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RESUMO

O estudo investigou a producéo e caracterizacdo da poligalacturonase (PG) pelo fungo
Nigrospora gorlenkoana, utilizando casca de cacau como substrato em fermentacdo em
estado solido. A pesquisa buscou alternativas sustentaveis para aproveitamento de
residuos agroindustriais e producdo de biocatalisadores de interesse industrial. Os
resultados mostraram que a enzima apresentou maior atividade em pH 5 e 50 °C, com
boa estabilidade em diferentes faixas de pH, termoestabilidade em temperaturas
moderadas e parametros cinéticos que indicam afinidade pelo substrato (Km = 2,75
mg/mL; Vmax = 2,35 pmol/min).Entre os sais testados, o KCI foi o mais eficaz na
preservacado da atividade, enquanto o CaCl, exerceu efeito inibitério acentuado. Essas
caracteristicas reforcam o potencial biotecnologico da PG para aplicacdo em setores
como alimenticio (clarificagdo de sucos), téxtil e farmacéutico, especialmente em
processos que demandam condi¢des levemente acidas e temperaturas intermediarias.
O uso da casca de cacau demonstrou-se eficiente, agregando valor a um residuo
agricola e contribuindo para préaticas de economia circular.

PALAVRAS-CHAVE: Casca de cacau, Nigrospora gorlenkoana, Fermentacdo em
estado solido, Poligalacturonase.

ABSTRACT

The study investigated the production and characterization of polygalacturonase (PG) by
the fungus Nigrospora gorlenkoana, using cocoa husk as a substrate in solid-state
fermentation. The research aimed to explore sustainable alternatives for the utilization
of agro-industrial residues and the production of biocatalysts of industrial relevance. The
results showed that the enzyme exhibited optimal activity at pH 5 and 50 °C, with good
stability across a range of pH values, moderate thermal stability, and kinetic parameters
indicative of substrate affinity (Km= 2.75 mg/mL; Vmax= 2.35 pmol/min). Among the salts
tested, KCI was the most effective in preserving enzymatic activity, while CaCl, had a
markedly inhibitory effect. These characteristics highlight the biotechnological potential
of PG for applications in sectors such as food (juice clarification), textile, and
pharmaceutical industries, particularly in processes requiring mildly acidic conditions and
intermediate temperatures. The use of cocoa husk proved to be efficient, adding value
to an agricultural residue and contributing to circular economy practices.
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INTRODUCAO

A crescente demanda por biocatalisadores sustentaveis tem impulsionado a
busca por enzimas microbianas obtidas a partir de residuos agroindustriais. Entre essas
enzimas, as poligalacturonases (PGs) destacam-se por catalisar a degradagdo de
pectinas, polimeros abundantes na parede celular de vegetais. Tais enzimas exercem
papel central na indlstria alimenticia, principalmente na clarificagdo de sucos, e
apresentam ainda aplicabilidade nos setores téxtil e farmacéutico, em que processos de
hidrélise controlada sdo desejaveis (GUIMARAES et al., 2022; PATEL; KUNJADIA;
PARMAR, 2023).

O género Nigrospora retne fungos filamentosos reconhecidos pela capacidade
de secretar enzimas hidroliticas de interesse industrial. Entre suas espécies, Nigrospora
gorlenkoana destaca-se como potencial produtora de PGs em condigbes de
fermentag@o em estado sélido (FES), técnica vantajosa por simular o ambiente natural
de crescimento dos fungos, apresentar baixo custo e possibilitar o uso de substratos
lignocelul6sicos de facil obtencdo (BHADRA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2024).

A casca de cacau (Theobroma cacao L.), residuo abundante da agroindustria
cacaueira, apresenta elevado teor de carboidratos e pectina, configurando-se como
substrato promissor para a producdo enzimatica. O aproveitamento desse material
agrega valor a um subproduto frequentemente descartado de forma inadequada, além
de contribuir para praticas de economia circular e para a reducdo de impactos
ambientais (ANORAGA et al., 2024).

Nesse contexto, a caracterizacdo da poligalacturonase de N. gorlenkoana obtida
em FES com casca de cacau mostra-se relevante, fornecendo informacgdes sobre suas
propriedades bioquimicas e evidenciando seu potencial de aplicacdo em processos

industriais sustentaveis.

MATERIAIS E METODOS

O fungo Nigrospora gorlenkoana foi obtido da Micoteca da Universidade do
Estado da Bahia e cultivado em BDA a 30 °C por 5 dias (AGARWAL; KULHARA,; BISEN,
1977). A casca de cacau (Theobroma cacao L.) higienizada e esterilizada foi utilizada
como substrato em fermentacéo em estado solido, conduzida em Erlenmeyers com 30

g do residuo suplementado com peptona (3%) e inoculado com 108 esporos/mL,
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incubado a 30 °C por 7 dias, empregando-se o planejamento Doehlert para otimizacao
(BEZERRA et al., 2008).

O extrato enziméatico foi obtido por agitacdo em tampdo acetato pH 5,5,
centrifugacao, precipitacdo com sulfato de amoénio e didlise (ORTIZ et al., 2012). A
atividade foi determinada com acido poligalacturénico como substrato e acucares
redutores medidos pelo método DNS (MILLER, 1959).

A caracterizacdo incluiu determinacao de pH e temperatura 6timos, estabilidade
frente a variacdes de pH (CUI et al., 2021) e temperatura, além da estimativa de K e
Vmax por curvas de Michaelis-Menten e da influéncia de cations metélicos (SANTOS et
al., 2024). Os experimentos foram conduzidos em triplicata, com andlise estatistica pelo
teste t de Student (p < 0,05) utilizando Statistica 10.0 e Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento Doehlert permitiu avaliar os efeitos do pH e da temperatura na
producéo de poligalacturonase por Nigrospora sphaerica. A atividade enzimatica variou
entre 0,217 e 0,533 pmol/min, sendo a maior resposta observada a 50 °C e pH 5, com
média de 0,537 pmol/min (Figura 1). Essa condi¢cdo representou o ponto 6timo,
enguanto valores extremos de acidez ou alcalinidade resultaram em menor atividade,

comportamento semelhante ao descrito para outras poligalacturonases fangicas (CUI et
al., 2021).
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Figura 1. Superficie de resposta mostrando a influéncia do pH e da temperatura na

atividade da poligalacturonase produzida por Nigrospora gorlenkoana
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A andlise de variancia (ANOVA) indicou que o modelo quadratico ndo foi
significativo (F calculado = 6,49 < F tabelado = 9,01). No entanto, a falta de ajuste ndo
se mostrou significativa (F = 0,22 < 18,51), o que valida a adequac&o do modelo dentro
da faixa experimental avaliada.

A poligalacturonase de N. gorlenkoana apresentou elevada estabilidade frente
ao pH, preservando mais de 97% da atividade residual entre pH 3 e 7, com melhor
desempenho em pH 5 (99%). A andlise cinética, ajustada pelo modelo de Lineweaver-
Burk (R2 = 0,9889), revelou valores de Ky de 2,75 mg/mL € Vmax de 2,35 pmol/min,
indicando afinidade pelo substrato e eficiéncia catalitica comparavel as de outras
poligalacturonases relatadas na literatura (LIU et al., 2023).

Quanto a termoestabilidade, a enzima manteve aproximadamente 83% da
atividade ap6s 50 minutos a 50 °C, mas apresentou perdas em temperaturas mais
elevadas. A 70 °C e 80 °C, a atividade residual reduziu-se para cerca de 32% e 38%,
respectivamente, evidenciando desnaturagcdo sob condi¢cdes extremas. Esses
resultados reforcam que a enzima apresenta perfil tipico de poligalacturonases fungicas,
com estabilidade em faixa de pH (4 a 6) e parametros cinéticos promissores para
aplicacdes biotecnoldgicas, especialmente em processos que demandam condi¢cdes
levemente &cidas e temperaturas intermediarias (SANTOS et al., 2024).

A influéncia de sais mostrou que o KCI foi o mais eficaz na preservacao da
atividade enzimatica, enquanto o CaCl, apresentou efeito inibitério marcante. O NaCl
causou reducdo moderada, e FeCl, e NH, Cl mantiveram estabilidade intermediaria.
Esses resultados indicam que ions monovalentes, sobretudo o K*, favorecem a
estabilidade da poligalacturonase, ao passo que cations divalentes tendem a

comprometer sua conformacéo ativa.

CONCLUSOES/CONSIDERACOES

O presente trabalho confirma a viabilidade da producdo de enzimas hidroliticas
de interesse industrial por fungos do género Nigrospora cultivados em residuos
agroindustriais. A casca de cacau mostrou-se um substrato eficiente para a producéo
de poligalacturonase por Nigrospora sphaerica. A enzima apresentou maior atividade
em pH 5 e 50 °C, além de estabilidade em diferentes faixas de pH, termoestabilidade a
temperaturas moderadas e parametros cinéticos que indicam boa afinidade pelo

substrato. Esses achados reforcam o potencial biotecnolégico da poligalacturonase,
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especialmente para processos que demandam condi¢des levemente acidas e

temperaturas intermediarias.
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