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Resumo
Pectinases microbianas apresentam grande potencial biotecnológico e são utilizadas em diversos processos industriais. As enzimas pectinolíticas são produzidas por um grande número de microrganismos a fim de degradar ou modificar a pectina. Dentre estas enzimas, destacam-se as poligalacturonases. O objetivo deste estudo foi a otimização da produção enzimática através de um planejamento fatorial completo a fim de investigar o efeito da concentração fonte de carbono, tempo de cultivo e temperatura na produção de poligalacturonases, usando a metodologia de superfície de resposta. A realização do planejamento experimental indicou que efeitos significativos na produção enzimática eram percebidos quando aumentava-se a temperatura e o tempo de incubação. Também foi verificado que a concentração da fonte de carbono não apresentou resultados significativos. Nesse sentido, altas temperaturas e tempo de incubação prolongado apresentaram significativa importância para aumentar a produção de poligalacturonases por PI3S3T.
Introdução

Os fungos são grandes produtores de enzimas pectinolíticas. As pectinases são enzimas capazes de hidrolisar as substâncias pécticas presentes na parede celular vegetal (Baldwin et al., 2014). A hidrólise da pectina é obtida por ação sinérgica de várias enzimas, entre elas as poligalacturonases (Siddiqui et al., 2012). Estas enzimas possuem elevado potencial biotecnológico devido a suas aplicações na indústria alimentícia e de bebidas, na manufatura de papel e como aditivo em ração (Khan et al., 2013). 
Este trabalho teve o objetivo de otimizar a produção de poligalacturonases pelo fungo termofílico PI3S3T, utilizando um Planejamento Fatorial Completo.
Material e Métodos

Microrganismos utilizados e manutenção das cepas


Para a realização dos experimentos foi utilizado o fungo termofílico PI3S3T, isolado da Mata Atlântica e armazenado na micoteca do Laboratório de Bioquímica do Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas da Unioeste. A manutenção rotineira das linhagens foi realizada em placas de Petri estéreis contendo de 15 a 20 mL de meio BDA. Os ensaios de otimização da produção enzimática foram conduzidos em 25 mL de meio Vogel, suplementado com diferentes concentrações de fibra de maracujá e incubado a 120 rpm, por diferentes tempos e temperaturas.

Dosagem de atividade poligalacturonásica e de proteínas
A determinação da atividade enzimática foi através da reação com ácido 3’,5’ dinitrosalicílico (DNS), descrito por Miller (1959). Uma unidade de atividade poligalacturonásica foi definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 μmol de ácido galacturônico por minuto, nas condições de ensaio. As proteínas foram determinadas através do método de Bradford (1976) empregando-se como padrão albumina de soro bovina (BSA).

Planejamento Fatorial para otimização da produção enzimática
Previamente os pontos centrais do experimento foram padronizados uni pontualmente, sendo estudadas as variáveis: concentração de fonte de carbono, tempo de cultivo e temperatura ótima para produção enzimática. Para estudar e efeito destas variáveis foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), com três pontos centrais e seis pontos axiais, gerando um total de 17 experimentos. O planejamento experimental foi realizado utilizando o programa computacional Statistica 7.0. Os níveis utilizados para a codificação das variáveis independentes no DCCR encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 – Valores reais das variáveis independentes codificadas.
	Variáveis
	Níveis estudados

	
	-1,68
	-1
	0
	+1
	+1,68

	Tempo de cultivo (h)
	56
	72
	96
	120
	136

	Temperatura (ºC)
	39
	42
	46
	50
	53

	Concentração da fonte de carbono (%)
	0,3
	1,0
	2,0
	3,0
	3,7


Resultados e Discussão

A produção enzimática por fungos filamentosos varia muito de acordo com as condições de cultura. Estes parâmetros podem ser testados em conjunto para verificar a influência de cada variável em experimentos delineados (Li et al., 2007). A Tabela 2 ilustra os resultados de ANOVA para o modelo após os ensaios de otimização de produção enzimática por DCCR. O valor de determinação de coeficiente (R2) foi de 0,35 e o valor de Fcalculado foi 1,13 vezes maior que o Flistado.
Tabela 2 - ANOVA para modelo do Delineamento Composto Central Rotacional.
	Fonte de variação
	Soma dos quadrados (SS)
	Graus de liberdade (df)
	Quadrado médio (MS)
	Teste F
	p-valor



	
	
	
	
	Fcalculado
	Flistado
	

	Modelo (R)
	863.03
	3
	287.68
	3.87
	3.41
	0.0352

	Residual (r)
	965.80
	13
	74.29
	
	
	

	Total (T)
	1828.82
	16
	114.30
	
	
	



A equação de regressão obtida após análise de variância (ANOVA) prevê os níveis de produção em função do tempo e temperatura. A produção poderia ser predita segundo o modelo codificado com 95% de confiança:
Y(U/mL) = 24,10 + 4,90A + 5,74B - 4,14(B)2 - 5,92AB
Onde: Y é a produção em atividade (U/mL); A é o tempo (h) e B é a temperatura (ºC).
A Figura 1A ilustra que o efeito isolado da temperatura foi o fator mais significativo dentre as variáveis estudadas, de modo que o aumento da atividade enzimática foi proporcional ao crescente aumento da temperatura. A interação entre a temperatura e o tempo de cultivo também foram significativas. A concentração da fonte de carbono não apresentou significância. As relações entre a resposta e os níveis experimentais do fator temperatura e tempo de cultivo são visualizados no gráfico de superfície de resposta (Figura 1B). Chen et al., (2012) observou através de um planejamento fatorial por DCCR que as condições ideais para clarificação de suco de aspargos verdes era significativamente aumentada utilizando pectinases incubadas em altas temperaturas.
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Figura 1 – Influência das variáveis na produção de poligalacturonase por PI3S3T. (A) Gráfico de Pareto para os parâmetros estimados do Delineamento Composto Central Rotacional com 95% de limite de confiança; (B) Superfície de resposta para produção de poligalacturonase. 
Conclusões

Através do DCCR foi possível verificar a influência de três variáveis independentes e a relação entre elas na produção de poligalacturonases e assim determinar condições ótimas para sua produção em larga escala. Os melhores resultados mostraram um aumento significativo dos níveis de produção nos ensaios relacionados com o aumento de temperatura e tempo de incubação. Estas observações levam a concluir que, dentro das faixas estudadas, altas temperaturas assim como um tempo de incubação prolongado são importantes para aumentar a produção de poligalacturonases por PI3S3T. 
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