2 foi de
57,5%. Com base nas sequéncias de aminoacidos deduzidas, os pontos
isoelétricos calculados das proteinas Pgg1l e Pgg2 foram de 5,31 e 8,31,
respectivamente.

Ribon et al. (2002b) demonstraram que os dois genes que codificam
poligalacturonases em P. griseoroseum sao regulados em nivel de transcri¢ao
€ que o gene pgg1 é transcrito apenas a partir de 76 h de cultivo, enquanto que
o transcrito do gene pgg2 é detectado em todos os tempos de cultivo avaliados
(24 a 96 h). Transcritos do gene pgg1 foram detectados apenas na presencga
de pectina, independentemente da adi¢cao de extrato de levedura. O gene pgg2
foi transcrito na presenca de pectina ou sacarose como fonte de carbono,
sendo sua transcricdo reprimida por glicose.

Bazzolli et al. (2006) isolaram e caracterizaram dois genes (plg1 e plg2)
que codificam PL em P. griseoroseum. A regido estrutural do gene plgl possui
1.341 pares de bases e é interrompida por dois introns. A proteina Plg1
deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos possui 374 aminoacidos, com
massa molecular estimada em 40,1 kDa, um potencial sitio de glicosilagao na
posicdo N''? e pl calculado de 9,46. O gene plg2 possui 1.400 pares de bases,
sendo interrompido por quatro introns. A proteina Plg2 deduzida possui 383
residuos de aminoacidos, massa molecular estimada de 40,5 kDa e pl de 5,55.
Trés possiveis sitios de glicosilagdo foram encontrados nas posicées N*®, N'#
e N257.

Bazzolli et al. (2006) estudaram a expressao dos genes plg1 e plg2 de P.
griseoroseum e verificaram que, em ambos 0s genes, ela é controlada por
repressao catabolica. O maior acumulo do transcrito do gene plg1 foi detectado
quando o fungo foi cultivado em meio contendo pectina citrica. Na auséncia do
indutor natural, a pectina, sacarose suplementada com extrato de levedura foi

capaz de induzir a expressao do gene plg1, mas nado do gene plg2, que se
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manteve em niveis basais de expressao. Foi observado que a expressao de
ambos os genes reduziu substancialmente quando o fungo foi cultivado em
presenca de glicose ou outros agucares simples, evidenciando o efeito da
repressao catabdlica.

O pl deduzido das proteinas Plg1 e Pgg2, maiores do que da PIg2 e
Pgg1, é uma caracteristica importante para aplicagdo industrial dessas
enzimas, considerando principalmente o meio de cultivo acido e a industria de
sucos de frutas acidas, o que possibilita atividade enzimatica em uma ampla
faixa de pH.

Visando a obtencgao de linhagens melhoradas para aumentar a produgao
das enzimas pectinoliticas, Ribeiro (2005) e Cardoso et al. (2008) construiram
vetores de expressdo para aumentar a producdo de PL e PG. O vetor
pAN52plg1 contém a regido codificadora do gene e plg1 sob o controle do
promotor forte e constitutivo do gene gpd, que codifica a enzima gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase da via glicolitica, e a regido de terminacdo do gene
trpC, que codifica a enzima indolglicerol fosfato sintase envolvida na
biossintese de triptofano, ambos de Aspergillus nidulans. O vetor pAN52pgg2
contém a regiao codificadora do gene pgg2 submetida ao mesmo controle do
vetor pAN52plg1. Cada vetor foi utilizado, juntamente com o plasmideo pNPG1,
para co-transformar a linhagem mutante P. griseoroseum PG63 (Pereira et al.,
2004), a qual possui uma delecdo de 122 pares de base nesse gene. O
plasmideo utilizado na co-transformagédo (pNPG1) contém o gene que codifica
a nitrato redutase (niaD) de P. griseoroseum, restaurando o fenétipo selvagem
por complementagdo da mutagdo no gene niaD. As linhagens transformadas
foram selecionadas por meio da avaliacdo do crescimento em meio contendo
nitrato como unica fonte de nitrogénio. As linhagens recombinantes
superprodutoras de PL e PG foram selecionadas por meio da dosagem da
atividade enzimatica, e foram denominadas T105 e T146, respectivamente.

Os mesmos autores caracterizaram as linhagens recombinantes T105 e
T146 quanto a estabilidade mitética e ao padrao de integragéo dos vetores no
genoma. Ambas as linhagens mostraram-se mitoticamente estaveis. A
linhagem P. griseoroseum T105 apresentou duas copias adicionais do gene
plg1 no genoma, enquanto que a linhagem P. griseoroseum T146 apresentou
apenas uma copia adicional do gene pgg2 (Ribeiro, 2005; Teixeira, 2007;
Cardoso, 2008).
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A produgado de PL e PG pelas linhagens recombinantes T105 e T146,
respectivamente, foi também verificada. A linhagem T146 cultivada em
presenca de sacarose apresentou aumento da producdo de PG de até 12
vezes em relagdo a linhagem mutante PG63 cultivada em pectina e extrato de
levedura. A linhagem T105 produziu 62 vezes mais PL quando cultivada em
meio de cultura contendo caldo de cana como fonte de carbono, em relacéo a
linhagem selvagem de P. griseoroseum cultivada em meio de cultura
adicionado de pectina e extrato de levedura (Ribeiro, 2005; Cardoso, 2008).

Recentemente, foi obtida uma linhagem geneticamente modificada,
denominada P. griseoroseum T20, a partir da co-transformacao da linhagem
recombinante T105 (Teixeira, 2007) utilizando os plasmideos pAN52pgg2 e
pAN7.1. O plasmideo pAN7.1 contém o gene hph que codifica a proteina
higromicina B fosfotransferase, que confere resisténcia a higromicina B, sendo
usado como marcador de selegcdo. As linhagens transformadas foram
selecionadas por meio da avaliagdo do crescimento em meio contendo
higromicina B. As linhagens recombinantes superprodutoras de PL e PG
simultaneamente foram selecionadas por meio da dosagem da atividade de
ambas as enzimas.

A linhagem recombinante T20 mostrou-se mitoticamente estavel,
apresentando duas copias adicionais do gene plg1 e apenas uma copia
adicional do gene pgg2 no genoma (Teixeira, 2007; Cardoso, 2008). A
linhagem P. griseoroseum T20 mostrou aumentos de 45 e 12 na produgao de
PL de 45 vezes e de PG de 11 vezes, quando cultivada em caldo de caldo de
cana, em relagdo a linhagem selvagem de P. griseoroseum cultivada em

pectina e extrato de levedura.

2.4. Otimizagao da producao de pectinases

A otimizagcdo dos processos biotecnoldgicos visa encontrar condi¢coes
que demandem reducdo de custos operacionais de producdo e que
proporcionem maiores rendimento e produtividade do produto de interesse. No
caso da produgao de enzimas por microrganismos, essas condigdes podem ser
proporcionadas pela utilizacdo de substratos acessiveis e provenientes de sub-

produtos de outros processos, bem como a utilizagdo de linhagens
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superprodutoras da enzima de interesse (Piccoli-Valle et al. 2001a; Danesi,
2006; Camassola, et al, 2007).

A producédo industrial de enzimas tem sido feita principalmente pelo
processo de fermentagdo submersa. Esse sistema tem vantagens como a
maior homogeneidade, a transferéncia de calor e massa mais eficientes e o
monitoramento e controle de parametros facilitados. Entretanto, nos paises
orientais emprega-se tradicionalmente a fermentagcdo semi-solida e, mesmo no
Brasil, ha uma tendéncia atual de utilizacdo desse sistema, dada a
possibilidade de utilizacdo de residuos agro-industriais de baixo custo. Suas
vantagens incluem o menor risco de contaminagao, a menor necessidade de
espaco e a obtencdo de enzimas extracelulares mais concentradas (Bianchi et
al., 2001).

A fermentacdo submersa para a produgdo de enzimas por fungos
filamentosos envolve o cultivo do microrganismo em meio liquido, normalmente
com elevadas concentragdes de oxigénio. Nesses sistemas, o crescimento e a
producado sao afetados por diversos parametros, como a composicdo do meio
de cultivo, a quantidade de in6culo, o pH, a temperatura, a agitacdo e a
aeracao, entre outros. A otimizagdo de processos fermentativos de fungos
filamentosos, assim como sua transferéncia para maiores escalas, representam
um desafio devido a grande variagdo em sua morfologia, em relagdo as
culturas unicelulares (Wang et al. 2005).

Cardoso (2004) estudou algumas condi¢des que influenciam a produgao
de PL pela linhagem recombinante P.griseoroseum T105 cultivada em 50 mL
de meio contendo glicose como fonte de carbono. A atividade de PL foi
avaliada em diferentes quantidades de inéculo, de 10° a 10" conidios/mL,
concentragao de glicose, 2,0 a 10 g/L e tempo de cultivo, de 12 a 120h. As
melhores condicdes dentre as testadas para producdo de PL foram 10°
conidios/mL, 10 g/L de glicose e 48h de cultivo. O cultivo da linhagem
recombinante T105 também foi estudado nos biorreatores BioFlo Il e BioFlo IV
New Brunswick Scientific, com o volume de trabalho de 2,5 e 10 L,
respectivamente. Teixeira (2004) observou alta atividade de PL quando a
linhagem recombinante T105 foi cultivada em sacarose, agucar comercial ou
caldo de cana. Foram testadas diferentes agitagdes no biorreator, de 200 a 500

rom. A melhor condigdo de aeragao testada para a producdo de PL foi de 200
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rom. Gongalves (2006) avaliou as condigdes de aeracédo de 0,2 a 3,0 vvm. A
melhor aeracgéo avaliada para a producao de PL foi de 0,2 vvm.

Ribeiro (2005) avaliou as condi¢cbes de cultivo concentragdo de glicose e
fonte de carbono para a produgdo de PG pela linhagem recombinante
P.griseoroseum T146, cultivada em 50 mL de meio. As concentragbes de
glicose testadas foram de 5,0 a 20 g/L de glicose e as fontes de carbono
avaliadas foram glicose, glicose e extrato de levedura, caldo de cana e
sacarose. A melhor concentracdo de glicose observada foi de 10 g/L e as
fontes de carbono avaliadas nao apresentaram diferenga significativa na
producao de PG.

A producdo industrial de enzimas pode ser feita por processo
descontinuo, semidescontinuo, descontinuo alimentado e continuo. O processo
continuo é, sem duvida, o que resulta em maior produtividade, em razido da
manutencao das células em um mesmo estado fisiolégico. Ha nesse caso uma
menor necessidade de mao-de-obra. Entretanto, algumas desvantagens desse
processo o tornam menos utilizado industrialmente. Entre elas, destaca-se o
maior investimento inicial na planta industrial, a maior possibilidade de
ocorréncia de contaminagdes e mutagcdes genéticas espontaneas. O processo
fermentativo mais utilizado industrialmente €, portanto, o descontinuo, também
chamado de batelada. Esse processo apresenta uma série de vantagens, como
por exemplo, 0 menor risco de contaminagcdo, a menor propensao a mutacao
genética, além do fato de ela ser mais adequada quando a formagao de
produtos n&o € associada ao crescimento. Além dos sistemas continuos e de
batelada, a cultura em batelada alimentada tem sido usada para a producéo de
varios bioprodutos, como metabdlitos primarios e secundarios, proteinas e
polimeros. A batelada alimentada é adequada quando mudancas nas
concentragcdes de nutrientes afetam a produtividade e o rendimento do produto
desejado, como no caso de inibigdo por substrato. O processo descontinuo
simples se torna bem caracterizado quando existe o conhecimento basico da
cinética do processo, que, por esse motivo, € de extremo interesse. Portanto,
nao se recomenda o estudo dos processos alternativos sem que se domine
razoavelmente o descontinuo (Schmidell et al., 2001).

Existem duas maneiras pelas quais se otimizam os parametros de um
processo fermentativo que afetam o crescimento microbiano e a producédo do

produto de interesse: 0 método classico e o método estatistico. O método
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classico é baseado no estudo de um fator por vez, ou seja, uma variavel
independente é estudada, enquanto todos os outros fatores sdo mantidos
constantes, isto €, em um nivel fixo. Esse método pode levar a resultados
irreais e a conclusdes incorretas. Além do mais, o método classico ndo garante
a determinacdo das condi¢cdes 6timas, nao detecta as frequentes interagdes
que ocorrem entre dois ou mais fatores e € mais trabalhoso e oneroso. A
Metodologia de Superficie de Resposta (RSM), por sua vez, € um método
estatistico que usa dados quantitativos, a partir de um planejamento
experimental adequado, para determinar e simultaneamente resolver equacgdes
multivariadas. Esse método representa um conjunto de técnicas estatisticas
para planejamentos experimentais, construindo modelos, avaliando o efeito de
fatores e analisando as condicdes otimas dos fatores para as respostas
desejadas (Box e Wilson, 1951). A RSM tem sido utilizada com sucesso para
otimizar composigcao de meios de cultivo (Cui, et al., 2006; Zhang, et al., 2006),
condi¢cdes de hidrolise enzimatica (Kunamneni e Singh, 2005; Nilsang, et al.,
2005), parametros para sintese de polimeros (Shieh e Lai, 2000), parametros
para processamento de alimentos (Castro et al., 2000; Ozer, et al., 2004), entre
outros.

Muitos trabalhos classicos para a otimizagao da produgao de pectinases
tém sido conduzidos (Piccoli-Valle et al. 2001b; Kapoor e Kuhad, 2002; Patil e
Dayanand, 2006; Gummadi e Kumar, 2008). Entretanto, até agora pouco se foi

estudado para a otimizacao de pectinases utilizando-se a RSM.

2.5. Cinética de processos fermentativos

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na
analise da evolugao dos valores de concentragdo de um ou mais componentes
do sistema de cultivo, em funcdo do tempo de fermentacdo. Entendem-se
como componentes 0 microrganismo (ou biomassa), os produtos de interesse
econdmico e os nutrientes ou substratos que compdem o meio de cultivo. O
estudo cinético € de grande importancia para a otimizagdo da producéo e
aumento de escala de biorreatores, uma vez que os perfis cinéticos bem
definidos sdao o ponto de partida para a descricdo quantitativa de uma

fermentagdo, como por exemplo, a identificagcdo da duragcdo do processo. A
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comparagao quantitativa entre diferentes condicdes de cultivo como pH,
temperatura, agitacdo e aeragcdo se torna possivel com a utilizagdo dos
parametros cinéticos de velocidade de transformacdo e de fatores de
conversdo. Os valores obtidos da cinética representam as informacgdes
necessarias para dimensionamento de uma instalagao industrial de producao
durante o escalonamento (Hiss, 2001).

Normalmente, os modelos cinéticos envolvem a taxa especifica de
crescimento (n) como uma fungdo da concentragdo de substrato (S), produto
(P) e biomassa (X). Eles podem descrever o rendimento, quando correlacionam
a conversido de substratos em produtos por meio das concentragdes
conhecidas dos metabdlitos, ou podem descrever a produtividade, quando
correlacionam o produto e o tempo gasto para sua produgdo. Em muitos
processos, a formacdo do produto esta relacionada com o crescimento da
biomassa. Entretanto, a formagédo de produtos por fungos filamentosos e seu
crescimento estdo associados com um processo complexo e nao
completamente conhecido. A estrutura multicelular do micélio, a
heterogeneidade morfoldgica e as diferengas no comprimento da hifa, ao longo
de um processo fermentativo, fazem com que se torne dificil construir modelos
matematicos para descrever o crescimento de fungos filamentosos em tais

sistemas (Papagianni, 2004; Tavares, 2006).

2.6. Mercado de enzimas

A tecnologia enzimatica vem sendo utilizada em diversos setores
industriais em processos tradicionais da industria de alimentos e da industria
quimica, possibilitando a obtengdo de produtos com maior valor agregado e
qualidade, obtidos por processos com menor consumo energético e de menor
impacto ambiental (Bon, 2008).

O mercado mundial de enzimas industriais € estimado em US$ 2,3
bilhbes ao ano, correspondendo a aproximadamente 60% do mercado total de
enzimas e tende a crescer a uma taxa entre 5,7 e 10% ao ano. Em 2005, o
mercado externo brasileiro de enzimas industriais foi de US$ 47 milhoes,
correspondendo a 2,0% do mercado mundial. Em 2005, o Brasil importou US$

100 milhdes em enzimas, e, dentre estas, US$ 31 milhdes de enzimas
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industriais. Nesse mesmo ano, exportou US$ 3 milhées de enzimas industriais
(Bon, 2008).

Trés segmentos englobam o mercado mundial de enzimas: 1) as
destinadas a industria téxtil e de produtos de limpeza; 2) enzimas para ragéo
animal, com crescimento acelerado devido ao grande interesse dos criadores
de aves e suinos em aumentar o valor nutricional da racdo e facilitar sua
digestibilidade; e 3) enzimas para alimentos e bebidas, que estdo em constante
crescimento em razao da procura de novas aplicagdes na area de laticinios e
panificagao, e do crescente consumo de alimentos e bebidas (Costa, 2006).

As pectinases se enquadram no crescimento do ultimo grupo, e
movimentam no Brasil aproximadamente R$ 6 milhdes por ano. Tem-se
observado, nos ultimos anos, um aumento consideravel da producdo de sucos
de frutas, o que leva ao aumento da demanda de enzimas pécticas. A
exportagcao brasileira de sucos de frutas em 2005 aumentou 679,9 % em
relacdo a 2000 (Pimenta, 2006).

A producdo de pectinases tem grande potencial para se realizar no
Brasil, uma vez que ndo ha produg¢ao nacional. Nosso mercado é dependente
do produto importado e o prego por litro de enzimas pectinoliticas importadas
pode chegar a R$ 7,5 mil (Pimenta, 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos, do Departamento de Microbiologia/BIOAGRO, Universidade

Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

3.1. Microrganismos utilizados

A linhagem recombinante Penicillium griseoroseum T20 foi utilizada para
o estudo das condi¢bes de producdo de PL e PG. As linhagens de P.
griseoroseum CCT6421, PG63, T105 e T146 foram utilizadas como controle. A

Tabela 2 apresenta a descrigdo das caracteristicas de cada linhagem.

3.2. Manutencéao dos estoques das culturas e obtencao do inéculo de trabalho

As linhagens listadas na Tabela 2 foram ativadas a partir dos estoques,
para posterior pré-cultivo em meio sélido para a obtengcdo dos in6culos. As
linhagens selvagem, mutante PG63 e recombinantes foram cultivadas a 25°C
por sete dias, em placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA).
Apods esse periodo, para obtencdo do indculo, os conidios foram raspados da
superficie do meio sdlido e colocados em solugéo de Tween 80 a 0,2 % (v/v)
estéril. Posteriormente, a solugcdo de Tween contendo os conidios foi

homogeneizada, filtrada em gaze e diluida.

3.3. Cultivo em fermentacdo submersa

3.3.1 Fermentacado em frascos Erlenmeyer

As linhagens foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com
volume de trabalho de 200 mL. A quantidade inicial de inéculo foi de 10°
conidios por mililitro de meio de cultivo. A temperatura e agitacdo foram
mantidas constantes a 25°C e 150 rpm, respectivamente. O pH inicial do meio
de cultivo foi de 6,8. O cultivo das linhagens ocorreu durante o tempo maximo
de 120 horas, sendo as unidades experimentais coletadas a cada 24 horas. As
linhagens foram cultivadas em meio minimo tamponado, composto por K;HPO4
6,98 g L"; KHoPO4 5,44 g L"; (NH4)2S04 1,0 g L, MgS04.7H,0 1,1 g L e pela

fonte de carbono.
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Tabela 2. Linhagens de Penicillium griseoroseum utilizadas neste trabalho.

Linhagem

Caracteristicas

Referéncia

P. griseoroseum
CCT6421

Linhagem selvagem

Isolado na Universidade

Federal de Vicosa

P. griseoroseum PG63

nia

Linhagem mutante es-
pontdneo com uma dele-
¢ao de 122 pb no gene
niaD, que codifica a ni-
trato redutase (niaD).

Pereira et al. (2004)

P. griseoroseum T105

Linhagem recombinante
com maior producido de
PL.

Possui cépias adicionais
do gene plg1 (PL), sob o
controle do promotor for-
te e constitutivo do gene
gpd e a regido de ter-
minagdao do gene trpC
de A. nidulans.

Cardoso et al. (2008)

Araujo et al. (2005)
PI1 0502515-0

P. griseoroseum T146

Linhagem recombinante
com maior producado de
PG.

Possui cépias adicionais
do gene pgg2 (PG), sob
o controle do promotor
forte e constitutivo do
gene gpd e a regido de
terminacao do gene trpC
de A. nidulans.

Ribeiro (2005)

Araujo et al (2007)
PI1 0705573-0

P. griseoroseum T20

Linhagem recombinante
com maior producado de
PL e PG.

Possui cépias adicionais
dos genes plg1 (PL) e
pgg2 (PG), ambos sob o
controle do promotor for-
te e constitutivo do gene
gpd e a regido de ter-
minagdo do gene trpC
de A. nidulans.

Teixeira (2007)

Araujo et al (2007)
PI 0705573-0.
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As linhagens recombinantes foram cultivadas em acgucar cristal
comercial Alvino® nas concentracdes de 5, 10, 15, 20 e 30 g/L. As linhagens
selvagem e mutante PG63 foram cultivadas em meio minimo contendo agucar
cristal 15 g/L e extrato de levedura 0,6 g/L. O meio de cultivo contendo o
microrganismo foi filtrado em peneira de 400 malhas/pol* (37 ym de poro) e

armazenado a -20°C, e o micélio foi utilizado para se determinar a massa seca.

3.3.2 Fermentagao em biorreator

A linhagem recombinante P. griseoroseum T20 foi cultivada em
biorreator New Brunswick BioFlo IV® 20L, com volume de trabalho de 10 L. O
meio de cultivo e as condi¢cdes de temperatura, tempo de cultivo e amostragem
foram os mesmos utilizados nos frascos Erlenmeyer.

O cultivo das linhagens ocorreu durante o tempo maximo de 120 horas,

sendo que a cada 24 horas foi feita coleta de 50 mL da cultura em biorreator.

3.4. Planejamento experimental

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) foi utilizada para
otimizar as condi¢gdes de produgdo de pectina liase (PL) e poligalacturonase
(PG) pela linhagem P. griseoroseum T20 cultivada em frascos Erlenmeyers de
500 mL, com o volume de trabalho de 200 mL de meio de cultivo contendo
agucar cristal como fonte de carbono. Um planejamento fatorial completo 52 foi
usado. As variaveis independentes estudadas foram a concentragdo da fonte
de carbono (X;) e o tempo de cultivo (X;), resultando em 35 unidades
experimentais. As variaveis resposta foram definidas como producdo de
pectina liase (Y1) e de poligalacturonase (Y3). Foi definido um ponto em que X;
=10 g/L, e neste foram realizadas trés repeti¢gdes. A agitacdo e a temperatura
foram mantidas constantes em 150 rpm e 25°C, respectivamente. A Tabela 3
mostra o planejamento com os fatores e seus respectivos niveis.

A Equagao 1 descreve o modelo de regressao utilizado no planejamento

fatorial, incluindo os termos da interacao:

Y :ﬂ0+2ﬂixi +Zﬂiixi2 +Zﬂijxixj (1)
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Tabela 3. Fatores e niveis estudados visando a otimizag¢ao da producao de PG

e PL pela linhagem P. griseoroseum T20.

Simbolo e unidade .
Fatores . Niveis
da variavel

Concentragcao

de sacarose X1 (g/L) 50 10 15 20 30

Tempo X5 (h) 24 48 72 96 120

onde Y é a variavel resposta predita, sendo Y; referente a produgdo de PL e Y
referente a produgédo de PG, f € o coeficiente de interceptagdo, f sao os
coeficientes dos efeitos lineares, fi sao os coeficientes dos efeitos quadraticos,
S sdo os coeficientes dos efeitos de interagdo e x; e x; sdo as variaveis
independentes concentragdao da fonte de carbono e tempo de -cultivo,
respectivamente.

O teste t de Student permitiu determinar a significancia estatistica dos
coeficientes da regressédo. O teste Fisher para a analise da variancia (ANOVA)
foi realizado nos dados experimentais para avaliar a significancia estatistica do
modelo. As analises de regressao e a construgao dos graficos foram realizadas
utilizando-se o software estatistico MINITAB® (versdo demo 15, Minitab Inc.).

Esse mesmo experimento foi utilizado para se estudar o crescimento
micelial e a influéncia dos fatores concentracdo de sacarose e tempo na
producao de biomassa. A variavel resposta foram definidas como produgao de
pectina liase (Y1) e de poligalacturonase (Y.). Foram utilizadas duas repeticdes

no ponto X; = 10 g/L, resultando em 30 unidades experimentais.

3.5. Parametros cinéticos

Os parametros produtividade em biomassa (Pdx) e produtividade

enzimatica (Pdp), foram calculados de acordo com as Equacbes 2 e 3,

respectivamente:
pg = 2% @)
At
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AP
Pd. = 3
P X (3)

onde AX = (Xmax — Xi), Xmax € @ maxima biomassa (g/L), X; € a biomassa inicial
(g/L), AP = (Pmax — Pi), Pmax € @ maxima atividade enzimatica (U/mL), P; é a
atividade enzimatica inicial (U/mL), At = (t; — t;), t: € o tempo (h) correspondente
a maxima biomassa ou atividade enzimatica, t; € o tempo inicial de cultivo (h).

A atividade enzimatica especifica em relagdo a biomassa (Pspecw) € @
atividade enzimatica especifica em relagdo a proteina total (Pspecp) foram

calculadas de acordo com as Equacgdes 4 e 5, respectivamente:

I:)max
I:)specM = Xt (4)
P
Ps ecP ~ (5)
Q

onde X; € a biomassa no tempo t, quando Pnax foi observada, e Q; é a proteina
total no tempo t, quando P« foi observada.
Os fatores de conversao de substrato em biomassa (Rxs) e substrato

em produto (Rps) foram calculados utilizando-se as Equagbes 6 e 7,

respectivamente:
AX
XIs = E (6)
AP
Rp/s = E (7)

onde AX = (Xmax — Xi), Xmax € @ maxima biomassa (g/L), X; € a biomassa inicial
(g/L), AP = (Pmax — Pi), Pmax € @ maxima atividade enzimatica (U/mL), P; é a
atividade enzimatica inicial (U/mL), AS = (S — Sj), S¢ € a concentragdo de
substrato (g/L) correspondente a maxima biomassa ou atividade enzimatica, S;

€ a concentragao inicial de cultivo (g/L).
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3.6. Procedimentos analiticos

3.6.1. Ensaios enzimaticos de pectina liase, poligalacturonase, protease
e B-glicosidade

Os filtrados das culturas foram utilizados para dosagem da atividade de
pectina liase (PL), poligalacturonase (PG), protease e B-glicosidade.

A atividade de PL foi determinada por método espectrofotométrico a 235
nm, conforme descrito por Albersheim e Killias (1962). A mistura de reacao foi
constituida por 1 mL de pectina citrica P-9135 (Sigma®) a 25 g/L em tampéo
KH,PO4/K,HPO,4 50 mmol/L, pH 6,8 e 1,5 mL do filtrado da cultura, e mantida
a 40°C. Aliquotas de 0,5 mL da mistura de reagéo foram retiradas nos tempos
zero e 30 minutos de incubagao e adicionadas em 4,5 mL de HCI 0,01 mol/L,
para interrupgcao da reacdo. Uma unidade de atividade de PL foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para produzir um nanomol de A*°
galacturonideo por minuto, utilizando-se o coeficiente de extingado molar 5550
mol™.L.cm™ para o calculo (Albersheim, 1966).

A atividade de PG foi determinada baseando-se na dosagem de agucar
redutor, segundo o método do DNS (acido dinitrossalicilico) descrito por Miller
(1959). A mistura de reacédo foi constituida por 1,5 mL de acido
poligalacturdnico 13 g/L P-3889 (Sigma®) (p/v) em tamp&o acetato de sédio pH
4,8, NaCl a 2,5 mol/L e 0,5 mL do filtrado da cultura, e mantida a 40°C.
Aliquotas de 0,125mL foram retiradas nos tempos zero e 20 minutos e
adicionadas em 0,5 mL de solugdo de DNS (4cido 3,5 dinitrosalicilico a 10 g/L,
NaOH a 16 g/L, tartarato duplo de sddio e potassio a 300 g/L), interrompendo a
reacdo. Uma curva-padrdao de acido galacturénico foi construida com as
leituras da absorvancia de solu¢des de acido galacturdénico nas concentragdes
de zero até 270 uymol/L. Uma unidade de atividade de PG foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir um micromol de &acido
galacturénico por minuto.

A atividade de protease foi medida utilizando-se azocaseina de acordo
com Rajmohan et al. (2002), com modificacbes. A mistura de reacao foi
constituida por 0,1 mL do filtrado da cultura adicionado a 0,5 mL de solugao de
azocaseina a 5 g/L em tampéao citrato 0,1 mol/L, pH 6,0. Apds incubacao a
37°C durante 2 horas e 30 minutos, a reagao foi interrompida com 1,0 mL de

acido tricloroacético a 100 g/L, seguindo-se incubagdo em gelo durante 15
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minutos. As amostras foram clarificadas por centrifugacéo a 5.000 g durante 10
minutos e a absorvancia lida a 366 nm. O controle da reacéao foi realizado com
azocazeina e tampao citrato. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida
como o aumento de uma unidade na absorvancia a 366 nm por minuto de
reacdo, sob as condicbes descritas. Foi construida uma curva-padrao,
utilizando-se Protease P-5147 (Sigma®) na concentragdo-estoque de 20
mg/mL.

A atividade de B-glicosidade foi avaliada utilizando-se o substrato p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (Sigma®). A mistura de reacao foi constituida por
0,6 mL de tampao acido acético-acetato de sédio 0,1 mol/L, pH 5,5, 150 uL do
filtrado da cultura e 250 pL de solugédo de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo 2
mmol.L™". Apds incubagdo a 40°C durante 20 minutos, a reacéo foi interrompida
com 1,0 mL de carbonato de sédio 0,5 mol.L™", e a absorvancia lida a 410 nm.
Uma curva-padrao de p-nitrofenol foi construida com as leituras da absorvancia
de solugdes de p-nitrofenol nas concentragbes de zero a 0,15 umol/L. Uma
unidade de atividade de p-glicosidade foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir um micromol de B-glicosidade por minuto de

reacao.

3.6.2. Determinagao de proteina total no filtrado da cultura.

A quantificacdo do teor de proteina total no filtrado da cultura foi
realizada por meio dos métodos de Bradford (Bradford, 1976) e do acido
bicinconinico (Smith et al., 1985), utilizando-se albumina de soro bovino para a

constru¢ao da curva-padrao.

3.6.3. Avaliagao do crescimento micelial

A producao de massa micelial foi quantificada apds filtracdo do meio de
cultivo contendo o microrganismo em peneira de 400 malhas/pol® (37 pm de
poro), seguida de lavagem em agua destilada. O micélio foi transferido para
recipiente de papel-aluminio e seco a 105°C até a obtengdo de massa
constante (Calam, 1969).

A morfologia micelial foi avaliada por meio de fotografias em Lupa

Olympus SZX9, com equipamento digital de captura de imagem.
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3.7. Avaliacao do perfil protéico extracelular

As amostras foram preparadas a partir da dialise do filtrado da cultura
em membranas de porosidade de 12 kDa (Sigma®). Posteriormente, o dialisado
foi concentrado utilizando-se trés volumes de acetona para cada volume da
amostra. Apdés 12 horas prosseguiu-se a centrifugacdo a 10.000 g e o
precipitado foi resssuspendido em 50 pL de agua miliQ®. A quantidade de
proteina total do extrato aplicada ao gel foi de 10 ug. Utilizaram-se 5 ug do
marcador de massa molecular de proteinas médio, Promega (14,4-97,4 kDa)
0,5mg/mL.

O perfil protéico extracelular foi visualizado por meio de SDS-PAGE. O
gel de separacao foi composto de acrilamida a 12,5%, Tris-HCI pH 8,8, 375
mmol/L, SDS a 0,1%, persulfato de aménio 0,06% e TEMED, 0,05% e o gel
empilhador foi composto por acrilamida 4%, Tris-HCI pH 6,8 140 mmol/L SDS
0,1%, persulfato de aménio 0,1% e TEMED 0,05% (Laemmli, 1970). O tampé&o
de amostra, constituido de Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8,8, uréia 6M, azul de
bromofenol 0,1%, SDS 2,0% e glicerol 30%, foi adicionado as amostras,
aquecendo-se a mistura por 10 minutos a 100°C antes de serem aplicadas ao
gel. A eletroforese foi realizada a 60 volts por 4 horas em tampéao de corrida
constituido por Tris-HCI 72 mmol/L pH 8,5, glicina 576 mmol/L e SDS 0,24%. O
gel foi corado com solugcdo de metanol 45%, acido acético 9,0% e Coomassie
Brilhant Blue R-250 0,1%, durante 2 horas e descorado com solucédo de acido
acético 7,5% e metanol 25%, durante 12 horas a temperatura ambiente.
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4. RESULTADOS

4.1. Otimizagdo da produgédo de pectina liase e poligalacturonase usando a

Metodologia de Superficie de Resposta (RSM)

A RSM foi utilizada para a otimizacdo das condi¢des de fermentagao da
linhagem recombinante Penicillium griseoroseum T20 para maior produgao de
pectina liase e poligalacturonase.

A Tabela 4 representa a matriz do planejamento experimental com as
variaveis resposta obtidas experimentalmente. Os resultados mostram uma
consideravel variagcdo na produgao de pectina liase (PL) e poligalacturonase
(PG) em funcgéo dos niveis utilizados das variaveis independentes.

Com o objetivo de ajustar um modelo matematico que permita estimar a
producao de PL conforme a concentragao da fonte de carbono e o tempo de
cultivo, os dados experimentais foram submetidos a analises estatisticas de
regressao multipla e permitiram ajustar duas equagdes polinomiais de segundo
grau.

A Equacao 8 foi ajustada para explicar a produgao de PL, e a Equagao 9

para e explicar a produgao de PG:

Y, =-1185+195X, +47,8X, —619X 2 —0,275X 2 (8)

Y, = 3522+ 310X, 185X 9)

onde Y; e Y, sdo as respostas estimadas producdo de PL e PG,
respectivamente, e X; e X, sdo os valores de concentragdo de sacarose e de
tempo de cultivo.

A significancia estatistica das Equagdes 8 e 9 foi verificada pelo teste F
e a analise de variancia para o modelo quadratico da superficie de resposta é
mostrada na Tabela 5. Em um nivel de 95% de confianga, os modelos para
producdo de PL e PG apresentaram um F-value calculado maior que o
tabelado (Box e Wilson, 1951). Péde-se observar que ambos os modelos de

regresséo foram significativos.
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Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial completo para a producéo de PL e
PG. As variaveis independentes estudadas foram concentragcdo de sacarose

(X1) e tempo de cultivo (X3).

Unidades Niveis Produgéo de PL (U/mL) Produgédo de PG (U/mL)
experimentais X1 (g/L) X2 (h) Experimental Estimada Experimental Estimada
1 5,0 24 388 622 3844 2859
2 5,0 48 1437 1294 6166 7104
3 5,0 72 1093 1648 8489 9214
4 5,0 96 1017 1686 10312 9187
5 50 120 288 1406 7347 7025
6 10 24 332 1131 3074 2859
7 10 48 2142 1803 13623 7104
8 10 72 1582 2157 14726 9214
9 10 96 2258 2195 16882 9187
10 10 120 1638 1915 15317 7025
11 10 24 1425 1131 918 2859
12 10 48 2615 1803 2227 7104
13 10 72 2491 2157 6859 9214
14 10 96 2418 2195 8618 9187
15 10 120 2274 1915 6539 7025
16 10 24 1353 1131 276 2859
17 10 48 2847 1803 3382 7104
18 10 72 2394 2157 5191 9214
19 10 96 2382 2195 6308 9187
20 10 120 3111 1915 7219 7025
21 15 24 1329 1330 3702 2859
22 15 48 2290 2002 4126 7104
23 15 72 2883 2357 5281 9214
24 15 96 3203 2394 3176 9187
25 15 120 2887 2115 2098 7025
26 20 24 533 1220 4421 2859
27 20 48 913 1892 11287 7104
28 20 72 1293 2247 14444 9214
29 20 96 1013 2284 7719 9187
30 20 120 1061 2005 5833 7025
31 30 24 440 73 3497 2859
32 30 48 1077 744 8284 7104
33 30 72 1153 1099 13109 9214
34 30 96 1057 1137 7129 9187
35 30 120 1393 857 6308 7025
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Os P-values indicaram a significancia de cada um dos coeficientes da
regressao. Os valores menores que 0,05 sdo considerados significativos. No
caso do modelo para a variavel resposta producdo de PL, os parametros
estimados e os P-values correspondentes mostram que as variaveis
independentes concentragdo de sacarose (X;) e tempo (X;) tiveram um efeito
significativo sobre a producdo de PL. Por outro lado, no modelo para a
producdo de PG, os parametros estimados e os P-values correspondentes
mostram que entre as variaveis independentes, somente o tempo mostrou
efeito significativo sobre a produgcdo de PG. Em ambos os modelos, os
coeficientes dos termos lineares foram todos positivos, 0 que significa que
aumentando os niveis de todos os fatores deve-se obter uma maior producao
das enzimas. Por outro lado, como os coeficientes dos termos quadraticos séo
todos negativos, a elevagao dos niveis dos fatores também tendera a diminuir a
produgao enzimatica. Isso sugere que a regido 6tima de produgéo das enzimas
foi alcangada pelo modelo.

A n&o significancia dos componentes fSjxix; nas duas equacdes ajustadas
mostrou que as interagdes entre as variaveis independentes ndo contribuiram
para a resposta em um nivel significativo. Isso significa que a equagdo néo
evidencia um efeito sinergistico ou antagbnico resultante da interagao do tempo
e da concentracdo na producado enzimatica, ou seja, o efeito de uma variavel
independe da outra variavel.

Os valores da producado de PL e PG estimados pelos modelos podem
ser visualizados na Tabela 4.

A analise de variancia, apresentada na Tabela 5, tem por objetivo
verificar a adequagado dos modelos ajustados aos dados experimentais. Um
dos parametros utilizados € o coeficiente de variagédo (CV), que indica o grau
de precisdo com o0s quais os tratamentos foram comparados, e é calculado
pela razao entre o desvio padrao em torno da média e a média dos dados.
Normalmente, quanto maior o valor de CV, menor a reprodutibilidade do
experimento. O experimento apresentou um CV de 41,14% para a producgao de
PL e de 52,47% para a produgao de PG, sugerindo uma consideravel variagao
em torno da média. Outro parametro que avalia a qualidade do modelo
ajustado é a significancia da falta de ajustamento do modelo. Os modelos para
producdo de PL e de PG apresentaram uma falta de ajustamento nao

significativa (P-value de 0,104 e 0,851, respectivamente), indicando que
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Tabela 5. Analises de variancia para as respostas produgdo de PL® e PGP pela linhagem recombinante P. griseoroseum

cultivada a 150 rpm e 25°C, em frascos Erlenmeyer contendo meio minimo tamponado adicionado de agucar cristal como fonte

de carbono.

Resposta Termos do Modelo Graus de liberdade Estimado Erro padrao Soma de quadrados Quadrados médios F-value P-value

Y, Bo - -1185,4 770 - - - 0,134
Xy 1 194,58 729,3 1500918 - - 0,012°
X2 1 47,82 17,55 2693120 - - 0,011°
X, 1 6,187  199,6 4464655 - - 0,004°
Xo* 1 -0,2753  0,1196 2464137 - - 0,028°
Modelo completo 4 - - 11122830 2780707 5,98 0,001°
Erro total 30 - - 13946294 464876 - -
Erro puro 10 - - 2610534 261053 - -
Falta de ajustamento 20 - - 11335760 566788 217 0,104
Total 34 - - 25069124 - - -

Y2 Bo - -3522 3011 - - - 0,251
X 1 310,37 95,60 75929933 - - 0,003°
X,? 1 -1,8540  0,6513 111758298 - - 0,008°
Modelo completo 2 - - 187688231 93844115 6,80 0,003°
Erro total 32 - - 441387159 13793349 - -
Erro puro 30 - - 436666072 14555536 — —
Falta de ajustamento 2 _ _ 4721087 2360544 0,16 0,851
Total 34 - - 629075390 - — -

Coeficiente de variagdo (CV): 41,14, °52,47. Coeficiente de determinagao (R?): 20,4437 °0,2984. ° Significativo ao nivel de 5% (P<0,05).
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os modelos sao adequados para estimarem as variaveis resposta. O
coeficiente de determinagdo (R?) fornece um indicativo da precisdo do modelo.
Ele representa a percentagem de variagdo explicada pela regressao, e €
calculado pela razdo da soma de quadrados da regressao pela soma de
quadrados total. Os valores de R? foram de 0,4437, para a producdo de PL, e
0,2984 para a produgcdo de PG, o que significa que os modelos ajustados
explicam 44,37 e 29,84% da variagdo observada, respectivamente. Entretanto,
esses valores de R? ndo podem ser comparados com 100% por causa da
contribuicdo do erro puro. Como nenhum modelo pode reproduzir a soma
quadratica do erro puro, o valor maximo explicavel é a diferenga entre a soma
quadratica total e a soma quadratica devida ao erro puro. A porcentagem
maxima de variagao explicavel foi de 89,59% no caso do modelo ajustado para
producéo de PL e de 30,59% no caso do modelo ajustado para PG. E com
esses valores que se deve comparar a variagao explicada pela regresséao. Eles
indicaram uma contribui¢cdo relativamente grande do erro puro no residuo. Os
resultados sugerem que os modelos ajustados foram adequados para explicar
somente parte da variacao observada.

As superficies de resposta descritas pelos modelos de regressdo sao
apresentadas nas Figuras 3 e 4. Os graficos de superficie fornecem uma
visualizacdo tridimensional da tendéncia estimada para a variagdo da produgao
de PL e PG pela linhagem recombinante P. griseoroseum T20, em fungdo do
tempo de cultivo e de diferentes concentragdes de sacarose. Os graficos de
contorno representam a produgao enzimatica por meio de linhas nas quais os
valores estimados sao iguais, delimitando regides chamadas de contorno.

A Figura 3A evidencia que o modelo abrangeu a regido 6tima para a
producao de PL, localizada no pico da superficie. A producédo de PL decresceu
nos valores extremos de concentragao de sacarose e tempo de cultivo. A
Figura 3B facilita a identificagdo do ponto de produgdo maxima, situado em um
platé delimitado por 47,6 e 127,8 horas de cultivo e 7,5 e 23,8 g/L de sacarose.
A maxima producao estimada de PL ocorreu em 87,7 horas de cultivo e 15,7
g/L de sacarose. Nessa condicdo, a atividade estimada de PL foi de 2.428
U/mL.

A Figura 4A evidencia que o modelo abrangeu a regido 6tima do tempo

de cultivo para producdo de PG, que decresceu nos valores extremos de tempo
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Figura 3. Superficie de resposta dos efeitos combinados da concentragdo de
sacarose e do tempo de cultivo na produgdo de PL. O pico do grafico de
superficie (A) representa a maxima atividade estimada de PL. As linhas do
grafico de contorno (B) representam a atividade de PL (U/mL). A agitacéo e a
temperatura foram mantidas constantes nos valores de 150 rpm e 25 °C,

respectivamente.
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de cultivo. A concentragdo de sacarose nao mostrou influéncia significativa na
producao de PG. O ponto de produgdo maxima situou-se na regiao entre 63,0 e
101,2 horas, como pode ser visualizado na Figura 4B. A maxima produgao
estimada de PG ocorreu em 83,8 horas. Nessa condigcao, a atividade estimada
de PG foi de 9.465 U/mL.

Os modelos ajustados apresentaram significancia estatistica, mostrando-
se uteis para estimar a produg¢ao de PL e PG e indicar a melhor condigao para
producdo das enzimas. Entretanto, eles foram capazes de explicar somente
parte da variagdo observada. Os baixos valores de R? e os consideraveis
valores de CV sugerem a grande contribuicdo de fatores nao controlados que
influenciaram a experimentagao ou o processo de producido das enzimas.

Com o objetivo de estimar com precisdo a produgcdo enzimatica em
funcdo do tempo de cultivo, foram propostos ajustes polinomiais dos dados
experimentais para a producdo de PL e PG nas condi¢gdes 6timas de cultivo
determinadas pela RSM. A Equacgao 10 apresenta o ajuste para a produgao de
PL em fung¢ado do tempo em sacarose a 15 g/L, condicdo experimental que mais
se aproximou da condicdo o6tima determinada pela RSM. A Equagao 11
apresenta o ajuste para a producdo de PG em funcdo do tempo na mesma
condigao escolhida no ajuste da Equacéao 10, sacarose a 15 g/L, uma vez que
esse fator ndo mostrou influencia significativa na variavel resposta, segundo a
RSM.

Y, = 2714 +4531X, —0,0016X Z — 0,001616 X 3 (10)

Y, =1378+1188X, —1162X 2 +0,00178X 3 (11)

A regressdo para a producdo de PL mostrou um R? de 0,999 e um CV
de 2,17%, indicando alta precisao na predi¢gao de valores futuros da producéao
de PL em resposta ao tempo de cultivo em sacarose a 15 g/L. A regresséo
para a producao de PG também mostrou precisdo em estimar a producao
dessa enzima, com um R? de 0,823 e um CV de 26,9%. A Tabela 6 apresenta
os valores estimados pelas Equacdes 10 e 11, que serao uteis para verificar a
manutencgédo dos niveis de atividade enzimatica ao longo do tempo durante o
processo de escalonamento da producdo das enzimas para biorreatores

industriais, comparando os valores experimentais com os estimados.
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Figura 4. Superficie de resposta e grafico de contorno dos efeitos combinados
da concentragao de sacarose e do tempo de cultivo na producao de PG. O pico
do grafico de superficie (A) representa a maxima atividade estimada de PG. As
linhas do grafico de contorno (B) representam a atividade de PG (U/mL). A
agitacédo e a temperatura foram mantidas constantes nos valores de 150 rpm e

25 °C, respectivamente.
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Tabela 6. Producdo experimental e estimada de PL e PG pela linhagem
recombinante P. griseoroseum cultivada a 150 rpm e 25°C, em frascos
Erlenmeyer contendo meio minimo tamponado adicionado de agucar cristal a

15 g/L. X, corresponde aos valores de tempo de cultivo.

Niveis Producdo de PL (U/mL)  Produgéo de PG (U/mL)

Xz (h) Experimental Estimada Experimental Estimada
24 1329 1309 3702 3584
48 2290 2317 4126 4599
72 2883 2922 5281 4571
96 3203 3123 3176 3649
120 2887 2920 2098 1980

Com o objetivo de comparar a produgdo otimizada de PL e PG pela
linhagem recombinante P. griseoroseum T20 com aquela efetuada pelas
linhagens previamente obtidas em nosso laboratério, foram conduzidas
fermentagdes controle, apresentadas na Tabela 7. Os valores de producao de
PL, de PG e de biomassa apresentados foram observados apos 72 horas de
cultivo. Os resultados mostram aumentos de mais 400 vezes na produgao de
PL e de pelo menos 14 vezes na produgado de PG em relagdo as linhagem
selvagem e mutante PG63, cultivadas em acucar cristal e extrato de levedura.
As linhagens recombinantes T105 e T146 apresentaram, como esperado,
producdo de PL e PG semelhantes a T20, respectivamente. Os dados
demonstram o potencial das linhagens P. griseoroseum T105, T146 e T20 para

a aplicacao industrial.
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Tabela 7. Producédo de PL, PG e massa micelial seca pelas linhagens de P.
griseoroseum selvagem e mutante PG63, cultivadas em sacarose 15 g/L e
extrato de levedura 0,6 g/L e recombinantes T146, T105 e T20, cultivadas em
sacarose 15 g/L. Os valores representam a produgao enzimatica observada

pos 72 horas de cultivo, e a biomassa correspondente.

Atividade de PL Atividade de PG Massa micelial

(U/mL) (U/mL) seca (g/L)
W 6,8 379 7,9
PG63 55 276 7,5
T105 2072 235 2,8
T146 55 4290 2,1
T20 2883 5281 2,5

W: Linhagem selvagem de P. griseoroseum
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4.2. Produgao de pectina liase e poligalacturonase em biorreator

Fermentagdes em batelada foram conduzidas em biorreator BioFlo Ve,
com volume de trabalho de 10L, apds determinagédo das condi¢cdes 6timas para
a producdo de PL e PG pela linhagem P. griseoroseum T20 cultivada em
Erlenmeyers de com 200 mL de meio. Considerando que o ponto 6timo de
concentracido de sacarose para a produgao de PL situou-se em um platé entre
7,5 e 23,8 g/L de sacarose, e que a influéncia deste fator sobre a producgao de
PG n&o foi considerada significativa, foi selecionada a concentragéo de 10 g/L
para a producdo simultdnea das duas enzimas em biorreator. Essa escolha
objetivou o menor custo de substrato. Trés condicdes de aeragao foram
testadas: 1,0, 5,5 e 8,7 litros de ar por minuto.

A Figura 5 mostra a atividade de PL e PG em diferentes condi¢cdes de
aeracao, em fungao do tempo de cultivo. As maiores atividades de PL foram
observadas nas condigdes de aeragao de 1,0 e 8,7 L/min, chegando a 2.895 e
3.211 U/mL, respectivamente. A maior atividade de PG, de 10.491 U/mL, foi
observada na condigao de aeracao de 1,0 L/min. Apds 120 horas de cultivo nas
condigdes de aeragbes de 5,5 e 8,7 L/min, ndo houve diferenca significativa na
atividade de PG, segundo teste Tukey, a significancia de 5%. O mesmo foi
observado para a atividade de PL nas condi¢cdes de 1,0 e 8,7 L/min.

Os resultados da fermentagdo em biorreator indicaram que, para uma
producao simultdnea de PL e PG, é conveniente que se utilize a aeragao de 1,0
L/min. Nessa condicao, a atividade maxima de PL e PG, 2.999 e 10.491 U/mL,
respectivamente, se deu a 120 horas. Os perfis de atividade das enzimas
visualizados nas Figura 5A e 5B sugerem que tempos de cultivo maiores
podem resultar em maior produgéo.

A fermentacdo que proporcionou a maior producdo de PL e PG foi
escolhida para avaliagdes no filtrado da cultura. Determinou-se a atividade de
B-glicosidades e proteases, a proteina total e o perfil de proteinas
extracelulares, ao longo do tempo de 120 horas de cultivo, na condigdo de

aeracao de 1,0 L/min.
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Figura 5. Efeito da aeragdo na producdo de PL e PG pela linhagem P.
griseoroseum T20 cultivada em biorreator. A atividade de PL (A) e PG (B) em
10L de meio de cultivo € mostrada nas condi¢cdes de aeragédo de 1,0, 5,5 e 8,7
L/min, em meio contendo agucar cristal 10 g/L como fonte de carbono. As
condigdes de agitagao e temperatura, 250 rpm e 25 °C, respectivamente, foram

mantidas constantes.
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As atividades de protease e p-glicosidade e a quantidade de proteina
total da linhagem P. griseoroseum T20 -cultivada em biorreator estdo
apresentadas na Tabela 8. Nao foi detectada a atividade de B-glicosidase no
filtrado da cultura em nenhum tempo da fermentacdo. A atividade proteolitica
foi detectada, em baixos valores, somente apds 96 horas de cultivo da
linhagem P. griseoroseum T20.

O perfil de proteinas extracelulares foi avaliado por eletroforese em gel
de poliacrilamida e é mostrado na Figura 6. Os filtrados enzimaticos
provenientes da fermentacao foram dialisados, concentrados e posteriormente
submetidos & eletroforese. Preparacdes comerciais (AB, Biozyme® BZ9,
Bioenzima®) foram diluidas e também submetidas a eletroforese. O perfil
protéico da linhagem recombinante T20 apresentou duas bandas evidentes e
distintas, de aproximadamente 38 e 36 kDa. A banda maior foi associada a PG
e a menor, a PL. A producdo de PL e PG pela linhagem recombinante T20,
evidenciada pelo perfil protéico confirma que, uma vez que tenha ocorrido a
sintese destas proteinas, elas se mantém no sobrenadante por pelo menos 120
horas de cultivo. No perfil protéico da linhagem selvagem, as bandas
correspondentes a PL e PG n&o foram visualizadas na mesma intensidade, ja
que, nessa linhagem, a produgédo de pectinases s6 ocorre em presenga do

indutor.
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Tabela 8. Atividade enzimatica de B-glicosidade, protease e proteina total do
filtrado da cultura da linhagem P. griseoroseum T20 cultivada em agucar cristal
10 g/L, 1,0 L/min, 250 rpm e 25 °C, em biorreator.

Tempo de

Atividade de
cultivo (h) B-glicosidade (U/mL)

Atividade de
protease (ug/mL)

Proteina
total (mg/L)

24
48
72
96
120

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

0,0
0,0
0,0
0,9
1,6

1,3
4,9
8,7
9,0
9,5

Nd.: Nao detectada.
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Figura 6. Perfil de proteinas extracelulares das linhagens P. griseoroseum
selvagem (wt) e recombinante (T20) e das amostras AB e BZ9, utilizando-se
SDS-PAGE. Os filtrados das culturas das linhagens de P. griseoroseum foram
concentrados e as amostras AB e BZ9 diluidas, para se aplicar no gel
desnaturante de poliacrilamida 12,5% 10 ug de proteina total. Utilizou-se 5 ug
do marcador médio de massa molecular de proteinas da Promega (14,4-97 .4
kDa). As setas indicam a posigao das proteinas poligalacturonase (PG), de ~38
kDa e pectina liase (PL), de ~36 kDa.
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4.3. Avaliagdo do crescimento e morfologia miceliais da linhagem Penicillium

griseoroseum T20 durante a fermentacao

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) foi utilizada para se
estudar o crescimento micelial ao longo da fermentagdo, em diferentes
concentragcdes de sacarose.

A Tabela 9 representa a matriz do planejamento experimental com a
variavel resposta obtida experimentalmente.

Os dados experimentais foram submetidos a analises estatisticas de
regressao multipla e permitiram ajustar uma equagao polinomial de primeiro

grau, mostrada na Equacgéo 12:

Y, =0,796+0,00218X,X,  (12)

onde Y3 € a respostas estimadas produ¢ado de massa micelial seca e X; e X;
sao os valores de concentragao de sacarose e de tempo de cultivo.

A significancia estatistica da Equacgao 12 foi verificada pelo teste F e a
analise de variancia para o modelo quadratico da superficie de resposta é
mostrada na Tabela 10. Em um nivel de 95% de confianga, o modelo para
producao de massa micelial seca apresentou um F-value calculado maior que o
tabelado (Box e Wilson, 1951). Péde-se observar que ambos os modelos de
regresséo foram significativos.

Os P-values indicaram a significancia de cada um dos coeficientes da
regressao. Os valores menores que 0,05 sdo considerados significativos. As
variaveis independentes concentracdo de sacarose (X;) e tempo (Xz) nao
apresentaram efeito significativo sobre a producdo de massa micelial seca,
enquanto que o componente £xiX; na equacao ajustada mostrou que existe
interagdo entre as variaveis independentes em um nivel significativo. Isso
significa que ha um efeito sinergistico resultante da interagdo do tempo e da
concentracdo na produgao enzimatica. O coeficiente positivo do termo linear
Gixix; da Equagéo 12 sugere que aumentando os niveis de todos os fatores
deve-se obter uma maior produgao de massa micelial.

Os valores da producido de biomassa estimados pelos modelos podem

ser visualizados na Tabela 9.
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Tabela 9. Matriz do planejamento fatorial completo para a produgdo de massa

micelial seca. As variaveis independentes estudadas foram concentracdo de

sacarose (X1) e tempo de cultivo (X2).

Unidades Niveis Produgéo de massa micelial seca (g/L)
experimentals . (gL) X, (h) Experimental Estimada
1 5,0 24 1,19 1,06
2 5,0 48 2,30 1,32
3 5,0 72 2,26 1,58
4 5,0 96 2,44 1,84
5 5,0 120 2,49 2,10
6 10 24 0,88 1,32
7 10 48 1,56 1,84
8 10 72 2,67 2,36
9 10 96 3,48 2,88
10 10 120 3,74 3,41
11 10 24 0,80 1,32
12 10 48 1,63 1,84
13 10 72 2,95 2,36
14 10 96 3,27 2,88
15 10 120 3,92 3,41
16 15 24 0,78 1,58
17 15 48 1,38 2,36
18 15 72 2,54 3,14
19 15 96 2,58 3,93
20 15 120 3,84 4,71
21 20 24 1,47 1,84
22 20 48 2,88 2,88
23 20 72 4,14 3,93
24 20 96 5,40 4,97
25 20 120 6,74 6,02
26 30 24 1,61 2,36
27 30 48 3,94 3,93
28 30 72 6,48 5,49
29 30 96 6,80 7,06
30 30 120 8,19 8,63
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Tabela 10. Analises de varidncia para a resposta produgdo massa micelial pela linhagem recombinante P. griseoroseum

cultivada a 150 rpm e 25°C, em frascos Erlenmeyer contendo meio minimo tamponado adicionado de agucar cristal como fonte

de carbono.
Resposta Termos do Modelo Graus de Estimado Erro Soma de Quadrados F- P-
liberdade padrao quadrados  médios value value

Y3 Bo - 0,796 0,189 - - - 0,000°
XX 1 0,00218 0,00139 - - — 0,000°
Modelo completo 1 - = 96,752 96,752 24421 0,000°
Erro total 28 - — 11,093 0,396 - -
Erro puro 14 - — 6,555 0,486 _ _
Falta de ajustamento 14 - - 4,538 0,324 0,69 0,750
Total 29 - - 107,845 - - -

Coeficiente de variacdo (CV): 19,19. Coeficiente de determinacéo (R?): 0,8971.

¢ Significativo ao nivel de 5% (P<0,05).
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O coeficiente de variagdo (CV) de 19,2% observado na regressao e o
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,897 indicaram a confiabilidade e
precisdo do modelo. O coeficiente de determinagdo evidenciou que o modelo
ajustado foi adequado para explicar 89,7% da variagdo observada, sendo essa
variagao atribuida as variaveis independentes, e somente 10,3% da variagao
total ndo pbéde ser explicada pelo modelo. A porcentagem maxima de variagao
explicavel foi de 95,8%, mostrando pequena contribuicdo do erro puro no
residuo. E com esse valor que se deve comparar a variagdo explicada pela
regressao. A falta de ajustamento do modelo apresento-se nao significativa (P-
value de 0,750), indicando que o modelo é adequado para estimar a variavel
resposta.

A Figura 7 mostra a superficie de resposta descrita pelo modelo de
regressao. Pode se observar no grafico de superficie (Figura 7A) que, em
pequenas concentracbes de sacarose e nas horas iniciais do cultivo, a
producdo de biomassa aumenta a uma taxa menor. Entretanto, quando a
concentragédo de sacarose e o tempo de cultivo se aproximam de 30 g/L e 120
horas, respectivamente, ocorre um sinergismo na produgdo de biomassa. A
maxima massa micelial seca estimada foi de 8,63 g/L em sacarose a 30 g/L e
apo6s 120 horas de cultivo. O grafico de contorno apresentando na Figura 7B
identifica a regido de maior produ¢do de biomassa.

A RSM demonstrou-se uma ferramenta util para o estudo do crescimento
micelial ao longo da fermentagéao, fornecendo um modelo matematico capaz de

estimar a produgao micelial com elevada precisao.
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Com o objetivo de avaliar a morfologia micelial da linhagem
P.griseoroseum T20, amostras foram colhidas durante a fermentacdo em
biorreator, na condicdo de baixa aeracdo 1,0 L/min e analisadas
macroscopicamente.

A Figura 8 apresenta a fotomicrografia do micélio em forma de esfera,
apo6s 120 horas de cultivo em biorreator. A morfologia de fungos filamentosos
cultivados em fermentacdo submersa pode variar entre duas formas: esferas e
filamentos livres. A morfologia da esfera foi caracterizada por um nucleo
micelial compacto e pela presenca de hifas dispersas com crescimento micelial
externo ao redor desse nucleo. A estrutura mostrou-se predominante entre as
formas miceliais encontradas na cultura, embora também tenham sido

observadas formas de hifas livres, mesmo apds o longo tempo de fermentagao.

Figura 8. Fotomicrografia do micélio da linhagem P. griseoroseum T20
cultivada durante 120 horas em biorreator com volume de 10 L, na condigao de

10 g/L de sacarose e 1,0 L de ar por minuto.
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4.4. Cinética do processo fermentativo

O estudo cinético do processo de produgéo de PL e PG pela linhagem P.
griseoroseum T20 cultivada em 200 mL e em 10 L de meio foi realizado nas
condicbes o6timas de cultivo. Os parametros da fermentagao foram calculados
na condicdo de sacarose a 15 g/L, quando a linhagem P. griseorosem T20 foi
cultivada em 200 mL, e na condigdo de sacarose a 10 g/L, quando o cultivo
ocorreu em 10 L.

A Figura 9 apresenta a variacdo das atividades especificas de PL
(PsperLp) € PG (Pspercp) €M relagéo a proteina total, em fungéo do tempo de
cultivo em Erlenmeyer e em biorreator. As maximas Pspepip € Pspergp €M
Erlenmeyers foram de 353 e 613 U/ug, enquanto que em fermentador 305 e
1.106 U/ug, respectivamente.

Os parametros cinéticos calculados para a fermentagcdao em 200 mL de
meio de cultivo podem ser visualizados na Tabela 11. A proteina total maxima
observada foi de 9,1 mg/L. A maior producdo de PL (PpLmax) € PG (PpGmax),
3.203 e 5.281 U/mL ocorreu as 96 e 72 horas de cultivo, respectivamente.
Nesse tempo de cultivo, as atividades especificas de PL (Psperm) € PG
(Psperam) €m relagdo a biomassa foram de 1.242 e 2.077 U/mg, enquanto que
as atividades especificas de PL (PsperLp) € PG (Pspercp) €m relagéo a proteina
total foram de 353 e 613 U/ug, respectivamente. A produtividade em biomassa
(Pdx), que fornece uma importante informacédo sobre a producdo de massa
micelial média por unidade de tempo, foi de 32,0 mg/L.h. As produtividades
enzimaticas de PL (Pdp.) e PG (Pdpg) foram de 33,4 e 73,3 U/mL.h. Esses
parametros estimam a produg¢do enzimatica média por unidade de tempo. Os
parametros rendimento de biomassa (Rxss), PL (Reus) € PG (Regys) calculados
foram de 0,26, 214 e 352, respectivamente. Esses parametros, também
conhecidos como fatores de conversao, permitem estimar o quanto de massa
micelial seca, PL e PG, respectivamente, sdo produzidas em média por
unidade de fonte de carbono fornecida.

A Tabela 12 apresenta os parametros calculados para a fermentacédo em
10 L de meio de cultivo. A proteina total maxima observada foi de 9,5 mg/L. A
maior producao de PL (PpLmax) € PG (Ppcmax), de 2.895 e 10.491 U/mL ocorreu
as 120 horas de cultivo, respectivamente, um tempo que € superior ao

observado no cultivo em 200 mL. As atividades especificas de PL (PspepLp) €
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PG (Pspercp) €m relacdo a proteina total, em 120 horas, foram de 305 e 1.106
U/ug, respectivamente. As produtividades enzimaticas de PL (Pdp.) e PG
(Pdpg) foram de 24,1 e 289 U/mL.h. Os parametros relacionados a massa
micelial seca nao foram calculados, uma vez que nao € possivel sua medida no
cultivo em biorreator. Os parametros rendimento de PL (Rpus) € PG (Rpars)
calculados foram de 87,4 e 1.049, respectivamente.

Os resultados mostraram que houve uma tendéncia de manutengao dos
parametros cinéticos da producédo de PL durante o escalonamento de 200 mL
para 10 L. Por outro lado, a maior produgdo de PG (Ppcmax) € a atividade
atividade especifica em relagéo a proteina (Pspepcp) Observados no cultivo em
biorreator foi cerca de duas vezes maior do que em Erlenmeyer. Com relagao a
ambas as enzimas, o tempo de produc¢ao foi maior quando o cultivo ocorreu em

biorreator.
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Figura 9. Atividades especificas de PL (PsperLp) € PG (Pspepcp) €m relagéo a
proteina total do filtrado da cultura em 200 mL (A) e 10 L (B). O cultivo da
linhagem recombinante P. griseoroseum em 200 mL ocorreu em frascos
Erlenmeyer contendo meio minimo tamponado adicionado de sacarose a 15
g/L, a 150 rpm e 25°C. O cultivo em 10 L ocorreu em biorreator contendo meio
minimo tamponado adicionado de sacarose a 10 g/L, a 1,0 L de ar por minuto,
250 rpm e 25°C.
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Tabela 11. Sumario dos parametros cinéticos obtidos para o cultivo da linhagem recombinante P. griseoroseum T20 em frascos

Erlenmeyer contendo 200 mL de meio minimo tamponado adicionado de agucar cristal como fonte de carbono, a 150 rpm e 25°C.

Qt max (mg/l—) Xmax (g/I—) PpLmax (U/ml—) PpGmax (U/ml-) I:)spePLm (U/mg) I:)spePGm (U/mg) I:)spePLp (U/Ug) PspePGp (U/Ug)

9,1 3,8 3.203 5.281 1.242 2.077 353 613
tpL (h) tiec (h) de (mg/Lh) PdpL (U/mLh) PdpG (U/mLh) Rx/s RPL/S (U/mg) RPG/S (U/mg)
96 72 32,0 33,4 73,3 0,26 214 352

Tabela 12. Sumario dos parametros cinéticos obtidos para o cultivo da linhagem recombinante P. griseoroseum T20 em biorreator

contendo 10 L de meio minimo tamponado adicionado de agucar cristal como fonte de carbono, a 150 rpm e 25°C.

Qt max PpLmax PpGmax PspepLp PspePcp to (h)  tw () PdpL Pdpg Rpus Rpars
(mg/L) (U/mL) (U/mL) (U/ug) (U/ug) PL PG (U/mL.h) (U/mL.h) (U/mg) (U/mg)
9,5 2.895 10.491 305 1.106 120 120 24,1 289 87,4 1.049
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5. DISCUSSAO

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) foi utilizada para a
otimizacdo da produgao de pectina liase e poligalacturonase pela linhagem P.
griseoroseum T20. Os modelos de regressdao mostraram-se significativos e
indicaram as condi¢des 6timas de cultivo para producao de PL e PG entre os
cinco niveis de concentracbes de sacarose e de tempo de cultivo avaliados.
Entretanto, nem sempre uma regressao dada como significativa € util para
realizar previsbes. Pode acontecer que a faixa de variacdo coberta pelos
fatores estudados seja pequena demais, fazendo com que o efeito sobre a
resposta fique mascarado pela extensdo do erro experimental (Neto et al.,
2003). Esse erro foi consideravelmente alto especialmente na regressao
ajustada para producéo de PG, sendo evidenciado pelo valor de porcentagem
maxima de variagao explicavel, que foi 30,5%. De fato, a reprodugcédo de um
processo bioldgico, como a produgdo de enzimas por fungos filamentosos,
envolve um grande numero de etapas, cujo controle se torna complexo,
especialmente no caso do cultivo de microrganismos de morfologia
heterogénea. Em algumas dessas etapas o controle de variaveis € mais critico,
como na preparacgao do indculo, em que numa mesma placa de Petri contendo
a cultura ha a presenca de esporos de diferentes viabilidades de idades,
mesmo que se padronize as condi¢cdes de cultivo.

A RSM tem sido usada em uma grande variedade de processos
quimicos e bioldgicos. Trupkin et al. (2003) utilizaram a RSM para otimizar a
producdo de enzimas lignoliticas pelo fungo Trametes trogii, bem como sua
acdo na descoloracdo de corantes. Os valores de R? de 0,552 e 0,727
sugeriram que os modelos foram capazes de explicar somente parte da
variagao observada dos resultados experimentais. Por outro lado, Kammoun et
al. (2008) otimizaram a produgdo de o-amilase por Aspergillus oryzae CBS
819.72, usando a RSM por meio de diferentes planejamentos experimentais,
como o fatorial completo, o Box-Wilson e o composto central rotacionado. O
modelo ajustado mostrou-se significativo e o R? de 0,957 indicou que somente
4,43% da variagao total da resposta nao foi explicada pelo modelo. O baixo
valor de CV, de 2,22%, indicou grande precisdo e reprodutibilidade

experimental. Hajji et al. (2008) descreveram a otimiza¢ao da produg¢do de uma
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protease alcalina por Aspergillus clavatus ES1 por meio da RSM. Os resultados
da analise de varidncia mostraram uma alta significAncia do modelo, com
p<0,05, acompanhada de uma alta precisdo, com um valor de R? de 0,98. Li, et
al. (2007) descreveram a otimizacdo da produgdo de xilanase por Penicillium
oxalicum ZH-30 em frascos Erlenmeyers e em biorreator, com 75 e 15.000 mL
de meio de cultivo, respectivamente. O modelo ajustado pela RSM apresentou
R? de 0,907 e CV de 18,21%, explicando 90,7% dos dados observados.

Contudo, para muitos processos, o uso da RSM pode nao ser adequado.
Um problema encontrado na metodologia € que ela, usualmente, é baseada no
uso de equagdes de segundo grau, e muitos processos s6 podem ser definidos
por equacdes de ordem superiores. Embora seja possivel predizer um modelo
utilizando-se equagdes de ordem superior, a maioria dos pacotes de programas
de estatistica disponivel utiliza somente equacdes de segunda ordem. Isso
pode resultar na subutilizagcdo da metodologia, uma vez que, nesses casos, 0S
modelos ajustados n&o serdo capazes de descrever com precisao e
confiabilidade o processo de interesse (Bas e Boyacli, 2007). Portanto, o baixo
valor de R? encontrado na equagéo do modelo ajustado para a produgao de PL
sugere que a equagao de segundo grau utilizada, embora tenha permitido
delimitar os parametros 6timos, nao foi totalmente adequada para explicar o
processo em questao.

Apo6s otimizagado por RSM em 200 mL, a linhagem P. griseoroseum T20
foi cultivada em 10 L na condigdo em que os modelos de regressao ajustados
estimaram a maior faixa de producao de PL e PG. Os paradmetros cinéticos do
processo fermentativo em 10 L foram calculados e comparados com aqueles
obtidos na fermentacdo em 200 mL. Os resultados mostraram que os
parametros calculados para producdo de PL apresentaram valores
semelhantes em ambas as escalas de cultivo. Por outro lado, os mesmos
parametros para produgcdo de PG mostraram um aumento consideravel.
Porém, o tempo de cultivo para a produgao de PL e PG foi maior no cultivo em
biorreator, o que resultou em uma menor produtividade de PL, uma vez que
esse parametro € dependente do tempo. Resultados semelhantes em relagao
ao maior tempo de cultivo da fermentacdo em biorreator podem ser
encontrados na literatura, sendo comumente atribuidos ao escalonamento,
uma vez que novos fatores ndo controlados passam a atuar no sistema (Li, et
al., 2007; Lotfy, et al., 2007).
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A RSM foi também utilizada para descrever o crescimento micelial da
linhagem P. griseoroseum T20 nas condi¢des de cultivo para produgao de PL e
PG. Aqui o modelo mostrou alta significancia e precisdo. Adicionalmente, uma
analise macroscopica foi realizada no micélio obtido do cultivo em biorreator na
condicado de baixa aeracao, 1,0 L/min, em que se obteve a maior atividade de
PL e PG. Nessa condigdo, apos 120 horas, foi observada a presenca de
grande quantidade de miceélio na forma de hifas livres (dados ndo mostrados), e
também de esferas compactas com a presenca de filamentos de hifas
dispersos ao redor, com crescimento externo (Figura 10). Piccoli-Valle et al
(2003) observaram as mesmas estruturas de hifas livres e hifas dispersas ao
redor na esfera durante fermentagdo em biorreator Bioflo IV com volume de
trabalho de 10 L, na condicdo inicial de auséncia de aeragao. Entretanto, apds
48 horas de cultivo, em condicédo de aeragao de 10 L/min, as esferas tiveram o
diametro aumentado e n&o se observou mais hifas livres e dispersas.

A variedade morfologica € uma caracteristica tipica de fungos
filamentosos. Muitos modelos matematicos tém sido propostos na literatura
para descrever o crescimento de fungos filamentoso, porém poucos trabalhos
associam a morfologia a formagcao de produto (Aynsley et al., 1999; Bozhokin,
1996; Tavares et al., 2006). Ainda assim, acredita-se que a morfologia do fungo
afeta o processo de secregdo de proteinas durante a fermentagdo (Wang,
2005). A tipica morfologia observada na condigdo de baixa aeragcéo e a maior
producado de PL e PG nessa condicao sugerem que ha uma relagdo entre a
presenca de hifas dispersas e livres e a maior secregao enzimatica.

A linhagem P. griseoroseum T20 foi caracterizada sob diferentes
aspectos da producao de PL e PG, e apresentou aumentos de mais 400 vezes
na producao de PL e pelo menos de 14 vezes na produgao de PG em relacao
as linhagem selvagem e mutante PG63, cultivadas em acgucar cristal e extrato
de levedura. Os resultados sugerem o grande potencial de aplicagao industrial

dessa linhagem.
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6. CONCLUSOES

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) permitiu a produgéo de
pectina liase (PL) e poligalacturonase (PG) pela linhagem P. griseoroseum T20
sob condi¢bes otimizadas de concentragao de sacarose e tempo de cultivo. A
maxima producgao estimada de PL ocorreu em 87,7 horas de cultivo e 15,7 g/L
de sacarose. A maxima producéo estimada de PG ocorreu em 83,8 horas.

O escalonamento da producao de 200 mL para 10 L de meio de cultivo
foi realizado com a manutencgao da producgao e a produtividade de PL em niveis
préximos aos observados em 200 mL, enquanto que para PG, houve um
aumento consideravel desses parametros.

Entre as condi¢des de aeracao estudadas, a que proporcionou a maior
atividade de PL e PG foi de 1,0 L de ar por minuto. Nessa condicéo, a auséncia
de atividade de [(B-glicosidase e a baixa atividade de protease demonstraram o
potencial da linhagem P. griseoroseum T20 para a aplicagdo industrial.

O perfil protéico demonstrou a presenga de duas bandas de proteinas
distintas com aproximadamente 38 e 36 kDa, correspondentes a PG e a PL,
respectivamente, no filtrado enzimatico da linhagem P. griseoroseum T20. As
mesmas bandas ndo puderam ser visualizadas no filtrado da linhagem
selvagem, evidenciando a maior producdo das enzimas pela linhagem
recombinante.

A RSM permitiu ajustar um modelo para a producdo de biomassa pela
linhagem P. griseoroseum T20. A maxima massa micelial seca estimada foi de
8,63 g/L, na condicdo de 30 g/L de sacarose e 120 horas de cultivo. A
morfologia micelial foi avaliada durante a fermentagao e sugeriu que existe uma
relagdo entre a forma micelial de hifas livres e dispersas e a maior producio de
PL e PG.

O estudo da cinética do processo de producdo de PL e PG pela
linhagem recombinante P. griseoroseum T20 foi realizado e sera util para a
comparagao dos parédmetros cinéticos calculados durante escalonamento até a

producgao industrial.
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