BIOTECNOLOGIA E PRODUGAO

PRODUCAO DE ENZIMAS PECTINOLITICAS PELO
Aspergillus niger van Tieghem, 1867 ISOLADO DE CASCAS DE
CEBOLA EM AGAR.

PRODUCTION OF PECTINOLYTIC ENZYMES BY Aspergillus
niger van Tieghem, 1867 ISOLATED FROM ONION PEELS ON
AGAR.

'Erica Lima Xavier, 'Ruan Vitor Santos Silva, Mirla Borghi, 'Grazielle de Jesus
Mendes*

tUnesulbahia, Faculdades Integradas (UNECE). Rod. 367, 3° andar,
Eunépolis/BA, CEP 45820-000. ericalima.xavierl4@gmail.com

RESUMO

Este estudo explorou a viabilidade de utilizar cebolas contaminadas como fonte
para isolar o microrganismo Aspergillus niger e, cascas de maca trituradas como
substrato para a producédo de enzimas pectinoliticas, por meio de fermentagdo semi-
solida. Apos a coleta e identificacdo do microrganismo, foram realizados sucessivos
repiques para isolar exclusivamente Aspergillus niger, confirmado por analise
microscopica. A fermentacdo em cascas de magcé resultou na producao eficiente de
pectinases ao longo de trés semanas, evidenciada pela transformacéo gradual das
cascas e pela formacdo de um liquido fermentado. A separacdo do substrato por
centrifugagdo permitiu a concentragdo das enzimas produzidas. A atividade
pectinolitica foi avaliada pela formacdo de halos claros em placas de &gar pectina,
demonstrando a capacidade do Aspergillus niger de produzir pectinases eficazes na
degradacdo da pectina. A analise revelou uma relacdo significativa entre 0s
didmetros da placa, do aglomerado e do halo, indicando uma alta eficacia das
pectinases produzidas. Além disso, a utilizacdo de residuos agroindustriais, como
cascas de macd, como substratos promoveu a valoriza¢do desses subprodutos e
contribuiu para uma producdo mais sustentavel de enzimas pectinoliticas. Este
estudo contribuiu ao demonstrar a viabilidade do uso de Aspergillus niger e
residuos agroindustriais para a producdo de pectinases, destacando sua relevancia
para aplicacdes biotecnolégicas e processos industriais.

PALAVRAS-CHAVE: Fermentacdo semi-solida, Substratos naturais,
Biotecnologia agricola.

ABSTRACT
This study explored the feasibility of using contaminated onions as a source to
isolate the microorganism Aspergillus niger and, crushed apple peels as a substrate
for the production of pectinolytic enzymes, by semi-solid fermentation. After
collection and identification of the microorganism, successive subcultures were
performed to isolate exclusively Aspergillus niger, confirmed by microscopic
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analysis. Fermentation in apple peels resulted in efficient production of pectinases
over three weeks, evidenced by the gradual transformation of the peels and the
formation of a fermented liquid. Separation of the substrate by centrifugation
allowed the concentration of the enzymes produced. Pectinolytic activity was
assessed by the formation of clear halos on pectin agar plates, demonstrating the
ability of Aspergillus niger to produce pectinases effective in degrading pectin. The
analysis revealed a significant relationship between the diameters of the plate,
cluster and halo, indicating a high efficacy of the pectinases produced.
Furthermore, the use of agro-industrial waste, such as apple peels, as substrates
promoted the valorization of these by-products and contributed to a more
sustainable production of pectinolytic enzymes. This study contributed by
demonstrating the feasibility of using Aspergillus niger and agro-industrial waste
for the production of pectinases, highlighting their relevance for biotechnological
applications and industrial processes.

KEYWORD: Semi-solid fermentation, Natural substrates, Agricultural
biotechnology.

INTRODUCAO

As pectinases constituem um conjunto de enzimas que desempenham a
funcdo de degradar as substancias pécticas, catalisando a hidrélise das ligacoes
glicosidicas presentes ao longo da cadeia carbonica dessas moléculast. Este grupo
de enzimas compreende tanto aquelas com atividade despolimerizante quanto
desesterificante, sendo produzidas por uma variedade de organismos, tais como
plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras?.

As aplicacdes industriais das pectinases sdo vastas e abrangem diversos
setores, com destaque significativo na industria de alimentos®. Essas enzimas
desempenham papéis cruciais em processos como o amadurecimento de frutas, a
clarificacdo e reducédo de viscosidade em sucos de frutas, o tratamento preliminar
do suco de uva para industrias vinicolas, a extracdo de polpa de tomate, a
fermentacéo de cha e chocolate, bem como no tratamento de residuos vegetais®.

Além disso, as pectinases sdo empregadas na degomagem de fibras,
desempenhando um papel fundamental nas industrias téxtil e de papel, onde séo
essenciais para remover impurezas e melhorar as propriedades fisicas dos
materiais'. Também séo utilizadas na nutrigdo animal, contribuindo para a digestdo

eficiente de alimentos e no enriquecimento de alimentos infantis®.
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Outra aplicacdo relevante das pectinases reside na extracdo de 6leos, onde
sdo empregadas para facilitar a liberac&o de lipidios de fontes vegetais, tornando os
processos de extracdo mais eficientes e sustentaveis®.

A exploracdo biotecnoldgica das pectinases requer fontes eficientes e
sustentaveis de producdo dessas enzimas. Nesse contexto, a contaminagdo natural
das cebolas por Aspergillus niger, um fungo amplamente conhecido por sua
capacidade de produzir pectinases, pode ser estrategicamente aproveitada’. A
interacdo entre as cebolas e o Aspergillus niger, geralmente vista como prejudicial
devido a depreciacao comercial dos bulbos, pode ser reavaliada para fins de cultivo
e isolamento do fungo, visando & producéo industrial de enzimas pectinases®.

A cebola é uma das culturas olericolas mais relevantes economicamente no
Brasil, ocupando o terceiro lugar em volume de producéo e em geracdo de renda,
superada apenas pela batata e pelo tomate. Seu cultivo se estende por diversas
regides do pais, incluindo Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, representando a
principal atividade econdmica para aproximadamente 60,5 mil familias. Segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a safra de cebola de
2015 alcancou a impressionante marca de 1.422.117 toneladas®.

Entretanto, a producéo de cebolas enfrenta diversos desafios, entre os quais
se destaca a ameaca representada por doencas, sendo uma das mais significativas o
Mofo-Preto, também conhecido como Carvdo do Bulbo ou Falso-Carvao, cujo
agente causal é o fungo Aspergillus niger®. Este patdgeno, responsavel por danos
pos-colheita, € uma das principais causas da deprecia¢do comercial dos bulbos de
cebola no Brasil, muitas vezes resultando na comercializacdo dos mesmos sem
pelicula de protecio, devido ao escurecimento provocado pelo fungo®.

O género Aspergillus, descrito pela primeira vez no ano de 729 pelo Padre
Florentino e pelo micologista Pietro Antonio Micheli, compreende uma variedade
de fungos que se reproduzem exclusivamente de forma assexuada. Tais fungos, de
relevancia econdmica significativa, encontram-se amplamente distribuidos e sdo
utilizados em diversos processos industriais, principalmente na industria

alimenticia e farmacéutica®®.
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As caracteristicas peculiares do Aspergillus niger, em particular, incluem
sua preferéncia por ambientes de baixa umidade, sendo capaz de crescer em
condicdes de baixo potencial hidrico, 0 que o0 torna um dos primeiros colonizadores
em grios e sementes com teor reduzido de agua®.

Em sintese, a compreensdo das interacbes entre a cebola e o fungo
Aspergillus niger reveste-se de importancia fundamental para explorar
estrategicamente a contaminacéo natural da cebola por esse fungo'!. Tal abordagem
visa ndo apenas mitigar potenciais perdas econdmicas decorrentes da infestacao,
mas também explorar ativamente essa interacdo para fins benéficos,
especificamente no cultivo e isolamento controlado do Aspergillus niger visando a
producéo de enzimas pectinases®?.

Ao compreendermos melhor os mecanismos subjacentes a relacdo entre a
cebola e o Aspergillus niger, podemos direcionar esforgos para otimizar condi¢fes
de cultivo que favorecam a proliferacdo controlada desse fungo e,
consequentemente, a producdo das enzimas pectinases®®.

Portanto, ao invés de simplesmente combaté-lo como um patdgeno,
podemos explorar o potencial do Aspergillus niger presente na cebola como uma
fonte viavel para a obtencdo de enzimas pectinases, agregando valor a cadeia
produtiva da cebola e contribuindo para a oferta de produtos enzimaticos de alta
qualidade e aplicabilidade em diversos setores industriais, incluindo alimentos,
téxtil, papel e outros!*.

Este estudo investigou a producdo de pectinases pelo Aspergillus niger
isolado de cascas de cebolas, empregando o método de teste em agar pectina para
avaliar a capacidade do fungo em degradar substancias pécticas presentes no meio
de cultivo. Através da observacao da formacdo de halos de degradacdo em placas
de &gar pectina, buscamos confirmar a atividade pectinolitica do Aspergillus niger
isolado, demonstrando a viabilidade do uso de cebolas como substrato para o

cultivo e producdo dessas enzimas.
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METODOLOGIA

As amostras de fungos foram coletadas a partir de cascas de cebolas
adquiridas em um supermercado local. Essas amostras foram inoculadas em meio
de cultura de &gar sangue por 4 dias a 35,7 °C. Apés o periodo de incubagdo, as
colénias formadas foram examinadas, sendo selecionadas aquelas com
caracteristicas morfologicas compativeis com Aspergillus niger para posterior
isolamento.

As col6nias selecionadas foram transferidas para novas placas de éagar
sangue em quatro repiques sucessivos, visando isolar exclusivamente Aspergillus
niger. A confirmacdo do género e a identificacdo do isolado fungico ao nivel de
espécie foram realizadas por meio da analise de caracteristicas macroscopicas,
como o diametro, cor e textura da colonia, bem como a presenca ou auséncia de
rebordo, zonacdo e rugosidade, juntamente com caracteristicas microscépicas,
como hifas, conidios e esporos. Essa identificacdo foi comparada com literaturas
especializadas, conforme descrito por Martins et al. (2013) em estudos anteriores
sobre fungos em materiais de bibliotecas e acervos®®.

Finalmente, as col6nias isoladas foram submetidas a analise microscépica
para confirmar a presenca das caracteristicas morfoldgicas tipicas de Aspergillus
niger, assegurando a correta identificacdo do fungo desejado.

Para a realizacdo da fermentacdo em meio semi-sélido, conforme a
metodologia adaptada descrita por Costa et al. (2021) foram empregadas cascas de
maca trituradas como substrato em um recipiente Erlenmeyer*. Amostras do fungo
Aspergillus niger, previamente cultivado em meio de &gar sangue, foram inoculadas
nas cascas de maca. Este procedimento foi conduzido com o objetivo de promover
0 crescimento do fungo e induzir a producdo de pectinase por meio de uma
fermentacdo natural. Os recipientes Erlenmeyer contendo as cascas de macé e as
amostras de Aspergillus niger foram mantidos em condi¢cGes ambientais
apropriadas para o crescimento por um periodo de trés semanas. Durante este

intervalo, a fermentacdo ocorreu de maneira controlada, favorecendo a
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multiplicacdo do fungo e a subsequente producdo da enzima pectinase, essencial
para a degradacgéo da pectina presente nas cascas de maca.

Apds o intervalo de fermentacdo o sobrenadante, que continha as enzimas
produzidas durante a fermentacdo, foi separado por meio de centrifugacéo,
resultando na concentragéo das atividades enzimaticas associadas aos fungos*®.

Foi realizada a partir da metodologia usada por Uenojo e Pastore (2007), a
preparacdo do meio de cultivo agar pectina, a partir do agar Sabouraud Dextrose
suplementado com 2% de pectina citrica, para conduzir testes de avaliacdo da
producdo de pectinases?’.

A deteccdo da atividade pectinolitica foi realizada pela observacdo da
formacdo de halos ao redor das col6nias, indicativos do consumo de pectina
presente no meio de cultura. Para facilitar a visualizacdo dos halos, foi utilizada
uma solucéo de lodo 2%, proporcionando uma identificagdo mais precisa das areas
onde ocorreu a degradacio da pectina®.

RESULTADOS
O microrganismo foi selecionado a partir de cebolas contaminadas pelo

fungo, adquiridas em um mercado local. A Figura 1 ilustra o crescimento dos

microrganismos inoculados em placa de Petri.

Figura 1. Microrganismos‘isoladbs de cascas de cebola, cultivados em meio de agar
sangue por 4 dias a 35,7 °C. Imagem com resolucdo de 220 DPI.
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Utilizando o método de estriamento em placa para captacdo dos esporos do
microrganismo, foram realizados sucessivos repiques, como mostrado na Figura 2
e 3 permitindo isolar exclusivamente o Aspergillus niger. Dentre as 4 placas
ilustradas, foi selecionada apenas a Figura 3 para ser analisada através de

microscopios com corante de azul de metileno.

/ L

Figura 2. Microrganismos isolados de amostras da cultura apresentada na Figura 1,
cultivados em meio de &gar sangue por 4 dias a 35,7 °C, visando o isolamento de
col6nias de Aspergillus niger. Imagem com resolucéo de 220 DPI.

Figura 3. Isolamento do Aspergillus niger a partir da colbnia 2 da Figura 2, com
caracteristicas macroscopicas tipicas, selecionada para analise microscopica de
aumento apds cultivo em &gar sangue por 4 dias a 35,7 °C. Imagem com resolucdo
de 220 DPI.

Os resultados observados nas analises das laminas, apresentados na Figura
4 e 5, revelam caracteristicas tipicas do Aspergillus niger, incluindo células
conidiogénicas, hifas, conidios e conidiéforos, conforme descrito na literatura

especializada para a identificacdo deste fungo. Apo6s a identificacdo dos
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microrganismos, estes foram transferidos para Erlenmeyers contendo cascas de

macas, dando inicio ao processo de fermentacdo em estado semi-sélido.

Figura 4. Aspergillus niger visualizado com objetiva de 40x, apresentando
caracteristicas microscopicas tipicas, como conidios esféricos ou elipsoidais
dispostos em cadeias e hifas septadas. Imagem com resolucéo de 220 DPI.

Figura 5. Aspergillus niger corado com azul de metileno visualizado com objetiva
de 10x. Imagem com resolugdo de 200 DPI.

A fermentacdo em estado semi-sélido foi conduzida utilizando 68,5 g de
cascas de macd trituradas. As cascas trituradas, combinadas ao in6culo de
Aspergillus niger correspondente a aproximadamente 11,8 cm? da area da placa,
foram acondicionadas em um erlenmeyer e mantidas em capela, em temperatura
ambiente, em local isolado com baixa iluminacdo durante trés semanas para
estimular o processo fermentativo. Ao longo desse periodo, foi possivel observar a
degradacdo progressiva das cascas de macd, evidenciada pela mudanca na textura e
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cor do substrato. No final das trés semanas, foi obtido um liquido resultante da
fermentacdo, indicando a eficiente degradacdo do material solido pelas enzimas
produzidas pelo Aspergillus niger. Este liquido foi entdo coletado para andlises
subsequentes, com o objetivo de avaliar a concentracdo das enzimas pectinases e a
eficiéncia do processo fermentativo.

O substrato obtido ap6s a fermentacdo foi submetido a um processo de
centrifugacdo inicial a 4000 rpm durante 30 minutos. AplOs esta etapa, o
sobrenadante foi descartado e o residuo sélido resultante foi centrifugado
novamente por mais 10 minutos. O aglomerado que permaneceu apos a segunda
centrifugacdo foi entdo aplicado em placas contendo &gar pectina para a realizaco
de testes de avaliacdo da producdo de pectinases.

Inicialmente, utilizamos o meio de cultivo agar Sabouraud Dextrose como
base e o suplementamos com pectina citrica. Essa abordagem foi selecionada
visando realizar testes direcionados a avaliacdo da producao de pectinases. A Figura
6 proporciona uma visualizacdo da placa de &gar pectina preparada, destacando as

caracteristicas essenciais deste meio de cultivo especifico.
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Figura 6. Meio de cultura agar pectina preparado. Imagem com resolucdo de 220
DPI.

A atividade pectinolitica foi determinada pela formacéo de halos em placas
de agar pectina. Apds a aplicacdo da mistura contendo cascas de maca trituradas,
Aspergillus niger e enzimas na placa, halos claros foram observados ao redor da

area de aplicacéo, indicando a degradagéo da pectina presente no meio de cultivo.
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Para analise os diametros das placas, dos aglomerados e dos halos foram
medidos com auxilio de uma régua. As trés placas de agar pectina possuiam
diametros de 55 mm, o aglomerado de cascas de maca com Aspergillus niger e
enzimas apresentaram um diametro de 7 mm nas trés amostras, enquanto os halos
de degradac&o ao redor do aglomerado atingiram didmetros de 25 mm apdés 48h, 38
mm apds um periodo de 72h e 47 mm ap6s 96h. Esses halos sdo evidenciados nas
Figuras 7, 8 e 9, corroborando os resultados obtidos.

Figura 7. Formacdo de halo devido a degradagdo da pectina cultivada em agar
pectina por 96h a 35,7 °C. Imagem com resolugédo de 220 DPI.

Figura 8. Diametro do halo medido ap6s a aplicagcdo de solugdo de iodo a 2%,
conforme descrito por Silva et al. (2020).
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Figura 9. Presenga de halos de A: 25 mm, B: 38 mm e C: 47 mm. Imagem com
resolucéo de 220 DPI.

DISCUSSAO

O uso de cebolas como substrato para o isolamento e cultivo de Aspergillus
niger visando a producdo de enzimas pectinoliticas apresentou resultados
promissores, destacando a Vviabilidade dessa abordagem para aplicagdes
biotecnologicas'®. A selecdo direta a partir de alimentos contaminados, como
cebolas, é vantajosa por diversos motivos: a facilidade de acesso, o baixo custo e a
alta probabilidade de encontrar fungos ja adaptados a decompor material vegetal?°.
As etapas de cultivo e isolamento, seguidas de analises microscopicas, garantiram
a obtengdo de uma cultura pura de Aspergillus niger, confirmada pelas
caracteristicas morfologicas tipicas observadas nas laminas coradas®®.

A fermentagcdo em meio semi-sélido utilizando cascas de maga trituradas foi
eficaz para a producéo de pectinases. A escolha das cascas de magd como substrato
baseou-se na sua composicao rica em pectina, que serve de indutor para a producgao
dessas enzimas pelo Aspergillus nigert. O processo fermentativo, conduzido ao
longo de trés semanas, resultou em uma degradacao significativa do substrato,
evidenciada pela alteracdo na textura e na cor das cascas e pela formacdo de um
liquido fermentado, indicando a atividade enzimatica?®.

O processo de centrifugacdo permitiu a separacdo eficiente do sobrenadante
e a concentracdo do material enzimatico. A formacdo de halos claros ao redor do
aglomerado nas placas de agar pectina foi um indicador visual direto da atividade
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enzimatica, demonstrando a capacidade do Aspergillus niger de produzir pectinases
eficazes na degradacdo da pectina?.

A preparacdo do meio de cultivo &gar pectina, a partir do agar Sabouraud
Dextrose suplementado com pectina citrica, foi essencial para os testes de atividade
enzimatica. Essa preparacdo permitiu uma avaliagdo precisa da atividade
pectinolitica das enzimas produzidas, com as placas de agar pectina mostrando
halos de degradacdo ao redor do aglomerado de cascas de maca e Aspergillus
niger®’.

A comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com os de Anisa e
colaboradores (2024) revela variagOes na formacéao de halos de pectina ao redor dos
aglomerados de Aspergillus niger?®. Enquanto este estudo mostrou halos
significativos apds 72 horas, com diametros de 38 mm, Anisa e colaboradores
observaram halos de 3 a 4 mm no mesmo periodo?®. Essas diferencas sugerem
variagbes na atividade pectinolitica do Aspergillus niger, possivelmente
influenciadas por diferentes condicGes de cultivo, composicdo do meio de cultura e
caracteristicas genéticas das linhagens utilizadas®*.

Os resultados obtidos neste estudo tém importantes implicagdes para a
producdo industrial de enzimas. A utilizacdo de substratos acessiveis e de baixo
custo, como cascas de macd e cebolas contaminadas, pode reduzir
significativamente os custos de producéo de pectinasest. Além disso, a eficiéncia
da producdo enzimatica por Aspergillus niger demonstrada aqui sugere que esse
método pode ser viavel para aplicagdes industriais. As pectinases produzidas podem
ser aplicadas em diversos processos industriais, como a clarificacdo de sucos, a
extracio de 6leos vegetais e a melhoria da qualidade de vinhos, entre outros?®.

A utilizacdo de residuos agroindustriais, como cascas de macéd e cebolas,
promove a reducdo de residuos e a valorizacdo de subprodutos, contribuindo para
uma producdo mais sustentavel e economicamente viavel®®. Portanto, o estudo
destaca 0 potencial de substratos naturais na biotecnologia, incentivando futuras

pesquisas e a aplicagéo industrial em larga escala.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam a possibilidade de que cebolas contaminadas
possam servir como uma fonte para o isolamento de Aspergillus niger e que cascas
de maca trituradas sejam um substrato potencialmente adequado para a producéo
de enzimas pectinoliticas por fermentacdo em estado semi-sélido. As metodologias
empregadas, incluindo a adaptacao de técnicas para a preparacao de agar pectina e
a avaliacdo da atividade enzimatica, forneceram dados que sugerem a viabilidade
do processo, embora dentro das limitacbes do estudo. A atividade pectinolitica
observada aponta para o potencial industrial dessas enzimas, destacando a
relevancia de explorar substratos naturais como alternativa para a bioprospeccéo e
producdo de biocatalisadores, contribuindo para avangos sustentaveis na

biotecnologia.
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