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RESUMO

O mercado de enzimas tem crescido consideravelmente nos ultimos
anos. Tais enzimas desempenham papel importante em diversos segmentos
industriais, principalmente no ramo alimenticio. Atencdo especial vem sendo
dada a busca de solugdes alternativas que reduzam os custos de producdo e o
desenvolvimento de processos que ndo venham a agredir o ambiente. O descarte
de residuos € um dos grandes problemas enfrentados por diversos segmentos
agroindustriais, ja que estes representam um grande potencial poluidor, além de
perda de biomassa e nutrientes de alto valor. Esses residuos podem ser utilizados
como fonte de carbono por microrganismos em diversos processos
fermentativos, para a obtencdo de produtos de alto valor agregado, tais como
enzimas. As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias
pécticas, as quais podem ser despolimerizantes ou desesterificantes e sao
produzidas por plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras. Preparacdes
comerciais geralmente incluem um “pool” dessas enzimas, as quais t€m sido
aplicadas em diferentes processos industriais, principalmente na clarificacéo de
sucos. Os fungos tém sido extensivamente estudados quanto & producdo de
pectinases, por se adaptarem a uma série de substratos incluindo residuos
agricolas e agroindustriais. Diversos trabalhos relatam o fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries como um bom produtor dessas enzimas,
entretanto, o estudo de pardmetros tais como pH, temperatura, aeragao,
condicdes de cultivo, tipo de fermentacédo, escolha da linhagem e conhecimento
dos padrdes genéticos é de particular importancia na eficiéncia do processo. O
uso de marcadores moleculares tais como o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) tem auxiliado na identificacdo de isolados fungicos. Essa
técnica mostrou-se eficiente na anélise de variabilidade genética e identificacao
de isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries pelo
sequenciamento da regido ITS do rDNA. Os diferentes substratos avaliados
permitiram o crescimento e a sintese de enzimas do complexo pectinolitico pelos
isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries os quais resultaram
em diferentes indices enzimaticos.

Palavras-chave: Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries. Pectinases.
Residuo agroindustrial. Padrdes genéticos. RAPD.



ABSTRACT

The enzymes market has grown considerably in recent years. These
enzymes play an important role in various industries, mainly in the food
industry. Special attention has been given to the search for alternatives that
reduce production costs and developing processes that will not harm the
environment. Disposal of waste is a major problem faced by many agribusiness
segments, as these represent a major potential pollution, and loss of biomass and
nutrients of high value. These residues can be used as carbon source by many
microorganisms in fermentation processes to obtain products of high added
value, such as enzymes. The pectinases are a group of enzymes that degrade
pectic substances, which can be despolimerizantes or desesterificantes and are
produced by plants, filamentous fungi, bacteria and yeast. Commercial
preparations usually include a "pool” of these enzymes, which have been applied
in different industrial processes, especially in the clarification of juices. The
fungi have been extensively studied for the production of pectinases by adapting
to a variety of substrates including agricultural and agribusiness. Several studies
have reported the fungus Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries as a
good producer of these enzymes, however, the study of parameters such as pH,
temperature, aeration, culture conditions, type of fermentation, choice of strain
and knowledge of genetic patterns is of particular importance in the efficiency
process. The use of molecular markers such as RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) has assisted in the identification of fungal isolates. This
technique was efficient in the analysis of genetic variability and identification of
isolates Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries by sequencing the rDNA
ITS region. The substrates evaluated allowed the growth and the synthesis of
pectinase by isolates of Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries which
resulted in different enzyme levels.

Keywords: Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries. Pectinase.
Agroindustrial residue. Genetic patterns. RAPD.
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1 INTRODUGAO GERAL

A tecnologia enzimatica é hoje um dos campos mais promissores dentro
das novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. Os
processos industriais biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e
também menor consumo energético, uma vez que as enzimas sao biodegradaveis
e altamente especificas, minimizando efeitos indesejaveis. Além disso, podem
ser usadas para substituir produtos quimicos que agridem o meio ambiente
(BON, 2002; MITIDIERI et al., 2002).

A exploragdo da biodiversidade na busca de novos catalisadores por
técnicas de selecdo de microrganismos, de plantas ou células animais
representam os métodos tradicionais de descoberta de novas enzimas para o
desenvolvimento da biocatélise em escala industrial. Os microrganismos neste
caso sdo de particular interesse devido ao curto periodo de geragdo, a grande
diversidade de processos metabdlicos e enzimas envolvidas, ndo havendo um
ndmero limitado de microrganismos na natureza que possam ser testados, 0s
quais sdo bastante diferentes entre si. Microrganismos isolados em territério
brasileiro tém demonstrado excelente potencial biocatalisador frente a diferentes
substratos organicos de interesse (CARVALHO, etal., 2005).

Os processos fermentativos que empregam a utilizacdo de residuos
agroindustriais constituem um dos métodos mais utilizados para a producéo de
enzimas, pelo qual os microrganismos retiram do meio em que estdo
acondicionados, o material necessario para a sua subsisténcia, € a0 mesmo
tempo liberam no meio, substancias que poderdo ser empregadas em processos
industriais. Dentre os processos fermentativos utilizados, tém-se a fermentacéo
submersa e a fermentagdo em estado sélido (FEITOSA, 2009). No presente
trabalho utilizou-se a fermentagdo submersa, caracterizada por um meio de
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cultivo liquido com diferentes residuos agroindustriais tais como casca de café,
laranja, maracuja e uva, os quais foram utilizados como fonte de pectina.

Para disponibilizagdo dessas enzimas a indlstria é necessario a obtencao
de isolados com alta producdo enzimatica, sendo necessério, além de estudos
fisiolégicos, desenvolvimento de estudos genéticos que possibilitem o
melhoramento de linhagens selecionadas (FINCHAM, 1989). Varios recursos
sdo utilizados para identificacdo e caracterizacdo de fungos. Todos os aspectos
devem ser levados em consideracao, incluindo os morfolégicos, os fisioldgicos e
0s comportamentais, como Vviruléncia, taxa de crescimento e producdo de
conidios, permitindo assim uma me lhor discriminagéo de isolados (LEAL, 1996;
ALVES et al., 1998).

Com os avangos na biologia molecular, modernas e poderosas técnicas
moleculares surgiram. Entre elas, a PCR (Polimerase Chain Reaction) que tém
contribuido para a deteccdo da variabilidade genética em diversos organismos,
principalmente entre fungos. Com base nos principios Williams et al. (1990)
descreveram um nova técnica de marcadores moleculares, baseada na
amplificacdo, que ndo requer conhecimento prévio da seqiéncia alvo do DNA.
Esta técnica chamada RAPD (Random Amplified Polymorphic) tem aplicacao
bastante variada, como mapeamento genético, verificacdo da variabilidade
genética, estudos de taxonomia, entre outras, e tem sido muito utilizada no
estudo da variabilidade ou polimorfismo genético e na caracterizacdo de
linhagens de fungos de uma mesma espécie (PIRES, 2002).

O presente trabalho foi dividido em dois ensaios distintos. O primeiro
ensaio constituiu-se na identificacdo molecular de isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries, baseada em marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA). J& o segundo ensaio teve por objetivo avaliar o
potencial de producdo de enzimas do complexo pectinolitico por esses isolados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cladosporium cladosporioides

O fungo Cladosporium cladosporioides € um dos fungos mais comuns,
com ocorréncia registrada em todas as partes do mundo sendo encontrado como
saprofita, contaminante do ar e alimentos, com funcdo biologica importante na
decomposicdo de matéria organica sendo também forte competidor com outros
microrganismos (SAMSON et al., 2000).

E um fungo entomopatogénico de ocorréncia natural, também usado
amplamente no controle bioldgico de diversas espécies de insetos. E considerado
um fungo endofitico, vive no interior dos grdos sem causar danos aos mesmos e
estd largamente disseminado no ar e na matéria organica (OLIVEIRA et al.,
2004). De acordo com Paula (2001), microrganismos endofiticos sdo,
principalmente, fungos e bactérias que ocorrem no tecido interno das plantas,
especialmente em suas partes aéreas, e ndo produzem qualquer efeito patogénico
detectavel nas plantas; ao contrario, possuem relagdo simbiética, de que os dois
organismos se beneficiam.

As caracteristicas distintivas que mais auxiliam na identificacdo dessa
espécie sdo a cicatriz proeminente nos conidios, conidiéforos sem nodulos,
conidios sem septos ou com apenas um septo e, principalmente, o formato do
conidio elipsoidal ou limoniforme (Figura 1) e as colénias se apresentam com
coloracdo verde-oliva até marrom-esverdeado e textura aveludada (Figura 2). E
facilmente isolado de solo, fruto, folhas e gréos do cafeeiro (PEREIRA et al.,
2005).
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Figura 1 Caracteristicas morfoldgicas de Cladosporium cladosporioides
Fonte: Adaptado de Studies in Mycology (2010)

Figura 2 Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
Fonte: do autor

A dindmica de Cladosporium cladosporioides é tipica dos fungos
saprofitas. Externamente, o fungo ocorre sobre o fruto durante todas as fases do
desenvolvimento. Inicialmente, nos meses de outubro até marco, com os frutos
nos estagios de chumbinho até verde-cana, esta colonizacdo é menos intensa,
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nao excedendo 25% dos frutos. Este fato se deve principalmente a presenca de
produtos fendlicos no fruto, como o tanino que apresenta acdo fungitoxica. A
partir do més de abril a colonizacdo comeca a se acentuar atingindo o indice
maximo nos meses de maio e junho, quando o café ja se encontra em estado de
maturacdo avancado, chamado cereja (PIMENTA, 1995).

Pereira (2006) relatou a presenga de Cladosporium cladosporioides,
colonizando principalmente os frutos do tipo cereja, com frequéncia de 7% e
14% dos gréos, nos anos de 2002 e 2003, respectivamente, ndo havendo
diferenca significativa entre esses os dois anos. Ja Alves e Castro (1998)
isolaram fungos presentes nas fases de maturacdo de cafés cultivados na cidade
de Lavras, Minas Gerais e observaram uma rapida colonizacao dos tecidos por
Cladosporium sp em frutos injuriados. O género Cladosporium foi isolado em
todas as fases, porém com maior incidéncia nas fases passa e seco no pé.

O fungo Cladosporium sp. tem sido relatado associado a cafés de boa
qualidade em varias regifes, 0 que despertou o interesse para 0 Seu USO COMO
agente antagonista aos fungos deletérios a qualidade do café (PEREIRA et al.,
2001). Um provavel mecanismo de acdo de Cladosporium seria um consumo
muito rapido do substrato presente no fruto (mucilagem), impedindo ou
amenizando o estabelecimento de outros fungos. Esta acdo impediria, entdo, a
ocorréncia de fermentagdes indesejaveis como a butirica e propionica devido a
falta de substrato (PEREIRA, 2002). Alves (1996) sugere também que a acéo do
Cladosporium pode estar associada a producdo de compostos benéficos a
gualidade da bebida.

Em trabalhos realizados por Alves (1996) sobre a relagdo entre a
populacdo fungica e a bebida, verificou-se uma associacao entre Cladosporium e
a bebida de boa qualidade (dura para melhor), principalmente nos cafés
beneficiados das cidades de Lavras e Patrocinio, nos quais demonstrou maior
incidéncia.
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Tendo em vista o potencial de Cladosporium cladosporioides para o
biocontrole de insetos e de fungos produtores de toxinas em grdos de café,
Oliveira et al., (2004) identificaram e quantificaram a distribuicdo do fungo
Cladosporium cladosporioides em amostras de solo, bem como em frutos de
café na arvore e em diferentes etapas do processamento pos-colheita, nas regides
produtoras de Coffea arabica do Estado da Bahia. Os resultados demonstraram
maior ocorréncia na Regido Oeste, onde se detectou sua presenca em 100% das
amostras de solo. Quanto aos diferentes estagios de maturacdo do fruto, foi
verificada maior ocorréncia de C. cladosporioides em frutos passa na planta e,
quanto ao processamento, em graos em coco.

Para Pereira et al., (2005), a dificuldade de detec¢do de Cladosporium
cladosporioides nas fases iniciais de desenvolvimento dos frutos pode estar
relacionada ao impedimento de sua manifestacdo, pela inibicdo dos préprios
compostos do fruto, ou pela presenga de outros fungos. O aumento gradual do
fungo coincide com a conversdo dos compostos fendlicos em aclcares
facilitando a colonizacdo interna do fruto.

Fungos deste género tém sido relatados ainda como bons produtores de
enzimas de interesse biotecnoldgico (FERNANDES, 2009; BASTOS; COSTA,;
MENESES, 2007). Fernandes (2009) avaliando o potencial enzimatico de
fungos filamentosos verificou que fungos do género Cladosporium apesar de
serem de mesma espécie, mas isolados de diferentes fontes, diferiram quanto ao
potencial enzimatico, sugerindo a existéncia de uma variabilidade genética entre
os isolados. Os resultados demonstraram destaque para as espécies de
Cladosporium cladosporioides. Meneses (2007) também verificou diferencas no
potencial enzimatico entre isolados de Cladosporium cladosporioide (Fres.) de
Vriess para a producdo das enzimas pectinoliticas poligalacturonase (PG) e
pectinametilesterase (PME).
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As modificacdes genéticas ttm sido usadas para melhorar a capacidade
de produgéo e secre¢do de enzimas por microrganismos (PUNT et al., 2002). A
manipulacdo genética pode aumentar ainda a produtividade na ordem de
melhorar as propriedades das enzimas, aumentar o rendimento e minimizar
efeitos na producdo de subprodutos indesejaveis (MEYER, 2008; HASAN et al.,
2006; BENNETT, 1998).

2.2 Uso de marcadores moleculares na identificacdo de fungos

Antes do advento dos marcadores moleculares, a caracterizagdo de
isolados flngicos era restrita, principalmente, a de marcadores morfolégicos. A
caracterizacdo morfoldgica como textura, pigmentagdo, velocidade de
crescimento da colbnia e producao de estruturas tipicas, embora (til, é bastante
limitada devido ao baixo nimero de caracteres passiveis de serem analisados.
Além disso, ndo permite definir as relagdes entre as espécies do mesmo género,
uma vez que os marcadores morfolégicos variam conforme as condicdes
ambientais tais como composicdo do meio utilizado e condicdes de incubacao,
apresentando limitacdes guanto ao seu uso eficiente. Podem ainda ser subjetivos,
pouco conclusivos e podem induzir a erros de interpretacdo quanto a
identificacdo das espécies em estudo, j& que, muitas vezes, coldnias atipicas de
um dos organismos podem assemelhar-se as colénias do outro (FUNGARO,
2004; URBEN & OLIVEIRA, 1999; BURGESS et al., 1995).

Entretanto, técnicas moleculares baseadas na andlise de fragmentos de
DNA possibilitam a rapida deteccdo de marcadores moleculares no estudo da
variabilidade genética, tanto para caracteres qualitativos quanto quantitativos
(GOUVEIA, 2004; BRAMMER, 2000). Os marcadores moleculares surgiram
devido a necessidade da deteccdo de polimorfismo genético diretamente no
DNA (GOUVEIA, 2004). Um marcador molecular é definido como qualquer
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fenotipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico
de DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Milach (1998) descreve que
marcadores moleculares sdo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou
mais individuos e sdo herdados geneticamente.

Para Anchorena-Matienzo (2002) os marcadores moleculares
apresentam certas vantagens sobre os marcadores morfolégicos por fornecerem
um namero ilimitado de marcas distribuidas aleatoriamente ao longo de todo o
genoma e também por serem independentes dos efeitos ambientais permitindo a
identificacdo precisa dos gendtipos.

O marcador RAPD é um dos tipos mais utilizados, sendo um tipo
especial de PCR utilizado para deteccdo de polimorfismo genético, representado
pelas diferencas em nimero ou comprimento das bandas entre isolados,
decorrentes da diferenca em nimero e localizacdo de sitios de ligagdo no DNA
(SWENSEN, 1995). Além disso, esses marcadores ndo requerem primers
espécie especificos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Tais
polimorfismos séo reconhecidos pela presenca de um fragmento amplificado em
um dos genomas em relacdo a auséncia destes mesmos fragmentos em outro
(LIMA etal., 2008).

Perfis de RAPD de representantes de varios géneros podem conter
bandas comuns a um outro género, enquanto outras bandas podem ser
exclusivas. Se varias espécies pertencentes a este género forem analisadas e uma
das bandas exclusivas do género estiver presente em todas elas, pode-se concluir
que esta banda é um marcador especifico do género. Da mesma forma, quando
se tem um perfil de RAPD de espécies de um mesmo género, algumas bandas
poderdo ser compartilhadas por algumas espécies, enquanto outras poderdo ser
exclusivas de uma dada espécie (FUNGARO & VIEIRA, 1998).

As técnicas moleculares vém se tornando de grande auxilio na

taxonomia, através de sequenciamento de regifes conservadas, como aquelas
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presentes nos nucleotideos das regides internas transcritas (ITS) do DNA
ribossomal (rDNA) (ROSA et al.,, 2006). Uma técnica muito utilizada para
taxonomia de fungos é a amplificacdo da regido ITS do rDNA por PCR
(MENEZES et al., 2010). As regides ITS evoluem rapidamente sendo
apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades de
uma mesma espécie. O fato de essas regifes aparecerem em grande nimero de
copias no genoma permite que sejam amplificadas e seqlienciadas com
facilidade (MORRICA etal., 1998).

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tem sido
usada na deteccdo de variabilidade genética ou polimorfismo genético em
organismos (ARAUJO et al., 2003). A utilizag&o do marcador molecular RAPD,
apesar de apresentar algumas limitagdes, tem-se mostrado Util nos estudos de
microrganismos, 0s quais ndo se tém muita informag&o genética, além de ser um
método simples e rapido e que necessita de pequenas quantidades de DNA para
dar inicio ao processo, revelando um grande niamero de marcas polimdrficas
(LIMA etal., 2008).

Para estimar os padrdes de similaridade genética com o uso de
marcadores moleculares, frequentemente sdo utilizadas técnicas multivariadas,
como as analises de agrupamento e a ordenagdo de uma representagdo
simplificada dos resultados. Um precursor destas anélises é a construcéo de uma
matriz de similaridade entre os genétipos que estdo sendo avaliados, obtida a
partir de um coeficiente de similaridade especifico (DUARTE, 1998).
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2.3 Substéncias pécticas

Substancias pécticas sdao macromoléculas glicosidicas de alto peso
molecular que formam o maior componente da lamela meédia, uma fina camada
de material adesivo extracelular entre as paredes primarias de células de vegetais
superiores (UENOJO & PASTORE, 2007). A caracteristica dominante da
pectina, o principal constituinte das substancias pécticas, é uma cadeia linear de
unidades de acido D-galacturbnico na qual propor¢des variaveis dos grupos
acidos (40 a 60 %) estdo presentes como esteres metilicos (PRADE et al., 1999).

Como muitos polissacarideos, a pectina é heterogénea quanto a sua
estrutura quimica, variando de acordo com a fonte, extragdo e fatores
ambientais. Quimicamente, a pectina ¢ formada por uma cadeia central de
algumas centenas a quase mil residuos de acido galacturénico unidos por
liga¢des a-1,4. Ligados a esta cadeia podem ser encontrados residuos de
ramnose (Figura 3). Os grupos carboxilicos do acido galacturbnico podem ser
parcialmente esterificados a grupamentos metil e parcialmente ou
completamente neutralizados por sodio, potassio e aménia. A pectina apresenta
ainda cadeias laterais formadas por moléculas de arabinose, galactose e xilose
ligados covalentemente aos carbonos 2 e 3 dos residuos de acido galacturdnico
ou ao carbono 4 dos residuos de ramnose (ALKORTA et al., 1998; KASHY AP
et al., 2001; GUMMANDI & PANDA, 2003).
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Figura 3 Estrutura primaria de substancias pécticas
Fonte: Adaptado de Martin (2006)

Baseado nos tipos de modificacdes da cadeia principal, as substancias
pécticas sdo classificadas em (ROMBOUTS e PILNIK, 1980):

a) protopectina: é o termo usado para descrever as substancias pécticas
insoliveis em agua, das quais se originam as substancias pécticas
soliveis;

b) acido péctico: sdo os acidos poligalacturdnicos cujos grupos
carboxilicos ndo apresentam esterificados com grupos metila;

c) acido pectinico: sdo os acidos poligalacturdonicos que contém
quantidades variaveis de grupos metoxilicos. Estes compostos
apresentam a propriedade de formar gel na presenga de acgucares e
cations divalentes;

d) pectina: € o nome genérico de misturas pécticas que contém &cido
pectinico como maior componente.

A pectina possui um alto valor como alimento funcional sendo
extensamente usada na indlstria de alimentos como agente geleificante,
estabilizante e como fibras nutricionais. Também é um componente abundante,
onipresente e multifuncional da parede celular de todas as plantas terrestres
(ALKORTA et al., 1998; MALLER, 2008). Em alguns casos, entretanto, as
substancias pécticas podem representar um problema nas varias etapas de
processamento de frutas e vegetais, visto que seu arraste, ap6s o rompimento da
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parede celular, pode causar turbidez em sucos ou incrustages em tubulagdes e
reatores industriais (MARTINS, 2006). Na industria de sucos e vinhos pode
causar ainda um aumento consideravel na viscosidade, dificultando os processos
de prensagem filtracdo e subsequente concentragdo, diminuindo assim o
rendimento da extracdo de sucos (SANTI, 2005).

Em razdo da grande diversidade de substancias pécticas presentes em
diferentes tecidos vegetais, existem varias enzimas capazes de degradar essas
substancias, que sdo denominadas enzimas pectinoliticas ou pectinases
(BAILEY & PESSA, 1990). A adicdo de enzimas pectinoliticas resulta na
degradacéo da pectina e outros componentes de alto peso molecular, diminuindo
a viscosidade e aumentando o rendimento dos sucos, ocasionando uma aparéncia
cristalina no produto final e reduzindo em até 50% o tempo de filtragdo
(SANTQOS, 2007).

2.4 Enzimas pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas ou pectinases formam um grupo heterogéneo
de enzimas que hidrolisam as substancias pécticas. Podem ser produzidas, em
diferentes combinagfes, por plantas e por microrganismos, como fungos,
leveduras e bactérias (SANTOS et al., 2008). S&o aplicadas nas industrias de
alimentos no amadurecimento de frutas, clarificacdo e reducdo de viscosidade
em sucos de frutas, tratamento preliminar do suco de uva para inddstrias
vinicolas, extracdo de polpa de tomate, fermentagdo de cha e chocolate,
tratamento de residuos vegetais, degomagem de fibras, enriquecimento protéico
de alimentos infantis e extragdo de 6leos (UENOJO & PASTORE, 2007).

Embora a pectina apresente outros aglcares em sua compos icdo, o termo
enzimas pectinoliticas, ou pectinases, refere-se ao grupo de enzimas que agem

sobre os residuos de acido galacturénico. Devido a presenca de varias formas de
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pectina na parede celular das plantas, sdo necessarias pectinas com diferentes
formas de agdo para sua degradacio (GUMMANDI & PANDA, 2003). Tais
enzimas podem ser induzidas por substratos pécticos ou produzidas
constitutivamente, dependendo do organismo estudado (MALDONADO &
STRASSER de SAAD, 1998). Nos processos industriais, as diferentes formas de
acdo das enzimas pectinoliticas sobre as substancias pécticas sdéo um parametro
importante para conduzir ao aproveitamento total da capacidade catalitica das
mesmas (ROCHA, 2010).

A biodegradacdo eficiente da pectina requer uma larga escala de
enzimas, incluindo tanto as que agem na cadeia principal como as que agem nas
cadeias laterais (VRIES et al., 2002). As principais enzimas pectinoliticas
sintetizadas por fungos sdo a poligalacturonase, pectinesterase e pectina liase,
sendo subdivididas, com base na acdo sobre substancias pécticas em dois
grupos: pectinases despolimerizantes e pectinases desesterificantes (CAMARGO
et al., 2005). As enzimas desmetoxilantes agem removendo grupos metil da
cadeia principal, enquanto as enzimas despolimerizantes rompem liga¢des a-1,4
entre monémeros de &cido galacturénico, tanto por hidrolise (hidrolases) quanto
por trans-eliminacdo (liases) (SANTI, 2005) (Quadro 1).

A pectinametilesterase e a poligalacturonase sdo enzimas do grupo das
hidrolases, enquanto pectina liase compde o0 segundo grupo, e agem
diferentemente sobre o polimero de pectina. A pectinametilesterase atua
especificamente sobre a molécula de pectina e a poligalacturonase age sobre o
acido poligalacturdnico hidrolisando ligacBes glicosidicas a -1,4, enquanto a
pectina liase tem acdo sobre a molécula de pectina altamente ramificada
(BUENO et al, 2005). As hidrolases, denominadas poligalacturonases sao
subdivididas, quanto ao mecanismo de acdo sobre a cadeia de pectato, podendo,
neste caso, atuar de forma randémica (atividade endo) ou a partir da extremidade
nao redutora da molécula (atividade exo) (SAKAI et al., 1993).
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Quadro 1 Classificacdo das enzimas pectinoliticas
PECTINASES DESPOLIMERIZANTES

Substrato

Enzima Modo de acao .
preferencial

_ hidrolise de ligagdes a-14 endo- | ]
Poligalacturonase (PG) | PG ou exo-PG 1 (mondmeros) e | Acido Péctico

exo0-PG 2 (dimeros)

Polimetilgalacturonase _
hidr6lise endo-PMG ou exo-PMG Pectina

(PMG)
Pectina liase (PL) trans-eliminagég I(Endo-PL OuU exo- Pectina
Pectato liase (PAL) trans—ellmma(;ag EndO'PL OU€X0- 1 Acido péctico

PECTINASE DESMETOXILANTE
Pectinametilesterase
(PME)

desesterificacao de grupos metil Pectina

Fonte: Alkorta et al., 1998; Kashyap et al., 2001

2.4.1 Pectina metil esterase (PME)

As pectinametilesterases (PME) desesterificam a pectina por hidrolise,
removendo os grupos metoxilicos da molécula de pectina e de acido pectinico
resultando na formacdo de acido péctico (GAVA, 1998). Durante a reacao
ocorre a quebra da molécula da agua e a adicdo de um hidrogénio a um carbono
da ligacdo e adicdo do grupo hidroxila a outro carbono, produzindo metanol e
pectina com baixo grau de metoxilagdo (TRIBESS, 2003) (Figura 4).
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Figura 4 Modo de ac¢do da pectinametilesterase
Fonte: Sathyanarayana & Panda, 2003

De acordo com Uenojo e Pastore (2007), a pectinaesterase age
preferencialmente no grupo metil éster da unidade de galacturonato proxima a
uma unidade ndo esterificada, apresenta valores de pH 6timo variandode 4a 8 e
temperatura Otima de 40 a 50° C. Esta presente em praticamente todas as
preparac@es enzimaticas comerciais para protecdo e melhoramento da textura e
firmeza de frutas e vegetais processados e na extracéo e clarificacdo de sucos de
frutas. Pode estar envolvida em mudancas das substancias pécticas durante
amadurecimento, estocagem e processamento de frutas e vegetais.

A pectina desmetoxilada é chamada acido poligalacturénico ou &cido
péctico. Microrganismos podem degradar a pectina diretamente, por clivagem
em oligdbmeros metoxilados, ou ap6s desmetoxilacdo da pectina, ou mesmo, pela
acéo da enzima pectinaestarese (EC 3.1.1.11). A clivagem direta da pectina ou
do &cido poligalacturénico pode ocorrer por hidrélise ou agédo transeliminativa
(TARDY etal., 1997).

A acdo da pectinametilesterase (PME) tem pouco efeito sobre a
viscosidade das solucBes. Esta enzima atua sobre a pectina de alta metoxilacéo,
transformando-a em pectina de baixa metoxilagdo, sendo, entretanto,

imprescindivel para a acdo de outras pectinases, como as poligalacturonases,
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uma vez que estas atuam sobre a pectina de baixa metoxilagdo (SANTI, 2005).
De acordo com Bravermam (1963) a atuagcdo da pectinametilesterase
desmetilando as pectinas faz-se necessaria, uma vez que a poligalacturonase
torna-se inativa na presenca de grupos metilicos. Entretanto, de acordo com
Pereira (2005), acdo da enzima PME sobre a molécula de pectina, libera metanol
que é um componente tdxico.

Meneses (2007), avaliando a produgdo de enzimas pectinoliticas por
isolados de Cladosporium cladosporioides, verificou que o isolado G088
apresentou atividade média superior aos demais para a producdo de PME em
todos os tempos de cultivo, indicando que o mesmo é um bom produtor dessas
enzimas, ja que nas mesmas condi¢Ges de cultivo, proporcionou oito vezes mais
atividade de PME que o Aspergillus niger e cerca de duas vezes maior atividade
que o Rhizopus sp. J& Menezes et al., (2006) ndo encontrou resultados
satisfatorios em estudos acerca da producéo de pectinametilesterase (PME) por
um linhagem de Aspergillus niger mutante utilizando residuo de maracuja e
farelo de trigo como substrato. Os resultados demonstraram que a atividade de
PME ndo ultrapassou 1,0 U/mL.

2.4.2 Pectina liase (PL)

As liases, também chamadas transeliminases, rompem ligacdes
glicosidicas resultando em galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre os
carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do &cido galacturénico formado e incluem as
pectina liases e as pectato liases. A pectina liase (polimetilgalacturonato liase,
PMGL) catalisa a eliminacgdo entre dois residuos de acido galacturénico mais ou
menos esterificados. Quebram as ligagdes por transeliminacdo do hidrogénio dos
carbonos das posigOes 4 e 5 da porgdo aglicona do substrato (pectina) de modo

endo- ou exo- (Figura 5). O pH 6timo é em torno de 5,53 e temperatura étima
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entre 40 e 50 °C. J& a pectato liase (poligalacturonato liase, PL) catalisa a
clivagem de ligagdes a-1,4 de acido péctico e requerem Ca*? para a atividade
(UENQOJO & PASTORE, 2007). De acordo com Valle et al., (2001), entre as
pectinases, a pectinase liase é de particular interesse porque age diretamente
sobre a pectina, sem a necessidade de uma acdo anterior por outras enzimas do

complexo pectinolitico.

OH
COOR COOR OH
0
OH Y I + \
OH
0

| COOR 0

OH OH COOR

PL/PGL

Figura 5 Modo de acgéo das liases
Fonte: Sathyanarayana & Panda, 2003

As pectina liases clivam preferencialmente substratos com alta
metilacéo, diminuindo a afinidade pelo substrato com a diminui¢cdo do grau de
esterificacdo (REXOVA-BENKOVA & MARKOVIC, 1976). Por esta razio é a
Unica pectinase capaz de despolimerizar, sem a agdo anterior de outras enzimas,
moléculas de pectina altamente esterificada, diminuindo a viscosidade e a
clarificacdo de sucos, sem comprometer o contelGdo de ésteres volateis
responsaveis pelo aroma de varias frutas (ALANA et al., 1990).

Trabalhos realizados por Camargo et al., (2005) sobre a producéo de
pectina liase a partir de Aspergillus sp. em meio contendo bagaco de laranja
como fonte de carbono e utilizando sulfato de amonio para purificacdo, denotam
relevancia nesse tipo de estudo, ja que esse substrato se mostrou como me lhor

indutor da sintese de pectina liase extracelular, demonstrando o alto fator de
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recuperacdo de atividade enzimatica, obtido atraves de metodologia simples de
separacdo da pectina liase gerada num meio extremamente econdmico,
associado ao valor desta enzima para o setor alimenticio. Minussi et al., (1998)
com o objetivo de reduzir custos, estudou os efeitos do caldo de cana na
producdo de pectina liase por Penicillium griseoroseum e verificou que a adicdo
de caldo ao meio de cultivo promoveu maior atividade de PL quando comparado
com a adicdo de pectina, demonstrando que, mesmo em baixas concentragdes, 0
caldo de cana foi capaz de induzir pectina liase em Penicillium griseoroseum.

O uso de pectina liase (PL) em processos industriais voltados para a
producgéo de sucos de frutas traz vantagens em relagéo ao uso de outras enzimas
pectinoliticas, como pectinaesterase e poligalacturonase. Estas possuem agdo
combinada e podem ser substituidas por PL, que realiza o trabalho das duas
enzimas. A imobilizacdo de pectina liase oferece possibilidades interessantes
para aplicacdo em processos continuos de tratamento do suco de fruta
(SPAGNA etal., 1993).

Hermann et al., (2008), estudando a produgdo de pectina liase por
fermentagdo em estado solido por Aspergillus awamori e Penicillium
viridicatum, utilizando bagaco de laranja e farelo de arroz como substrato,
verificou a influéncia da temperatura de cultivo, umidade e a composi¢cdo do
meio sobre a produgéo da enzima. Os resultados obtidos indicaram que todas as
varidveis estudadas influem na produgdo da enzima pectina liase para
Aspergillus awamori, sendo a produgdo dessa enzima maximizada com o
aumento do tempo de fermentacdo e da quantidade de bagaco de laranja, a
temperatura de 28° C e umidade de 1:1 (p/v). De acordo com Bravo et al.,
(2000), dentre as pectinases produzidas por Aspergillus, a pectina liase é a Unica
enzima capaz de hidrolizar, sem acdo prévia de outras enzimas, pectinas

altamente esterificadas, como a pectina de frutas.
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2.4.3 Poligalacutoronases (PG)

As poligalacturonases catalisam a hidrolise de ligagdes a-1,4 entre
residuos de acido galacturénico ndo esterificados. Apresentam como subsratos
preferenciais acidos pécticos ou acidos poligalacturénicos com baixo grau de
esterificagdo. Sua acdo pode-se dar internamente a cadeia principal, liberando
oligdbmeros (endo-PG) ou na extremidade ndo- redutora, liberando mondmeros
(exo-PG) (Figura 6) (SANTI, 2005).

As endopoligalacturonases (endo-PG) hidrolisam as ligacbes
glicosidicas a-1,4 internas de forma randémica, causando a despolimerizacdo da
molécula e liberando oligomeros de éacidos poligalacturénico (MARTIN, 2006).
Enquanto as exo-poligalacturonases (exo-PG) catalisam a hidrélise das ligacdes
terminais a-1,4 da cadeia de acido poligalacturdnico por hidrdlise. Entre as exo-
PG, dois grupos podem ser diferenciados através do produto final liberado: exo-
PG 1 (EC 3.2.1.67) que liberam mondmeros de acido galacturénico e exo-PG 2
(EC 3.21.82) que liberam dimeros (Da SILVA et al, 1997). A
poligalacturonase é a enzima com funcdo hidrolitica principal. Para a maioria
dos usos industriais, as poligalacturonases produzidas por fungos provam ser
Uteis pela alta atividade e atividade 6tima em faixa de pH baixo, servindo para
grande parte das aplicagbes em processos envolvendo frutas e vegetais
(SANTOS et al., 2008).
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Figura 6 Modo de agéo das poligalacturonases
Fonte: Fontana (2009)

Algumas poligalacturonases de origem fungica tém sido purificadas e
caracterizadas mostrando variacdo nas suas propriedades quimicas e fisicas. A
hidrélise enzimatica das substancias pécticas depende de fatores fisico-quimicos
que interferem na velocidade da reagdo tais como, 0 volume de enzima no
ensaio, o valor do pH, temperatura e tempo de incubacdo (BUENO et al., 2005).
As poligalacturonases fungicas sdo Uteis pela alta atividade enzimatica e por
possuirem pH 6timo de atividade na regido levemente acida e temperatura étima
entre 30 e 50 °C. Substratos tipicos sdo residuos agroindustriais, como cascas de
frutas citricas, bagaco de beterraba doce e extratos de farelo de trigo, por serem
fontes de energia alternativa para crescimento e metabolismo e por estarem
abundantemente disponiveis (UENOJO & PASTORE, 2007).

Castro et al, (2009) alcancaram a produgdo maxima de
poligalacturonase de 38,36 U.g-1 em 24 horas de fermentacéo utilizando como
agente de fermentagdo o fungo Aspergillus niger e torta de girassol como
substrato. Em trabalhos realizados por Cordeiro & Martins (2009) verificou-se
que a producdo de poligalacturonase pelo termofilico Bacillus sp. cultivado em
meio liquido contendo pectina citrica como Unica fonte de carbono, alcan¢ando

sua maxima atividade enzimatica em 30 horas, com niveis de 42 IU. mL™. Os
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resultados demonstraram que entre as varias fontes organicas e inorganicas de
nitrogénio testadas, o sulfato de aménio foia que proporcionou maior atividade
da poligalacturonase e 0 aumento da concentracdo da pectina citrica, no meio de
cultura, acima de 0,5% ndo proporcionou um aumento da atividade da enzima.

Santos (2007) também obteve resultados satisfatorios na producéo de
poligalacturonase (PG), utilizando como substrato o pedinculo de caju seco e
como agente de fermentagdo o microrganismo Aspergillus Niger. Os modelos
obtidos para atividade de poligalacturonase foram estatisticamente signif icativos
com uma atividade de 15,55 U/g, sendo que o maior pico de producao da enzima
foi com 30 horas de processo, 0 que demonstra que o residuo do pedinculo de
caju seco é uma fonte promissora de poligalacturonase. Souza et al., (2010)
alcangaram valores de 20,9 U g de atividade de poligalacturonase apés 66 h de
processo, utilizando residuo seco de maracuja como substrato. O valor maximo
de atividade de poligalacturonase encontrado por Menezes et al., (2006)
utilizando este mesmo residuo foi de 12, 01 U/mL obtido ap6s 64 horas de
fermentacdo.

Em trabalhos realizados por Carvalho (2007) sobre a producdo de
pectinases pelo agente bioldgico G088 demonstrou-se que 0 microorganismo em
estudo foi capaz de produzir poligalacturonase utilizando arroz como substrato
em todos os tempos de cultivo avaliados (10, 15 e 20 dias), apresentando as
seguintes atividades respectivamente: 105,52; 86,58 e 32,36 nmol/g. Observa-se
entdo aos 10 dias de cultivo, maxima producdo de poligalacturonase, sendo este
considerado o tempo 6étimo para a producdo de pectinases pelo agente biologico
G088. Andrade et al., (2011), avaliando a producdo de poligalacturonase por
Bacillus sp. utilizando fermentagdo submersa, verificou que a producdo de
poligalacturonase atingiu seus valores méaximos as 36 horas de fermentacéo,
alcancando niveis de 39 U/mL, sugerindo que a produgdo desta enzima foi

parcialmente associada ao crescimento.
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Na indistria de alimentos, além da clarificacdo de sucos, a
poligalacturonase (PG) é também utilizada para o aceleramento do tempo de
fermentacdo do grdo de café, com a finalidade de despreendimento de seu
pericarpo. Sendo requisitada ainda para a obtencdo de aromas extraidos de
vegetais previamente triturados (EVANGELISTA, 2005). Devido a
caracteristica de liberacdo de seus produtos, a determinacdo da atividade
enzimatica das poligalacturonases pode ser realizada pela medida da reducéo de
viscosidade de uma solugdo (endo-PG) ou pelo aumento da concentracdo de
acucares redutores (exo-PG) (SANTI, 2005).

Martins et al., (2005), estudando o perfil enzimatico produzido pelo
fungo termofilico Thermoascus aurantiacus através de fermentacdo em estado
solido e fracionamento de uma poligalacturonase (PG) verificou que a atividade
maxima de exo-PG foi de 40,0 U/g, o equivalente a 50 U/ml com 4 dias de
fermentacao. Ja a producdo maxima de endo-PG foi de 3,6 U/g, 0 equivalente a
0,45 U/ml, coincidindo com o tempo de maior producgéo da exo-PG. Aos 10 dias
de fermentagdo, observou-se um declinio na atividade de ambas as enzimas.
Panarotto et al., (2008) avaliaram a influéncia de pectinas industrializadas, de
diferentes procedéncias, e de diferentes concentraces de cascas secas de limdo
Taiti (Citrus latifolia), como indutores da produgdo de endo e exo-
poligalacturonases, por Aspergillus niger em cultivo em estado sélido e a
influéncia da concentracdo de nutrientes adicionados ao meio. A partir dos
resultados pode-se concluir que as maximas atividades foram alcangadas quando
80% de cascas secas de limdo Taiti foram utilizadas, mostrando ser esta uma
fonte indutora eficiente e de baixo custo. Ja com relacdo ao aumento da
concentracdo de nutrientes no meio, ndo foram observados efeitos relevantes

sobre a producdo de poligalacturonases.
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2.5 Enzimas pectinoliticas na indUstria de alimentos

As substancias pécticas representam cerca de 0,5 a 4% do peso total das
frutas e sdo responsaveis pela consisténcia, turbidez e aparéncia dos sucos
obtidos. Quando a fruta € moida, a célula se rompe liberando a fase aquosa. Uma
fracdo da pectina, chamada soltvel, distribui-se nessa fase aquosa (suco) e a
outra, chamada insoltvel, permanece ligada a parede celular, compondo a polpa.
Esta Gltima fracdo dificulta a extragdo do suco por prensagem ou por outros
métodos mecanicos. Com adicdo de pectinases a polpa, a estrutura do gel entra
em colapso em funcdo da degradagdo das moléculas de pectina e o suco é mais
facilmente obtido, aumentando o seu rendimento. A pectina solivel, por sua vez,
promove turbidez da fase aquosa (suco) e formagdo de gel, que pode precipitar
levando a separacdo de fases no suco, aléem da perda de cor (Da SILVA et al,,
1997).

As pectinases sdo enzimas empregadas em grande proporgdo em
diversos segmentos industriais (KASHYAP et al., 2001). Na indUstria de
alimentos, essas enzimas atuam na extracdo, clarificacdo e despectinizacdo de
sucos de frutas e extracdo de 6leo vegetal, bem como na producéo de alimentos
para bebés e em uso simultdneo com celulases e hemicelulases no tratamento de
biomassa celulésica (BRAVO et al., 2000). O tratamento enzimatico na fase de
clarificacéo tem a finalidade de reduzir a viscosidade, degradar o amido residual
e facilitar a floculacdo de substancias insoliveis (AQUARONE et al., 2001).

As pectinases também sdo utilizadas para reduzir 0 amargor excessivo
em cascas de citrus, restaurar o aroma perdido durante secagem e melhorar a
firmeza de péssego e picles processados. A infusdo de pectinase e -glicosidase
aumenta o aroma e as substancias volateis de frutas e vegetais, aumenta a
quantidade de agentes antioxidantes em Gleo de oliva extra-virgem e reduz a
inducdo ao ranco, além de outras aplica¢ées (UENOJO & PASTORE, 2007).
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Na industria de vinhos, a adicdo de pectinases durante 0 esmagamento
das uvas ou no mosto de vinho melhora a extragdo, reduz o tempo de
clarificacdo e aumenta o conteldo de terpenos no vinho. Prepara¢Ges comerciais
de pectinase com alta atividade de pectina liase e baixa atividade de
pectinametilesterase séo preferidas por minimizarem a liberacdo de metanol dos
acidos poligalacturénicos metilados durante a produgdo de vinho (SANTOS,
2007). Para Kashyap et al., (2001), as pectinases podem atuar tanto na
clarificagdo do vinho branco, por degradacdo da pectina em suspensao, quanto
na retencdo de cor do vinho tinto, uma vez que a acdo das mesmas facilita a
liberagdo do pigmento da casca durante a fermentagéo.

De acordo com Bravo et al., (2000), na industria téxtil, as pectinases tm
sido empregadas na maceracao do linho e no tratamento de fibras téxteis brutas,
como a juta e o rami, e também na industria de fermentados, como, por exemplo,
na fermentacdo do café, chd, cacau e do fumo. A fermentacdo do café utilizando
microrganismos pectinoliticos € usada para remover a camada de mucilagem e
parte das substancias pécticas do grdo. Na producdo de chés, o tratamento
enzimatico acelera a fermentacdo e melhora as propriedades dos chas em po
instantaneos, devido a degradacédo da pectina (BOCCAS etal., 1994; JAYANI et
al., 2005).

Os preparados enzimaticos comerciais usados no processamento de
alimentos sdo tradicionalmente misturas de pectina-liases, polimetil esterases e
poligalacturonases, que correspondem a maior fracdo do complexo pectinolitico
nestes produtos (SEMENOVA et al., 2006). PreparagGes comerciais contendo
pectinases sao utilizadas ainda na extracao de 6leo de oliva, sendo adicionadas
durante a prensagem das azeitonas para melhorar o processo de extracdo. O uso
de enzimas de maceracdo aumenta a quantidade de agentes antioxidantes e de

vitamina E em 6leo de oliva extravirgem, reduz a inducao ao rango, aumenta a
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extracdo, melhora o fracionamento na centrifugacdo e produz 6leo com baixo
teor de umidade (UENOJO & PASTORE, 2007).

Em muitos segmentos as enzimas podem substituir substancias quimicas
sintéticas e contribuir para técnicas de produgdo ou gerar beneficios para o meio
ambiente, por meio da biodegradabilidade. Outra grande vantagem em se aplicar
enzimas em processos industriais seria pela sua alta especificidade e efic iéncia e
por se fazer necessarias apenas pequenas quantidades do composto. Além disso,
muitas vezes contribuem para uma producdo mais sustentavel, reduzindo o
volume de residuos gerados (MALLER, 2008).

2.6 Utilizacdo de residuos em processos fe rme ntativos

A crescente preocupa¢ao com o meio ambiente vem mobilizando varios
segmentos do mercado, ao contrario do que acontecia no passado, quando 0s
residuos eram dispostos de modo indevido. Atualmente, os conceitos de
minimizag&do, recuperagdo e aproveitamento de subprodutos estdo sendo cada
vez mais difundidos (SANTOS etal., 2010).

Hoje é realidade constatavel que a geracdo de residuos e subprodutos é
inerente a qualquer setor produtivo. Os setores agroindustriais e de alimentos
produzem grandes quantidades de residuos, tanto liquidos quanto sélidos. Ao
longo dos tempos ficou comprovado que esses residuos podem apresentar
elevados problemas de disposicdo final e potencial poluente, além de
representarem muitas vezes, perda de biomassa e de nutrientes de alto valor. De
uma forma particular, a bioconversdo dos residuos agricolas e da industria de
alimentos esta recebendo crescente atengdo, uma vez que essas matérias
representam recursos possiveis e utilizdveis para a sintese de produtos Uteis
(ROCHA, 2010).
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Com o advento da inovacdo biotecnolégica na area de enzimas e
tecnologia das fermentagdes, novas perspectivas estdo sendo criadas. Umas das
aplicacBes em potencial desses residuos pode ser sua utilizagdo como fonte de
carbono em bioprocessos para obtencdo de produtos quimicos e de produtos de
maior valor agregado, como enzimas, &lcoois, proteinas, acidos organicos,
aminoacidos, metabolitos secundarios biologicamente ativos e compostos de
aroma. Residuos agroindustriais como casca de café, casca e bagaco de frutas
citricas, farelo de trigo, casca de maracuja, bagaco de uva, bagaco de mandioca,
bagaco de beterraba doce podem ser utilizados como substratos em bioprocessos
para a producdo de compostos de maior valor agregado desde que se escolha o
microrganismo apropriado ou adaptado para a finalidade desejada (UENOJO &
PASTORE, 2006).

A industria brasileira de sucos gera grandes quantidades e residuos
agroindustriais (cascas e bagacos). Estes residuos formados principalmente de
celulose e pectina, constituem-se em uma alternativa barata e vantajosa para a
producdo de enzimas, incluindo as pectinases (SANTI, 2005). Um dos
principais problemas enfrentados pelas industrias processadoras de suco de
laranja, por exemplo, ¢ o grande volume de residuos sélidos e liquidos,
produzidos diariamente. Os solidos, constituidos pelas cascas, sementes e polpas
séo, na grande maioria dos casos, transformados em “pellets”, os quais podem
ser utilizados como componente de ragdo animal. Dentre os despejos liquidos, a
"agua amarela”, formada por proteinas, 6leos essenciais, pectinas, agucares,
acidos organicos e sais, € aquela que mais preocupa, pelos seus altos indices de
matéria organica, 0 que a torna um agent de alto potencial poluidor
(TAVARES etal., 1998).

Nos paises tropicais, o processamento industrial de frutas citricas é
intenso e gera, além dos produtos principais, como sucos, 6leos essenciais,

aromas e polpas, grandes quantidades de residuos que podem chegar a 50 % da



38

matéria-prima. 1sso representa, em industrias de médio porte, entre 40 e 80
toneladas por dia (De GREGORIO et al., 2002).

Devido a elevada carga organica, o residuo liquido proveniente do
processamento de suco laranja pode ser utilizado como substrato para o cultivo
de microrganismos, permitindo a bioconversdo do substrato residual em
biomassa microbiana, a qual tem servido para a extracdo de proteinas, lipidios e
acidos nucléicos, além do aproveitamento de compostos como acidos organicos,
vitaminas e enzimas excretadas pelo microrganismo. A producdo de pectina a
partir dos residuos do processamento de suco de laranja possui um rendimento
aproximado de 16% em base seca e o residuo liquido gerado, aproximadamente
40 t de “agua amarela”, ¢ esterilizado e utilizado como meio de cultivo para
fermentacdo submersa (REZZADORI & BENEDETTI, 2009).

Com excecdo da laranja, a uva € a cultura frutifera mais abundante do
planeta. Cultivada principalmente como Vitis vinifera, estima-se que anualmente
sejam produzidas em todo o mundo, cerca de 61 milhdes de toneladas, das quais
80% sdo destinadas a producao de vinho. Aproximadamente 20% desse total sdo
representados pelo peso do bagago (casca e semente) resultante do
processamento dessas uvas, de modo que, sdo produzidas todo ano, mais de 9
milhGes de toneladas de residuos vinicolas, o que torna este setor uma potencial
fonte geradora de residuos (MELO et al., 2010; RUBERTO et al., 2007;
SCHIEBER et al., 2001). O bagago constituido pelas partes solidas das uvas
(casca e semente) e por uma pequena parte do mosto € resultante da prensagem
das massas vinicas obtidas de uva frescas, fermentadas ou ndo. Apesar de uma
fracdo desse bagaco ser levada a destilacdo para a produgdo de uma bebida
alcodlica denominada grappa, o montante residual descartado ainda é muito
grande (RUBERTO etal., 2007; SILVA, 2003).

Um outro residuo com potencial aplicagdo biotecnolégica é a casca de

maracuja, que embora ndo seja mais considerada como um residuo e sim como
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subproduto, grande parte ainda sdo descartadas, incluindo cascas e sementes
provenientes do processo de corte e extragdo da fruta para obtengéo do suco,
gerando inimeras toneladas desse subproduto, o qual representa interesse
econdmico, cientifico e tecnoldgico (COSTA, 2007).

A producdo de maracuji no Brasil se encontra & frente de outros paises
como Peru, Venezuela, Africa do Sul, Sri Lanka e Australia. A producio
brasileira de maracuja esteve, no ano de 2007, em torno de 664.286 t com
rendimento de 14 t/ha ™. Neste periodo, a regido Nordeste respondeu por 63% da
producdo nacional (IBGE, 2009). Um aspecto importante sobre esse tipo de
material é que a casca do maracuja constitui cerca de 53% do peso total do fruto,
sendo geralmente desperdicada (SOUZA et al., 2010).

Com relagdo aos residuos do beneficiamento do café, dois tipos sdo
conhecidos, sendo aqueles resultantes do processamento via Umida e do
processamento via seca (OLIVEIRA et al, 2001). No processo de
beneficiamento a seco dos grdos de café, cerca de 50% em massa destes sdo
considerados residuos (BRAHAN & BRESSANI, 1978). A polpa do café e a
casca contém cafeina, taninos e matéria organica, tornando-se um poluente
quando descartado no meio ambiente. Uma vez que é rico em matéria organica,
pode ser utilizado como substrato para processos microbianos com intuito de
obter produtos de maior valor agregado, entretanto, o uso de tais residuos tém-se
limitado a aplicacBes como fertilizantes, alimentacdo animal, compostagem
entre outras utilizagdes mais simples (PANDEY/, 2000).

O aproveitamento integral do caju também é uma meta a ser alcancada
pela indUstria do beneficiamento da castanha, que considera o pedinculo dessa
fruta um residuo. Uma alternativa mais nobre para o aproveitamento desse
residuo é a sua utilizacdo como fonte de carbono na producdo de enzimas
através da fermentacio semi-solida (ALCANTARA et al., 2007). De acordo

com Campos (2003) o aproveitamento industrial do caju visa, em menor escala,
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0 beneficiamento do pedunculo sob a forma de sucos, doces, geléias, néctares,
entre outros, porém, apenas 15 % da producdo do mesmo é utilizada. Uma das
causas para esse baixo aproveitamento esta relacionada ao tempo de deterioragao
do mesmo, que ocasiona excessivas perdas no campo e na industria.

Os fungos, em funcdo de suas caracteristicas de reproducdo e
crescimento, adaptam-se a uma grande variedade de substratos, entre eles,
efluentes de indUstrias processadoras de alimentos, residuos agricolas e
agroindustriais e residuos derivados de petrdleo. Ao se desenvolverem nesses
meios 0S microrganismos consomem a matéria organica dos mesmos,
promovendo a reducdo de sua capacidade poluidora. Este fato é constatado pela
acentuada reducdo da DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e da DBO
(Demanda Bioguimica de Oxigénio) (TAVARES et al., 1998).

Os residuos agricolas, florestais e agroindustriais representam uma fonte
abundante e renovavel de substratos que podem ser convertidos em biomassa
microbiana de elevado valor nutricional. Uma tecnologia de fermentagéo
desenvolvida a partir destes materiais resultaria em mualtiplos produtos e
utilizacBes e, através de tratamento adequado estes residuos podem ser
convertidos em substratos de cultivo para fungos (CARVALHO, 1992).

Martin et al., (2004) alcancaram atividades consideraveis de PG e PL
através de fermentagdo em estado solido pelos fungos Moniella e Penicillium
utilizando substratos compostos por mistura de bagaco de laranja, bagaco de
cana-de-acUcar e farelo de trigo. Os processos de fermentagdo em estado sélido
e fermentacdo submersa utilizando residuos agro-industriais  sdo
economicamente interessantes, tanto pela conversdo destes residuos em produtos
de alto valor agregado, quanto pela obtencéo de pectinases, as quais apresentam
uma série de propriedades importantes do ponto de vista industrial (SILVA,
2006).
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2.7 Producédo de enzimas pectindliticas por microrganismos

Os microrganismos sdo dotados de um imenso potencial de degradacgéo
de material organico, produzindo um “pool” de enzimas o qual tem sido
explorado comercialmente ao longo dos anos (JAYANI et al., 2005). Eles
transportam nutrientes através da membrana plasmatica, como compostos de
baixa massa molecular. Para tal, eles secretam exoenzimas, as quais hidrolisam
as macromoléculas até atingir a forma e a solubilidade necesséaria para que sejam
transportadas pela membrana. Entre estas enzimas encontram-se as amilases,
pectinases, xilanases, celulases e proteases, importantes para diversos processos
com promissoras aplicagdes industriais (PUTZKE & PUTZKE, 2002)

Tais enzimas possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de origem
animal ou vegetal, como o menor custo de producdo, a possibilidade de
producdo em larga escala em fermentadores industriais, além de oferecer um
amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas. Apesar disso, enzimas com 0
mesmo perfil de atuacdo sobre o substrato podem apresentar funcionamento
6timo em pH, temperatura e concentracdo ibnica diferentes, 0 que requer a
triagem de enzimas adequadas as condicdes nas quais serdo utilizadas. Portanto,
a identificacdo de novas fontes microbianas, principalmente ndo tdxicas ao
organismo humano, é de grande interesse estratégico, pois além de garantir o
suprimento de enzimas aos mais variados processos industriais, tornam possivel
o0 desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que ndo podem ser obtidos de
plantas ou animais (OLIVEIRA etal., 2006).

Dentre os organismos estudados com o objetivo de selecionar enzimas
hidroliticas com potencial para aplicagcdes em processos biotecnologicos, merece
grande destaque os fungos filamentosos, principalmente as espécies pertencentes
aos géneros Aspergillu sp. e Penicillium sp. Dentre as caracteristicas vantajosas

destes microrganismos destacam-se a produgdo de um amplo espectro de
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enzimas hidroliticas com possibilidade de aplicacdo na hidrolise dos mais
diversos substratos, sejam eles naturais ou sintéticos; produgdo de enzimas
extracelulares, o que facilita 0 processo de obtencdo e purificacdo enzimatica;
baixa seletividade com relagdo a fonte de carbono, permitindo a utilizacdo de
substratos mais baratos para o crescimento desses microrganismos em meio de
cultura e facilidade de manipulacdo genética, possibilitando a clonagem e a
engenharia de genes que codificam prote inas/enzimas de interesse (FALKOSKI,
2007).

Para Timmis & Demain (1998), as principais vantagens de se utilizar
células microbianas como fontes de enzimas sdo: obtencéo de elevadas concen-
tracOes de enzimas através de manipulacdo genética e ajuste das condigcdes de
cultivo, facil e rapida triagem de microrganismos superprodutores, ciclos de
fermentacgdo curtos, uso de meios de fermentacdo de baixo custo, e diversidade
de enzimas que catalisam a mesma reacdo, possibilitando flexibilidade nas
condicdes de uso. Segundo Wolski (2008), do ponto de vista industrial, os
fungos sdo especialmente valorizados porque as enzimas por eles produzidas
normalmente sdo extracelulares, o que facilita a sua recuperagdo do meio de
fermentacao.

Existe um grande nimero de microrganismos ndo patogénicos capazes
de produzir enzimas UGteis. Fungos filamentosos sdo particularmente
interessantes devido ao seu facil cultivo e alta producdo de enzimas
extracelulares de grande potencial industrial (GUIMARAES et al., 2006).
Espécies do género Aspergillus sdo de grande importancia econdmica gragas a
suas propriedades bioquimicas de produzir enzimas que sdo utilizadas nas
indUstrias de panificacdo e cervejaria, em antibi6ticos e acidos organicos, e, ha
séculos, vém sendo empregadas na producédo de alimentos fermentados no Japao
e em outros paises asiaticos. Algumas espécies, porém, podem produzir
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metabolitos secundarios toxicos, denominados “micotoxinas”, que sao altamente
nocivos para a satde humana e animal (CHALFOUN & BATISTA, 2003).

Segundo De Vries (2003), espécies tais como Aspergillus niger, A.
carbonarius, A. japonicus e A. aculeatus. sdo particularmente aplicaveis para a
producdo de enzimas por Vvarias razdes: sdo capazes de secretar elevados niveis
de proteinas, possuem boas propriedades fermentativas, permitindo producéao de
enzimas em larga escala e produzem uma ampla gama de enzimas, tanto com
atividade endo- quanto exo-, que degradam polissacarideos de parede celular
vegetal, e sobretudo, sdo classificados como seguros, permitindo que sejam
utilizados em alimentos.

Os microorganismos utilizados para a sintese de enzimas “food-grade”
sdo organismos bem conhecidos pertencentes & categoria GRAS (Generally
Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) e ndo estdo
presentes na preparagdo final, que, depois de purificado, contém exclusivamente
a enzima (MALAJOVICH, 2004). Cepas do fungo filamentoso Aspergillus niger
sdo as mais utilizadas na produgdo comercial de pectinases porque suas
caracteristicas toxicoldgicas sdo aprovadas em termos legislativos. As formas
mutantes desta espécie também sdo bastante utilizadas, pois o rendimento de um
processo enzimatico pode ser melhorado através da selecdo de mutantes que
sejam mais resistentes & repressdo catabolica e que sintetizem maiores
quantidades de enzima sem a presenca de um indutor (MENEZES et al., 2006).

A maior parte dos microrganismos pectinoliticos produz um complexo
de enzimas pectinoliticas. Aspergillus e Rhizopus sdo freglientemente usados
pela alta atividade pectinolitica exibida nos extratos produzidos (SANTOS etal.,
2008). A habilidade para sintetizar enzimas pectinoliticas é muito comum entre
varios grupos de microrganismos, mas os fungos sdo os preferidos em escala
industrial, pois cerca de 90% das enzimas produzidas podem ser secretadas no
meio de cultura (UENOJO & PASTORE, 2007). O Aspergillus niger excreta
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uma grande quantidade de pectinases tais como pectinaesterase (PE), pectina
liase (PL) e poligalacturonase (PG), além de outros metabdlitos que dificultam a
etapa de separacdo (FOGARTY, 1983; HARSA et al., 1993).

Meneses (2007) considera o Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries como um bom produtor enzimatico, pois cresce facilmente em diferentes
substratos, possui caracteristicas de um microrganismo GRAS, ndo necessita de
suplementacao de nutrientes a0 meio de cultivo, pois se desenvolve bem em
diversos residuos agroindustriais, além de produzir enzimas durante o seu
metabolismo, as quais possuem inimeras aplicaces industriais, fazendo com
que esse agente apresente destaque na producao enzimatica, bem como na sua
posterior aplicacdo no setor comercial, quando comparado com outros
microorganismos produtores de pectinases.

A composicdo dos complexos pectinoliticos de origem microbiana varia
de acordo com a espécie do microrganismo produtor e, dessa forma, a selecdo de
isolados capazes de sintetizar enzimas com propriedades adequadas a cada
processo € fundamental para a utilizacdo industrial das mesmas (MARTINS,
2006

2.7.1 Caracteristicas gerais do meio de fermentacéo

As enzimas obtidas de microrganismos por processos fermentativos tém
sido amplamente pesquisadas e utilizadas em todo mundo (SANTOS et al.,
2008). Neste contexto, a escolha do meio de cultura é de particular importancia
para 0 processo enzimatico. De um modo geral, 0 meio contém fontes de
carbono, nitrogénio, fatores de crescimento, micronutrientes e também indutores
enzimaticos (SANT ANNA Jr., 2001). A producdo de enzimas microbianas
requer uma consideracdo especial quanto a elaboracdo dos meios de cultivo,

Vvisto que esses podem conter substancias que influenciam os fendmenos de
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inducdo, repressao catabdlica e inibicdo de producdo e, em caso de enzimas
extracelulares, os mecanismos de liberacdo de proteinas (GALIOTOU-
PANAYOTOU et al., 1997).

De acordo com Correia (2004) os meios de fermentacdo devem conter
todos os elementos imprescindiveis a sintese do material celular e formacéo de
produto. Quando se deseja a produgdo de biomassa, a composicdo do meio deve
permitir ve locidades elevadas de crescimento. Por outro lado, quando se deseja a
producdo de um metabdlito celular, tais como as enzimas, a situacdo é mais
complexa, visto que a composicdo do meio se associa sempre ao comportamento
de produgdo dessa substancia. Se a formacgdo de produto estiver associada ao
crescimento, 0 meio deve satisfazer tanto as necessidades para a multiplicagédo
celular quanto para a geragdo do metabdlito.

Condicdes de processo como as concentragdes de oxigénio dissolvido,
substrato, nitrogénio, fosfato, micronutrientes, pH e o teor de inéculo, afetam de
forma distinta a morfologia de diferentes linhagens de fungos.
Consequentemente, tais condicdes devem ser avaliadas a fim de que favoregam
0 desenvolvimento e a produgédo pelo microrganismo (FONTANA, 2009).

O tamanho das particulas do substrato também influencia o crescimento
do microrganismo. Particulas de tamanho reduzido oferecem maior area
superficial ao ataque microbiano, mas, a0 mesmo tempo, tendem a se compactar
facilmente, comprometendo a respiracao e aeracdo do sistema. J& as particulas
maiores promovem mais espaco interparticulas diminuindo, porém, o
rendimento da absor¢cdo dos nutrientes pelo microrganismo (SOUZA et al.,
2007). De acordo com Pinto et al., (2006), o substrato ndo deve apresentar
aglomeracdo das suas particulas individuais para que 0 ar necessario ao
desenvolvimento microbiano atravesse 0s espacos vazios do meio. Para Mitchell
et al, (2000), o tamanho 6timo da particula deve favorecer o acesso aos

nutrientes e disponibilizacdo de oxigénio. Particulas com tamanho menores que
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1 mm a 1cm tem sido frequentemente usadas em fermentagdo em estado solido
(FES).

Meios de cultivo com concentracBes balanceadas de acglcares e pectina
levam a melhores resultados na produgdo de enzimas pécticas em processo
submerso. A presenca de pectina no meio de cultura tem efeito indutor e
favorece a excrecdo da enzima, nesse caso as pectinases. No entanto, por razdes
econdmicas, a pectina normalmente é substituida por residuos agroindustriais
com alto teor de pectina (ROMBOUTS & PILNIK, 1980).

Altas concentracGes de acucares no meio suprem a necessidade dos
microrganismos para seu crescimento, sendo a pectina do meio pouco utilizada.
Porém, em condicGes restritivas de concentragdo de aclcares o metabolismo é
direcionado para a quebra da molécula de pectina, de modo que esta possa ser
consumida, levando a altas atividades pectinoliticas (FAWOLE & ODUNFA,
2003). Em trabalhos realizados por Souza et al.,(2010) sobre a caracterizagéo de
poligalacturonase produzida por fermentagdo semi-solida utilizando residuo de
maracuja como substrato, ndo foi necessaria a adicdo de pectina e agucar ao
meio, demonstrando que este residuo apresenta caracteristicas favoraveis para a
producdo de enzimas pectinoliticas. Cordeiro & Martins (2009) observaram que
subsequentes aumentos na concentragdo de pectina citrica ndo resultaram em
acréscimo consideravel na atividade da enzima, apesar do aumento observado no
crescimento do microrganismo.

Os substratos solidos contendo aglcares sollveis tais como polpa de
uva, sorgo doce, beterraba doce, restos de abacaxi, polpa de café, casca de
manga e banana, por possuirem altos teores de aglcares redutores prontamente
assimilaveis pelo microrganismo, promovem a repressao catabolica de enzimas
despolimerizantes, além de suas particulas altamente higroscépicas se
compactarem facilmente reduzindo a troca de calor e gases (SILVA etal., 2002;
MARTINS et al., 2002).
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Rizzatto (1999) estudando a producdo e produtividade de pectinase por
Penicillium italicum e por Aspergillus niger através de fermentagdo semi-solida
de bagago de laranja industrialmente processado, verificou que a adicdo de
sacarose ao bagaco promoveu atividade maxima para P. italicum quando
comparado aos meios adicionados de glicose e frutose. Ja o fungo A. niger
produziu pouca atividade de pectinase nos meios aos quais foram adic ionados 0s
agucares.

Lima (2002) avaliou a producgéo de pectinases em fermentacdo submersa
utilizando os microrganismos Aspergillus niger, Humicola grisea, Penicilluim
italicum e Pichia canadensis em diferentes meios de cultura contendo pectina,
pectina e sacarose, pectina e glicose. A. niger produziu maiores atividades de
exo-PG (0,73 U/mL) em meio contendo sacarose e de endo-PG (56,83 U/mL)
em meio contendo glicose, ja a pectina liase foi produzida com maior atividade
em meio contendo glicose (0, 210 U/mL) utilizando-se P. canadensis e
pectinaesterase em meio contendo apenas pectina como fonte de carbono (0, 076
U/mL) utilizando-se H. grisea.

Os residuos agroindustriais tém sido os substratos mais pesquisados para
processos fermentativos, pois sdo baratos e abundantes, além de apresentarem
estrutura polimérica e composicao rica em amido, lignocelulose e pectina. Esses
materiais organicos sdo fontes de carbono e nitrogénio, atuando como suporte
para o crescimento de microrganismos (CORREIA, 2004). Aqueles materiais
que fornecem todos os nutrientes necessarios ao crescimento celular sdo
considerados substratos ideais. Entretanto, em muitos casos, alguns nutrientes
encontram-se em concentracbes abaixo da minima, sendo necessaria
suplementacdo do meio. Nesse caso, pode-se incorporar solugdes de nutrientes
ao substrato, visando adequa-lo melhor as condicBes nutricionais do
microrganismo para a fermentacdo desejada, como no caso do enriquecimento
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protéico, quando sdo utilizadas fontes de nitrogénio tais como aménia, uréia ou
sulfato de aménia (ROCHA, 2010).

De acordo com Raimbault (1998), muitas vezes esses substratos
necessitam ainda de preparacdo e pré-tratamento, a fim de converter estes
materiais em substancias mais prontamente utilizaveis pelos microrganismos. O
tratamento do substrato pode ser feito através de métodos fisicos, como a
reducdo de tamanho e a secagem ou quimicos, como a hidrélise acida ou

enzimatica.

2.7.2 Fermentacdo emestado solido (FES) e fermentagdo submersa (FS)

Fermentagdo, sob o ponto de vista biotecnoldgico, pode ser definida
como a transformacdo de um substrato em um determinado produto pela acdo de
microrganismos, podendo ser desenvolvida por processo submerso ou solido
(MITCHELL et al., 2000; SILVA, 2003). Os processos fermentativos
constituem um dos métodos mais antigos e extremamente utilizados para a
producdo de enzimas pelo qual os microrganismos, geralmente bactérias, fungos
e leveduras, retiram do meio em que estdo acondicionados, 0 material necessario
para a sua subsisténcia, a0 mesmo tempo em que as enzimas catalisam
substancias que serdo empregadas em processos industriais. Dentre 0s processos
fermentativos utilizados, tém-se a fermentacdo submersa, onde o meio no qual
se desenvolve o microrganismo é liquido e a fermentacdo em estado sélido onde
o meio utilizado, é sélido (FEITOSA, 2009).

Dentre os processos fermentativos utilizados para a producdo de
enzimas, a fermentacdo submersa (FS) tem sido a mais usada. Entretanto, nas
Ultimas décadas ttm aumentado a tendéncia do uso da fermentacdo em estado
solido (FES) para a producdo de algumas enzimas, em especial aquelas

envolvidas na degradacdo de polimeros vegetais complexos (RODRIGUEZ
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COUTO & SANROMAN, 2005). Para Martin (2006) tanto o processo de FES
quanto o de FS apresentam caracteristicas importantes, as quais devem ser
levadas em conta no momento da escolha, sendo necessario avaliar as vantagens
e desvantagens em cada processo fermentativo, considerando o tipo de produto
desejado e, principalmente, o grupo de microrganismos a ser utilizado.

Na fermentacdo em meio semi-solido, o teor de umidade pode
influenciar o estado fisico do substrato, a disponibilidade e difusdo de nutrientes
e a troca de oxigénio e de CO, no meio. O elevado teor de umidade inicial pode
afetar o crescimento do microrganismo, pois a porosidade do meio e a difusdo de
oXigénio sdo reduzidas, dificultando a formagdo do produto. Por outro lado, em
baixos teores de umidade inicial, a producdo enzimatica também pode ser
reduzida porque o fungo sofre modificagbes na membrana celular, conduzindo a
limitacBes de transporte e afetando o metabolismo microbiano (MENEZES et
al., 2006).

Segundo Rocha (2010), generalizar vantagens relacionadas aos
processos submersos, ou em estado sélido ndo é tarefa facil uma vez que cada
microrganismo pode melhor se adequar a um ou outro processo, bem como
produzir complexos enzimaticos diferentes. A fermentacdo em estado sélido
(FES) geralmente é preferida por permitir a producdo de enzimas brutas mais
concentradas e, consequentemente, com menores custos de extracdo e
purificacdo, além disso, o processo de FES estimula as condi¢cdes de crescimento
de vérios fungos filamentosos ja que o meio se aproxima do habitat natural
desses microrganismos (SILVA etal., 2002; HOLKER & LENZ, 2005).

A fermentacdo em estado sélido (FES) baseia-se em crescimento e
metabolismo dos microrganismos em sélidos tmidos sem a presenca de agua
livre. Esse processo tem ganhado importancia e atengdo de pesquisadores devido
aos baixos custos dos meios de cultivos, a alta produtividade e seu

reconhecimento como tecnologias limpas. Entretanto a sua implementagdo na
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pratica ainda é muito pequena quando comparada com as fermentacdes
submersas. Entre os principais problemas que apresentam as fermentagdes
solidas estdo a manipulacdo dos solidos, a instrumentacdo e o controle do
processo (FERNANDEZ, 2009).

Para Fontana (2009), no caso de maiores escalas de producdo, os
processos em estados solido (FES) apresentam serissimas limitaces com
respeito ao controle de parametros operacionais criticos como o suprimento de
oxigénio, pH e o controle de temperatura. Ja com relacdo a fermentagdo
submersa (FS), existe uma maior facilidade de acompanhamento das condiges
ambientais devido a homogeneidade da suspensdo de células microbianas e da
solugdo de nutrientes e produtos na fase liquida.

Considerando ainda algumas limitagdes da fermentagdo em estado
solido pode-se destacar ainda a dificuldade de remocdo do calor gerado pelo
metabolismo microbiano, além disso, a heterogeneidade da mistura na FES
dificulta o crescimento celular e o controle de parametros tais como temperatura,
pH, agitacdo, aeracdo e concentragdo de nutrientes e produtos, o que torna
complicado controlar e automatizar o processo (PALMA, 2003). Para Rocha
(2010) uma das grandes dificuldades ainda encontrada para o processo de FES é
a mudanca de escala, ou seja, reproduzir resultados obtidos em laboratério em
processos de maiores dimensdes a fim de gerar quantidades satisfatorias de
produtos em escala industrial.

A fermentacdo em estado solido, entretanto, apresenta algumas
vantagens com relacdo a fermentacdo submersa, principalmente quando os
agentes de transformacao séo fungos filamentosos. Isso, porque as condi¢des de
cultivo s&o mais parecidas com o habitat natural dos fungos filamentosos, sendo
assim, estes estdo mais adaptados para crescer e excretar maiores quantidades de
enzimas (PANDEY, 2003).
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A concentragdo de in6culo é também importante quando se trata de
fermentacGes em substratos solidos, uma vez que a baixa concentracdo de
in6culo pode favorecer o desenvolvimento de contaminantes e formar pouca
biomassa. J& um inoculo com elevada concentragdo de esporos pode exaurir o
meio para formacdo de biomassa, reduzindo a quantidade do produto que se
deseja obter. Quando se deseja a produgdo de biomassa, recomenda-se o
emprego de inéculo elevado para evitar contaminantes, porém deve-se ter
cuidado para ndo elevar muito o custo de produgdo com o preparo do indculo
(ARAUJO, 2004).

As fermentagdes submersas (FS) incluem uma variedade grande de
processos microbianos na qual a biomassa é completamente rodeada pelo meio
de cultivo liquido, com nutrientes soliveis. O substrato encontra-se dissolvido
na fase liquida, estando o meio qualitativa e quantitativamente mais equilibrado
e homogéneo quando comparado com a fermentagdo em estado sélido,
permitindo uma regulacdo mais uniforme do metabolismo microbiano, um
melhor controle das trocas gasosas e maior facilidade de remocéo dos
metabdlitos quando excretados no meio (ROCHA, 2010; PAGNOCELLLI, 2002;
CASTILHO etal., 2000).

Mitchell et al., (2000) define fermentacdo submersa (FS) como aquela
cujo substrato fica dissolvido ou suspenso em pequenas particulas no liquido,
normalmente 4gua. Na FS a dgua chega a constituir cerca de 90 a 99% da massa
total do material a ser fermentado. Esse tipo de fermentacdo apresenta como
principais vantagens, o facil acompanhamento da formacdo do produto e
consumo do substrato e o controle dos parametros fermentativos como pH,
temperatura, oxigenacao e esterilidade. Como principais desvantagens, tém-se o
grande volume de residuos gerados e a dificuldade de separagdo produto /
substrato. Segundo Correia (2004) mais de 90% das enzimas comerciais Sao

produzidas por sistemas de fermentacao liquida em tanques profundos.
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Para Ferndndez (2009) uma das maiores vantagens dos processos de
fermentacdo submersa em grande escala é a facilidade de manuseio das vazdes
liguidas de alimentagdo e saida do fermentador, permitindo diferentes
manipula¢des dos processos fermentativos, tais como os processos em batelada,
continuos ou retro alimentados. As facilidades de manipulacdo das vazoes
liguidas permitem ainda um maior nivel de produgdo que normalmente esta
relacionado com os custos de produgéo.

Os meios de cultivo em fermentacdo submersa (FSM) sdo formulados
através da utilizacdo de compostos quimicamente conhecidos que s&o
conhecidos como meios sintéticos ou semi-sintéticos ou através do uso de
matérias primas naturais, entretanto, em escala industrial a utilizacdo de meios
sintéticos torna-se muito cara e a opcdo geralmente é feita por matérias-primas
provenientes da agroinddstria (SANT’ANNA Jr., 2001).

Tanto o processo de fermentagdo submersa quanto em estado solido
apresentam caracteristicas importantes (Tabela 1), as quais devem ser levadas
em consideracdo para a obtengdo de enzimas microbianas, o que torna
necessario avaliar, sob aspecto comparativo a producdo das enzimas em ambos
0s processos, levando-se em conta principalmente a eficiéncia na producao, as
isoformas produzidas, além das propriedades bioquimicas das enzimas obtidas
em cada um (SILVA, 2006).
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Tabela 1 Comparacdo entre fermentacdo submersa e fermentacdo em estado

sélido
Fator Cultive Submerso Fermentaciao em Estado Solido
Substrato Substancias soluveis Polimeros msoliveis

Condigoes de

Esterilizagao com calor;

Uso de vapor; condi¢des nao

Assepsia controle asséptico estéreis
A N Limitagdo de oxigénio: altos | Facil aeracdo e alta superficie de
Aeragdo .. . .
niveis de O, sdo requeridos troca entre ar e substrato
A Grandes volumes de agua e Consumo limitado de agua,
Agua i
de efluentes baixa a,,; sem efluentes
Aquecimento . Baixa capacidade de
. Facil controle de temperatura L
metabolico transferéncia de calor

Agitagdo mecanica

Boa homogeneizagao

Condigdes estaticas

Controle de pH

Facil controle de pH

Substratos s6lidos tamponados

Processo

Continuo

Batelada

Contaminagao

Riscos para linhagens
especificas

Riscos para fungos com

crescimento lento

Consumo

energeético

Alto consumo de energia

Baixo consumo de energia

Concentracio do
produto (gL'

30-80

100 - 300

Fonte: Adaptado de Raimbault (1998)



54

REFERENCIAS

ALANA, A.; ALKORTA, I.; DOMINGUEZ, J. B. et al. Pectin lyase activity in
a Penicillium italicum strain. App. Environm. Microbiol. 1990.

ALCANTARA, S. R.; ALMEIDA, F. de A. C. de; SILVA, F. L. H. da. Emprego
do bagaco do pedinculo do caju para posterior utilizagdo em um processo de
fermentacdo semi-solida. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais,
Campina Grande, v.9, n.2, p.137-142, 2007.

ALKORTA, I.; GARBISU, C.; LLAMA, M. J. etal. Industrial applications of
pectic enzymes: a review. Proc. Biochem 33: 21-28, 1998.

ALVES, S. B.; FERRAZ, L. C. C. B.; BRANCO, Jr. A. C. Chave para
Identificacao de Patogenos de insetos. In: S. B. ALVES. Controle Microbiano
de Insetos. Piracicaba-SP. FEALQ, p.1039-1074, 1998.

ALVES, E.; CASTRO, H. A. de. Fungos associados ao café (Coffea arabica L.)
nas fases de pré e pds-colheita em lavouras da regido de Lavras. Summa
Phytopathologica, v. 24, n. 1, p. 4-7, 1998.

ALVES, E. Populagéo fungica associada ao café (Coffea arabica L.)

beneficiado e as fases pré e pos-colheita— Relagcdo com a bebidae local de
cultivo. Lavras: UFLA, 1996. 49p. (Dissertacdo - Mestrado em Fitossanidade).

ANCHORENA-MATIENZO, P. Re-identificacdo e caracterizacdo genética
da levedura 1Z-987 utilizando marcadores moleculares (Dissertacdo) Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba — SP, setembro, 2002.

ANDRADE, M. V. V.; DELATORRE, A. B.; LADEIRA, S. A. etal. Produgdo
de poligalacturonase usando Bacillus sp. por fermentagdo submersa.
Perspectivas on line, v. 5, n° 17, p. 135-141, 2011.

ARAUJO, L. F. Enriquecimento Protéico do Mandacaru sem Espinhos e
Palma Forrageira por Fermentacdo Se mi-Solida. 2004. Tese (Doutorado) -
Programa de P6s-graduagdo em Engenharia de Processos, Universidade Federal
de Campina Grande, Campina Grande, PB.

ARAUJO, E. S. de.; SANTOS, A. M. dos.; AREIAS, R. G. D. M. etal. Uso de
RAPD para a analise de diversidade genética em arroz. Agronomia, v.37, n°.1,
p.33 - 37, 2003.



55

AQUARONE, E.; BORZANI, W.; SCHMIDELL, W. et al. Biotecnologia
industrial: Biotecnologia na producéao de alimentos, vol. 4, Sdo Paulo: Edgard
Blucher, 2001, 523p.

BAILEY, M. J.; PESSA, E. Strain and process for production of
polygalacturonase. Enzyme Microbial Technology, Worburn, v. 12, n°4, p.
266-271, Apr. 1990.

BENNETT, J. W. Mycotechnology: the role of fungi in biotechnology. Journal
of biotechnology, Amsterdam, v. 66, n° 2-3, p. 101-107, Dec. 1998.

BOCCAS, F.; ROUSSOS, S.; GUTIERREZ-ROJAS, M. et al. Production of
pectinase from coffee pulp in solid state fermentation system: selection of wild
fungal isolate of high potency by a simple three-step screening technique.
Journal of Food and Science Technology, v. 31, p. 22-26, 1994.

BON, E. P. S. Enzimas industriais: politica e gestdo. In: Seminario Brasileiro
de Biotecnologia Enzimatica, 5., 2002, Brasilia. Anais...... Brasilia, DF, 2002.

BRAHAM, J.E.; BRESSANI, R. Composicion de la pulpa de café y otros
subprodutos. In: ELIAS, L.G. Pulpa de café: composicion, tecnologia y
utilizacié. Panama: INCAP, 1978.p. 19-29.

BRAMMER, S. P. Marcadores moleculares: principios basicos e uso em
programas de melhoramento genético vegetal. Documentos on line (Embrapa)
n° 3, 1518-6512, dez., 2000.

BRAVERMAN, J. B. S. Introduction to the biochemistry of foods.
Amsterdam: Elsevier, 1963.

BRAVO, C. E. C.; CARVALHO, E. P. de; SCHWAN, R. F. etal. Determinagdo
de condigdes ideais para producédo de poligalacturonase por Kluyveromyces
marxianus. Ciénc. agrotec., v.24 (Edicdo Especial), p.137-152, dez., 2000.

BUENO, M. C.; OLIVEIRA, E. M. de; GATTAS, E. A. de L. Efeito das
condicdes de cultivo sobre a producdo de poligalacturonase e pectinaesterase de
Aspergillus sp. Alim. Nutr., v. 13, p. 93-102, S&o Paulo, 2002.

BURGESS, T.; MALAJCZUK, N.; DELL, B. Variation in Pisolithus and
basidiospore morphology, culture characteristics and analysis of polypeptides
using 1D SDS-PAGE. Mycological Research 99:1-13. 1995.



56

CAMARGO, L. A.; DENTILLO, D. B.; CARDELLO, L. etal. Utilizacao de
bagaco de laranja na producao de pectinase de Aspergillus sp. Alim. Nutr.,
Araraguara v. 16, n° 2, p. 153-156, abr./jun. 2005.

CAMPOS, A. R. N.; Enriguecimento protéico do bagagco do pedunculo de
caju (Anacardium occidentale L.) por fermentacéo semi-solida. (Dissertacdo
de mestrado), Campina Grande: UFCG, 2003. 85p.

CARVALHO, S. Pectinases produzidas pelo agente biolégico “G088”:
extragdo e purificagdo. 2007. 100p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos) _ Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

CARVALHO,P. de O.; CALAFATTI, S. A.P. MARASSI, M. et al. Potencial
de biocatélise enantiosseletiva de lipases. Quimica Nova, vol. 28, n°4, 614-621,
2005.

CARVALHO, F. C. Disponibilidade de residuos agroindustriais e do
beneficiamento de produtos agricolas. In: Simpdsio sobre utilizagcéo de
subprodutos agroindustrias e residuos de colheita na alimentagéo de
ruminantes, 1992, Sdo Carlos. Anais... Sdo Carlos: Embrapa — UEPAE, 1992,
p.7-27.

CASTILHO, L. R.; POLATO, C.M. S.; BARUQUE, E. A. et al. Economic
analyses of lipase production by Penicillium restrictum in solide state and
submerged fermentations. Biochemical Engineering Journal, v. 4. p. 239-247,
2000.

CASTRO, R.J. S. de; TORRES, M. B. O.; FREITAS, A. C. etal. Estudo da
Producdo de Poligalacturonase por Fermentacdo em Estado Solido
utilizando Torta de Girassol como Substrato. XVII Simpésio Nacional de
Bioprocessos, 7p., 2009, Natal — RN.

CHALFOUN, S. M.; BATISTA, L. R. Fungos associados a frutos e graos do
cafeé: Aspergillus e Penicillum. Embrapa Informacéo Tecnoldgica, 2003, 69p.
Brasilia — DF.

CORDEIRO, C. A. M; MARTINS, M. L. L. Production of a polygalacturonase,
by thermophilic Bacillus sp. and some properties of the enzyme. Ciénc. Tecnol.
Aliment. vol.29, n°1, Campinas Jan./Mar. 2009.



57

CORREIA, R. T. P. Estudo do cultivo semi-s6lido em residuos de abacaxi
por Sacsharomyces cerevisiae e Rhizopus oligosporus. Tese-Programa de Pés-
graduacdo em Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, Natal — RN, 2004.

COSTA, L. M. A S. Utilizagdo de residuos agroindustriais como substratos
para a producio de enzimas pectinoliticas pelo agente biolégico “GO88”.
2007. 86p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) _ Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

DA SILVA, R.; FRANCO, C. M. L.; GOMES, E. Pectinases, hemicelulases e
celulases, agcéo, producéo e aplicacéo no processamento de alimentos: Reviséo.
Boletim da Sociedade Brasileira de Ciénciae Tecnologia de Alimentos, v.
31, p. 249-260, 1997.

DE GREGORIO, A.; MANDALARI, G.; ARENA, N. etal. SCP and crude
pectinase production by slurry-state fermentation of lemon pulps. Bioresource
Technology, v.83, n.2, p.89-94, 2002.

DE VRIES, R. P. Regulation of Aspergillus genes encoding plant cell wall
polysaccharide-degrading enzymes; relevance for industrial production. Applied
Microbiology Biotechnology, v. 61, p. 10-20, 2003.

DUARTE, J. M. Estudo da divergéncia genéticaem ragas de Feijao por meio
de marcadores RAPD. 1998. 78p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

EVANGELISTA, J. Tecnologia de Alimentos, Sdo Paulo, ed. Atheneu, 2005,
652p.

FALKOSKI, D. L. Purifica¢ao e caracterizacio de a-galactosidases do fungo
Penicillium griseoroseum para utilizagdo na hidrdlise de oligossacarideos de
rafinose em derivados de soja. (Dissertacdo — Mestrado). 96p. Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa-MG, 2007.

FAWOLE, O. B.; ODUNFA, S. A. Some factors affecting production of pectic
enzymes by Aspergillus niger. International Biodeterioration &
Biodegradation, v.52, p.223-227, 2003.



58

FEITOSA, I. C. Producéo de enzimas lipoliticas utilizando bactéria isolada
de solo com historico de contato com petrdleo em fermentagdo submersa.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Processos), 2009, 104p. Universidade
Tiradentes, Aracaju — SE.

FERNANDES, A. P. Avaliag&o do potencial enziméatico de fungos
filamentosos isolados de dife rentes fontes. 2009. 58p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia dos Alimentos) _ Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

FERNANDEZ, D. E. R. Desenvolvimento de um bioprocesso por

fe rmentacdo emestado solido para produzir e recuperar enzimas de
interesse comercial. 125p (Tese Pds-graduacdo em Processos Biotecnoldgicos),
Curitiba, 20009.

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdugdo ao uso de marcadores
moleculares em anélise genética. 3.ed. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN,
1998. p.220. (EMBRAPA-CENARGEN. Documentos, 20).

FINCHAM, J. R. S. Transformation in fungi. Microbiol. Rev. 53:148-170,
1989.

FONTANA, R. C. Estudo da producéo de poligalacturonases em processo
submerso em biorreatores de agitacdo mecéanicae airlift. Tese (Doutorado) _
Universidade de Caxias do Sul, Programa de P6s-graduagao em biotecnologia,
20009.

FOGARTY, W. M.; KELLY, C.T. Pectic enzymes Em: Microbial Enzyme
and Biotechnology (Fogarty, W.M., Ed.), pag. 131-182. Applied Science
Publishers, London, UK. 1983.

FUNGARO, M. H. P. PCR na Micologia: Diagnostico e Anélise de
Variabilidade. Biotecnologia, Ciéncia & Desenvolvimento, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina — PR, 2004.

FUNGARO, M. H., VIEIRA, M. L. C. Aplicagdes da PCR em ecologia
molecular. In: MELO, I. S., AZEVEDO, J. L. (Ed.) Ecologia Microbiana.
Jaguarilna: Embrapa — CNPMA. 1998. p. 205-227.

GAVA, A.J. Principios de tecnologia de alimentos. 1. ed. Sdo Paulo: Nobel,
1998,104p.



59

GALIOTOU-PANAYOTOU, M.; KAPANTAI, M.; KALANTZI, O. Growth
conditioins of Aspergillus sp. ATHUM -3482 for polygalacturonase production.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 47: 425-429, 1997.

GUIMARAES, L. H. S.; PEIXOTO-NOGUEIRA, S. C.; MICHELIN, M. etal.
Screening of filamentous fungi for production of enzymes of biotechnological
interest.Brazilian Journal Microbioly, vol.37, n°4, Sdo Paulo, Out./Dez., 2006.

GUMMANDI, S. N & PANDA, T. Purification and biochemical properties of
microbial pectinases: a review. Proc. Biochem 38: 987-996, 2003.

HARSA, S.; ZAROR, C. A.; PYLE,D. L. Production of polygalacturonases
from Kluyveromyces marxianus fermentation: preliminary process design and
economics. Process Biochemistry, v. 28, p. 187—195. 1993.

HASAN, F.; SHAH, A. A.; HAMMEED, A. Industrial applications of microbial
lipases. Enzyme and Microbial Technology, New York, v. 39, n° 2, p. 235-
251, Feb. 2006.

HERMANN, S.; HERNANDEZ, F.; RIVALDI, J. D. etal. Producéo de
Pectina Liase e Amilase por Fermentacdo no Estado Sélido a Base de
Bagaco de Laranja e Farelo de Arroz. Embrapa Meio Ambiente, 2008, 6p.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Levantamento sistematico
da producéo agricola. <http//www.ibge.gov.br/>. 5 Mar. 2009.

KASHYAP, D. R.; VOHRA, P. K.; CHOPRA, S. et al. Applications of
pectinases in the commercial sector: a review. Biores Technol. 94: 29-24, 2001.

JAYANI, R. S.; SAXENA, S.; GUPTA, R. Microbial pectinolytic enzymes: A
review. Process Bioche mistry, 2005.

LEAL, S. C. M. Detection and Characterisation of Metarhizium anisopliae
Using Molecular Markers.PhD, University of Nottingham, 215p., 1996.

LIMA, A. A.; QUEIROZ, P. R.;; SANTOS, C. F. etal. Identificagdo molecular
de linhagens de fungos pe rtencentes aos géneros Aspergillus, Penicilliume
Fusarium utilizando marcadores RAPD. Brasilia — DF: Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, 2008.


http://www.ibge.gov.br/

60

LIMA, A. S. Extracéo liquido-liquido de pectinase microbiana. Tese
(Doutorado). 2002. Departamento de Engenharia de Alimentos (DEA),
Unicamp, SP.

MALAJOVICH, M. A. Biotecnologia, Rio de Janeiro: Axcel Books do Brasil
ed., 2004, 344p.

MALDONADO, M. C.; STRASSER de SAAD, A. M. Production os
pectinesterase ans polygalacturonase by Aspergillus niger in submerged and
solid state system. J. Ind. Microbiol. Biotechnol , 20: 34-38, 1998.

MALLER, A. Producéo, Purificacdo e Caracterizagdo do Complexo
Pectinolitico do Fungo Aspergillus niveus (Dissertacao). Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto— SP, 2008. 98p.

MARTINS, E. da S. Purificacéo e caracterizagdo bioquimica de
poligalacturonases te rmoestaveis produzidas pelo fungo Thermoascus
aurantiacus atraves de fermentacdo submersae fermentagdo emestado
solido. 2006. 108f. Tese (Doutor em Ciéncias Biologicas) _ Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro.

MARTIN, N. Isolamento de linhagens fungicas te rmofilicas produtoras de
pectinases: Produgéo, Caracterizacdo e Purificacdo parcial da
poligalacturonase (Disserta¢cdo) _ Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias, 65p. Rio Claro, 2006.

MARTINS, E. da S.; SILVA, D.; SILVA, R. da. etal. Perfil Enzimatico
produzido pelo Fungo Termofilico Thermoascus aurantiacus através de
Fermentagdo em Estado S6lido e Fracionamento de uma Poligalacturonase
Termoestavel. Universidade Estadual Paulista (UNESP), Sdo José do Rio Preto
— SP, 2005.

MARTIN, N.; SOUZA, S. R. de; SILVA, R. da. et al. Pectinase production by
fungal strains in solid-state fermentation using agro-industrial bioproduct.
Brazilian Archives of Biology and Technology, vol. 47, n°, Curitiba,
set./2004.

MARTINS, E. S.; SILVA, D.; DA SILVA, R. etal. Solid state production of
thermostable pectinases by thermophilic Thermoascus aurantiacus. Proc.
Biochem. 37, 49-954. 2002.



61

MELO, P. S. Composi¢do quimicae atividade bioldgica de residuos
agroindustriais (Dissertacdo ). 100p. Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba — SP,
2010.

MENEZES, J. P.; LUPATINI, M.; ANTONIOLLLI, Z. I. et al. Genetic variability
in rDNA ITS region of Trichoderma spp. (biocontrole agent) and Fusarium
oxysporum f. sp. Chrysanthemi isolates. Ciénc. agrotec. v.

34,n°, Lavras, Jan./Fev., 2010.

MENESES, A. G. Producéo de enzimas pectinoliticas e seletividade de
produtos fitoss anitarios sobre o agente biolégico “G088”. 2007. 96p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) _ Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

MENEZES, G. D. G. de; OLIVEIRA, A. C. P. de; DAMASO, M. C. T. etal.
Producdo de poligalacturonase pela linhagem Aspergillus niger mutante 3T5B8
em fermentagdo semi-sdlida utilizando como substrato residuo de maracuja e
farelo de trigo. Rev. Univ. Rural, Série Ciéncias Exatas e da Terra. Seropédica,
RJ, EDUR, v. 25, n° 1, p. 15-27, 2006.

MEYER, V. Genetic engineering of filamentous fungi: progress, obstacles and
future trends. Biotechnology Advances, New York, v. 26, p. 177-185,
Mar./Apr. 2008.

MINUSSI, R. C.; RAMOS, J. R. L. S.; COELHO, J. L. C. et al. Sugar-cane juice
induces pectin lyase and polygalacturonase in Penicillium griseoroseum. Rev.
Microbiol. v.29, n.4, Sdo Paulo, Oct./Dec. 1998.

MORICCA, S.; RAGAZZI, A.; KASUGA, T. et al. Detection Fusarium
oxysporum f. sp. Vasinfectum in cotton tissue by polymerase chain reaction.
Plant. Pathol., v. 47, p. 486-494, 1998.

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdugdo ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 3.ed. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN,
1998. p.220. (EMBRAPA-CENARGEN. Documentos, 20).

MILACH, S.C.K. Marcadores moleculares em plantas. Porto Alegre: UFRGS,
1998.



62

MITCHELL, D. A.; BEROVIC, M.; KRIEGER, N. Biochemical Engineering
Aspects of Solid State Bioprocessing. Advances in Biochemical Engineering
Biotechnology, v. 68. p 61-138, 2000.

MITIDIERI, S.; CAMASSOLA, S.; SCHRANK, A. etal. Producéo de
protease para formulacé@o de detergentes biodegradaveis. In: Seminario
Brasileiro de Biotecnologia Enzimatica, 5., 2002, Brasilia, Resumos.....Brasilia,
DF, 2002.

OLIVEIRA, A. N. de; OLIVEIRA, L. A. de; ANDRADE, J. S. et al. Enzimas
hidroliticas extracelulares de isolados de rizébia nativos da Amazonia Central,
Amazonas, Brasil. Ciénc. Tecnol. Aliment. 2006, vol.26, n°4, p. 853-860.

OLIVEIRA, J. S.; SOUZA, S. E. de; OLIVEIRA, L. L. de. et al. Distribuicdo do
fungo Cladosporium cladosporioides em regides produtoras de café na Bahia.
Bahia Agricola, v.6, n.3, nov. 2004.

OLIVEIRA, V. D.; FIALHO, E. T.; LIMA, J. A. F. etal. Substituicdo do milho
por casca de café em ragdes isoenergéticas para suinos em crescimento e
terminacdo. Ciéncia & Agrotecnologia, Lavras, v.25, n.2, p.424-436, mar./abr.
2001.

PALMA, M. B. Producé&o de xilanases por Thermosascus aurantiacusem
cultivo emestado s6lido. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica), - Centro
Tecnologico, Curso de Pos-graduacdo em Engenharia Quimica, Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2003.

PANAROTTO, C.; MALVESSI, E.; SILVEIRA, M. M. Avaliagéo das casca de
lim&o Taiti como fonte de indutor na producgéo de poligalacturonases por
Aspergillus niger em estado sélido. Universidade de Caxias do Sul _ Instituto
de Biotecnologia, Caxias do Sul — RS, 2006.

PANDEY, A.; SOCCOL, C. R.; NIGAM, P. et al. Biotechonological potential
of coffee pulp and coffee husk for bioprocesses. Bioche mical Engineering
Journal, Netherlands, v.6, n.2, p153-162, jan. 2000.

PANDEY, A. Solide-state fermentation. Biochemical Engineering Journal, v.
13,n°2, p. 81-84, 2003.



63

PEREIRA, R. T. G.; PFENNING, L. H.; CASTRO, H. A de. Caracterizacdo de
dindmica de colonizacdo de Cladosporium cladosporioides (Fresen.) De Vries
em frutos do cafeeiro (Coffea Arabica L.). Ciénc. agrotec., Lavras, v. 29, n. 6,
p. 1112-1116, nov./dez., 2005.

PEREIRA, M. S. A. Purificagcdo de uma endo-poligalacturonase produzida
por Kluyveromyces marxianus, utilizando sistemas de duas fases aquosas.
(Dissertacdo), Escola de Engenharia, Universidade do Minho, 2005.

PEREIRA, R. T. G. Diversity and frequency of fungi associated to fruits and
grains of coffee. 2006. 151p. Thesis (Doctorate in Agronomy), Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

PEREIRA, R. T. G. Influence of Cladosporium cladosporioides on the quality
of coffee. 2002. 42p. Dissertation (Master Science in Phytopathology) _ Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

PEREIRA, R. G.; BOREM, F. M.; VILELA, T. Caracte rizacdo microbiolégica
e qualidade da bebida de cafés (Coffea arabica L.) da regido Alto Rio
Grande — Sul de Minas Gerais. In: SIMPOSIO DEPESQUISAS DO CAFE
DO BRASIL, 2001, Vitéria, ES. Resumos... Brasilia, Embrapa Café, 2001.

PIMENTA, C. J. Qualidade do café (Coffea arabica L.) originado de frutos
colhidos em 4 estadios de maturagao. 1995. 52p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 1995.

PINTO, G. A.S.; BRITO, E. S;; SILVA, F. L. H. da. etal. Fermentacdo em
estado sélido: Uma alternativa para o aproveitamento e valorizacao de residuos
agroindustriais. Revista de Quimica Industrial, v.74, n.724, p.17-20, 2006.

PIRES, A.P. D. Diversidade genéticae caracterizagdo molecularem
linhagens de Beauveria bassiana. (Dissertacao) Universidade Federal do
Pernambuco, Recife, PE, 2002.

PRADE, R. A.; ZHANG, D. F.; AYOUBI, P. et al. Pectins, pectinases and
lantmicrobe interactions. Biotechnology and Genetic Engineering Reviews,
v.16, p.361- 391 1999.

PUNT, P. J.; BIEZEN, N. V.; CONESA, A. et al. Filamentous fungi as cell
factories for heterologous protein production, Trends in Biotechnology,
Amsterdam, v. 20, n° 5, p. 200-206, May, 2002.



64

PUTZKE, J.; PUTZKE, M. T. L. Os Reinos dos Fungos Vol. 2. Ed. da
Universidade de Santa Cruz do Sul. Santa Cruz do Sul, RS, 2002.

RAIMBAULT, M. General and microbiological aspects of solid substrate
fermentation. Electronic Journal of Biotechnology, v.1, n.3, 1998.

REXOVA-BENKOVA, L.; MARKOVIC, O. Pectic enzymes. Adv. Carbohydr.
Chem. Biochem, 1976, p.323-385.

REZZADORI, K.; BENEDETTI, S. Proposicdes para Valoriza¢éo de
Residuos do Processamento do Suco de Laranja. 2° International Workshop
Advances in Cleaner Production, S&o Paulo, Maio, 2009. 11p.

RIZZATTO, M. L. Estudo da producéo de pectinases por Penicillium
italicum 1Z 1584 e Aspergillus niger NRRL 3122 por fe rmentacao se mi-
solidaem bagago de laranja industrializado. Dissertagdo (Mestrado).
Universidade Estadual de Campinas _ Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Campinas — SP, 1999.

ROCHA, C. P. Otimizacdo da producéo de enzimas por Aspergillus niger em
fe rmentacdo emestado solido. (Dissertacdo de Mestrado). 136p. Universidade
Federal de Uberlandia _ Faculdade de Engenharia Quimica, Uberlandia, 2010.

RODRIGUEZ COUTO, S.; SANROMAN, M. A. Application of solid-state
fermentation to ligninolytic enzyme production. Bioche mical Engineering
Journal, v. 22, p. 211-219, 2005.

ROMBOUTS, F. M.; PILNIK, W. Pectic enzymes. In: Microbial Enzymes and
Bioconversions, v. 5, p. 227-282, ed. A. H. Rose. Academic Press, London,
1980.

ROSA, D. D.; MACHADO, M. A.; TARGON, M L. N. et al. Genotypic
diversity among P. parasitica isolates reveled by 1TS-5.8S rDNA nuclectide
sequences. Summa Phytopathol. v.32, n°2, Botucatu, Abr./Jun., 2006.

RUBERTO, G.; RENDA, A.; DAQUINO, C. etal. Polyphenol constituents and
antioxidant activity of grape pomace extracts from five Sicilian red grape
cultivars. Food Chemistry, Barking, v. 100, p. 203-210, jan., 2007.

SAKAI, T. SAKAMOTO, T., HALLAERT, J. et al. Pectin, pectinase, and
protopectinase: production, properties, and applications. Advances in Applied
Microbiology, 39: p. 213-294, 1993.



65

SAMSON, R. A.; HOEKSTRA, E. S;; FRISVAD, J. C. etal. Introduction to
food and air-borne fungi. 6. ed. Baarn: CBS, 2000. 389 p.

SANT ANNA JR., G. L. Produgéo de enzimas microbianas. In: LIMA, U. A;;
AQUARONE, E.; BORZANI, W.; SCHIMIDELL, W. (Coords.). Processos
fermentativos e enziméaticos. Sdo Paulo: Editora Edgard Blucher, 2001, v. 3, cap.
14. (Série Biotecnologia Industrial).

SANTOS, T. C. dos, GOMES, D. P. P., FILHO, G. A., FRANCO, M.
Enriquecimento protéico dos residuos sélidos do processamento de frutas.
EnciclopédiaBiosfera, Centro Cientifico Conhecer — Goiania, vol. 6, n°11,
2010, 7p.

SANTOS, S. F.de M.; MACEDO, G. R. de; SILVA, F. L. H. da. etal.
Aplicacdo da metodologia da superficie de resposta no estudo da producéo e
extracdo da poligalacturonase. Quim. Nova, vol. 31, n°8, p.1973-1978, 2008.

SANTOS, S. F. de M. Estudo da producéo de pectinases por fermentagéo em
estado solido utilizando peddnculo de caju como substrato. (Tese de
Doutorado). Dez, 2007, Natal — RN.

SANTI, L. Produgdo, caracterizacdo e aplicagéo de preparados
pectinoliticos produzidos por Penicillium oxalicum utilizando residuos
agroindustriais. (Dissertagdo de Mestrado). 90p. Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre — RS, 2005.

SATHYNARAYANA, N. G.; PANDA, T. Purification and biochemical
properties of microbiol pectinases — a review. Process Bioche mistry, v.38,
p.987-996, 2003.

SCHIEBER, A; STINTZING, F. C.; CARLE, R. By products of plant food
processing as a source of functional compounds _ recent developments. Trends
in Food Science & Technology, Cambridge, v. 12, p. 401-413, nov., 2001.

SEMENOVA, M.; SINITSYNA, O.; MOROZOVA, V. etal. Use of a
preparation from fungal pectin lyase in the food industry. Applied
Biochemistry and Microbiology, v. 42, p. 598-602, 2006.



66

SILVA, D. Purificacdo e caracterizagdo bioquimica de poligalacturonases
produzidas pelo fungo Penicillium viridicatum RFC3 em fermentacéo em
estado solido e submersa. (Tese — Doutorado), 2006, 141p. Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias de Rio Claro, Rio Claro —
SP.

SILVA, L. M. L. R. Caracteriza¢ao dos subprodutos da vinificacdo. Millenium,
Visei, v. 28, p. 123-133, out., 2003.

SILVA, D.; MARTINS, E. S.; DA SILVA, R. et al. Pectinase production by
Penicillium viridicatum RFC3 by solid state fermentation using agricultural
wastes and agro-industrial by-products. Braz. J. Microbiol. 33, 318-324, 2002.

SOUZA,R. L. A. de, OLIVEIRA, L. de S. C, SILVA, F. L. H. da; etal.
Caracterizacdo da poligalacturonase produzida por fermentacdo semi-sélida
utilizando-se residuo do maracuja como substrato. Revista Brasileira de
Engenharia Agricolae Ambiental, vol. 14, n°9, Campina Grande, set./2010.

SOUZA,R. L. A;; AMORIN, B. C.; SILVA, F. L. H. da; et al. Caracterizacao
do residuo seco do maracuja para utilizacdo em fe rmentacéo se mi-sélida.
In: Simpdsio Nacional de Bioprocessos, 16, 2007, Curitiba, Anais... Curitiba:
UFPR, 2007.

SPAGNA, G., PIFFERI, P. G., TRAMONTINI, M. et al. Pectinlyase
immobilization on polyamides for application in the food processing indutry. J.
Chem. Tech. Biotecchnol., v.59, p.341-348, 1994.

SWENSEN, S. M. Randomly Amplified Polimorphic DNA (RAPD): Methods
and analysis. Workshop booklet. San Diego, CA. 33p. 1995.

TARDY, F.; NASSER, W.; ROBERT-BAUDOUY, J. et al. Comparative
analysis of the five major Erwinia chrysanthemi pectate lyases: enzyme
characteristics and potential inhibitors. Journal of Bacteriology, 179: p.2503-
2511, 1997.

TAVARES, V. B; SIVIERI, K.; CERON, C. A. etal. Utilizagdo do residuo
liguido de industria de processamento de suco de laranja como meio de cultura
de Penicillium citrinum: depuracgéo biolégica do residuo e producdo de enzima.
Quim. Nova, 1998, vol.21, n%, p. 722-725.



67

TIMMIS, K. N.; DEMAIN, A. L. (1998). Ecology and industrial
microbiology. Strange bedfellows. Current Opinion in Microbiology, v. 1, p.
267-270.

TRIBESS, T. B. Estudo da cinética de inativagdo té rmica da pectineste rase
emsuco de laranja natural minimamente processado. 2003. Dissertagao
(Mestrado em Engenharia Quimica) - Escola Politécnica, Universidade de Sdo
Paulo, Sdo Paulo.

UENOJO, M.; PASTORE, G. M. Pectinases: aplicac¢des industriais e
perspectivas. Quim. Nova, vol. 30, n°2, 388-394, 2007.

URBEN, A. F.; OLIVEIRA, A. S. Caracterizacdo morfoldgica em diferentes
isolados de Fusarium moniliforme infectando sementes transgénicas de milho
procedentes dos Estados Unidos. Fitopatologia Brasileira, 24:339. 1999
(Resumo).

VALLE, R. H. P.; PASSOS, F. M. L.; PASSOS, F. J. V. etal. Production of
pectin lyase by Penicillium griseoroseum in bioreactors in the absense of
inducer. Braz. J. Microbiol. v.32, n.2, Sdo Paulo, abr./jun. 2001.

VRIES, R.P.; etall. Expression profiling of pectinolytic genes from Aspergillus
niger. FEBS Letters, v. 530, p. 41-47, 2002.

WILLIAMS, J. G. K.; KUBELIK, A. R,; LIVAK, K. J. etal. DNA

polymorphism and amplified by arbitrary primers are useful as genetic
markers. Nucleic Acid Research 18:6531-6535. 1990.

WOLSKI, E. Estudo comparativo da producéo de lipase por fermentacdo
submersa utilizando Penicilliumsp. livre e imobilizado. (Dissertagédo de
Mestrado). 84p. Erechim — RS, Brasil, 2008.



CAPITULO 2
Identificagdo molecular de isolados de Cladosporium Cladosporioides (Fres.)

de Vries



69

RESUMO

O wuso dos fungos como produtores de enzimas de interesse
biotecnolégico e também como agentes de controle biolégico depende de uma
caracterizagdo adequada, possibilitando a identificacdo e o melhoramento de
linhagens selecionadas. Dentre as tecnicas moleculares utilizadas para avaliar a
diversidade genética entre isolados tém-se o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). Alguns isolados de fungos filamentosos tém sido re latados
como agentes bioprotetores do café, protegendo o grdo contra ataque de insetos
e outros tipos de microrganismos deletérios a qualidade do café e ainda como
produtores de enzimas de interesse biotecnoldgico. Esses isolados foram
identificados morfologicamente como pertencentes ao género Cladosporium.
Fungos deste género sdo endofiticos, entomopatogénicos, facilmente isolados de
folhas, frutos e grdos do cafeeiro. Por isso, baseado nos efeitos de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries como agente bioprotetor da qualidade do café e
produtor de pectinases, o presente estudo teve por objetivo avaliar a diversidade
genética entre isolados utilizando a técnica de RAPD. Foram utilizados 10
primers arbitrarios para analise por RAPD de seis isolados do género
Cladosporium provenientes de plantas de café de diferentes regides do estado de
Minas Gerais. A % de similaridade genética foi analisada pelo padrdo de bandas
obtidas pelo RAPD utilizando o programa computacional UPGMA. Os
resultados demonstraram que os isolados ndo apresentam genoma idéntico, ja
que pdde ser observado polimorfismo com os primers utilizados. Esses isolados
foram identificados molecularmente pelo seqiienciamento da regido ITS do
rDNA. O alinhamento das sequéncias da regido ITS mostrou identidade maxima
de nucleotideos de 94% com sequéncias depositadas no GenBank de
Cladosporium cladosporioides, demonstrando que o seqlenciamento dessa
regido foi um método eficiente na identificagdo dos isolados.

Palavras-chave: Identificacdo molecular. Cladosporium cladosporioides (Fres.)
de Vries. Diversidade genética. RAPD (Random Amplified Polimorphic).
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ABSTRACT

The use of fungi as producers enzymes of biotechnological interest as
well biological control agents depends on adequate characterization, enabling
the identification and improvement of selected strains. Among the molecular
techniques used to evaluate the genetic diversity among isolates has been the
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Some isolates of filamentous
fungi have been reported as agents bioprotectors coffee, protecting the grain
against insect attack and other types of microorganisms deleterious to the quality
coffee and producers of enzymes biotechnological interest. These isolates were
morphologically identified as belonging to the genus Cladosporium. Fungi of
this genus are endophytic, entomopathogenic, easily isolated from leaves, fruits
and coffee beans. Therefore, based on the effects of Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries as agent bioprotector coffee quality and
producers of pectinases, this study aimed to evaluate the genetic diversity among
isolates using the RAPD technique. Were used 10 random primers for RAPD
analysis six isolates of the genus Cladosporium from coffee plants in different
regions of state Minas Gerais. The % of genetic similarity was analyzed by the
pattern of bands obtained by RAPD using the software UPGMA. The results
showed that the isolates do not have identical genome, could be observed
polymorphism with the primers used. These isolates were identified using
amplification and sequencing of ITS region of rDNA. The alignment of the
sequences ITS region showed maximum nucleotide identity of 94% with
sequences deposited in GenBank Cladosporium cladosporioides, demonstrating
that the sequencing of this region was an efficient method for identification of
isolates.

Keywords: Molecular identification. Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vrie. Genetic diversity. RAPD (Random amplified polymorphic).
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1 INTRODUCAO

O uso dos fungos como agentes de controle biolégico e produtores de
enzimas de interesse biotecnolégico depende de uma caracterizagcdo adequada,
possibilitando a discriminacdo de diversas linhagens de fungos filamentosos,
através do conhecimento dos seus padrdes fisiologicos, morfologicos e
genéticos. Neste contexto, a caracterizagdo também auxilia no processo de
identificagdo, quando a espécie ndo esta bem definida (FRUTOS etal., 1994).

Muitos fungos da nossa biodiversidade ainda ndo foram estudados,
embora sejam microrganismos biodegradadores naturais, que encontram as
substancias necessarias para 0 seu desenvolvimento na natureza, na forma de
macromoléculas, as quais precisam ser degradadas em unidades monoméricas,
antes de serem incorporadas ao nivel celular. Entre esses compostos, estdo 0s
polissacarideos, proteinas, &cidos nucléicos, lignina, lipideos e outros
(MALLER, 2008).

Fungos filamentosos apresentam ainda grande potencial de producéo de
metabdlitos de interesse farmacoldgico e biotecnolégico. Em muitos casos, 0s
taxonomistas tém dificuldades para determinar quais sdo as caracteristicas que
realmente definem um género ou uma espécie (GUARRO et al., 1999). Nesse
aspecto, técnicas moleculares de caracterizagdo e identificagdo estdo
contribuindo para o entendimento das relacdes filogenéticas entre as diferentes
espécies de fungos (GUEDES et al., 2007). A andlise de caracteristicas
morfoldgicas e genéticas fornece suporte para resolver questdes originadas pela
sistematica classica na identificacdo das espécies, assim como permite a analise
filogenética de géneros e espécies relacionadas (SOSA-GOMEZ et al., 1998).

A caracterizacdo de fungos por estudos morfoldgicos é um processo que
exige conhecimento, tempo e disponibilidade de material para crescimento das

espécies em laboratorio, bem como manter o cultivo dos mesmos. A
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identificacdo de espécies baseada somente em caracteristicas morfologicas e
culturais tem limitagOes, uma vez que essas sdo influenciadas pelo ambiente,
alterando o fenétipo de isolados fungicos. Atualmente, com a utilizacdo de
técnicas moleculares atraves da analise dos &cidos nucléicos hd um grande
potencial para a diferenciacdo entre espécies e isolados (BENEDETTI et al.,
2008; MENEZES et al., 2010).

A identificacdo decorre, inicialmente, de provas bioquimicas, porém o
uso de técnicas de biologia molecular pode enriquecer o conhecimento a esse
respeito, tendo como conseqiéncias um impacto significativo no nivel de
resolugdo taxondmica, na qualidade cientifica da pesquisa e na produtividade
dos grupos de pesquisa, além de proporcionar solugdes dos problemas de
classificacéo, no que diz respeito & caracterizacdo e a definicdo de novos taxons,
em diversos grupos de microrganismos (LIMA etal., 2008).

Nos ultimos anos vém sendo desenvolvidas técnicas baseadas na analise
de acidos nucléicos, visando tanto estudos mais preciosos da taxonomia quanto
no estudo de fatores de controle da patogenicidade. Ao contrario dos métodos
convencionais, essas técnicas proporcionam vantagens a fim de caracterizar,
identificar e detectar microrganismos baseados na informacdo genética
(DUVEILLER etal., 1997).

As técnicas moleculares geralmente envolvem a extracdo de &cidos
nucléicos da amostra e amplificacdo de regibes especificas do DNA por PCR
(Polymerase Chain Reaction), permitindo o estudo e identificacdo de
microrganismos (BORNEMAN & TRIPLETT, 1997). A tecnologia de PCR tem
gerado diversas classes de marcadores moleculares que podem ser aplicados no
estudo do DNA inteiro ou fragmentado. Um destes métodos foi denominado de
RAPD, o qual é caracterizado pela reacdo da polimerase em cadeia, utilizando
primers arbitrarios (LIMA et al., 2008). Esses métodos moleculares tém sido

utilizados para caracterizar a diversidade entre isolados patogénicos e ndo
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patogénicos a determinadas culturas e para determinar relacdes genéticas entre
espécies (OLIVEIRA & COSTA, 2002).

Devido ao valor dos fungos filamentosos como agentes no controle
biologico e como produtores de metabolitos de interesse biotecnologico, a
caracterizagdo destes € muito importante. A caracterizacdo auxilia também o
processo de identificacdo da espécie, quando ndo estd bem definida
(NEUVEGLISE etal., 1994). Recentes trabalhos demonstraram o Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries como um fungo bioprotetor da qualidade do
café, além de ser um excelente produtor de pectinases. A caracterizacao
molecular dos isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries ainda
ndo foi realizada, o que torna essencial o desenvolvimento de pesquisas nessa
area, a fim de se determinar o potencial desses isolados quanto & producdo de
pectinases, visando uma posterior aplicacdo na industria de alimentos. Baseado
neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o perfil genético de
isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries por RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) e sequenciar a regido ITS destes isolados visando
a identificacdo molecular.



74

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Instalagé@o doexperimento

O experimento foi conduzido nos Laboratorios de Genética Molecular
do Departamento de Biologia e no Laboratério de Biologia Molecular do

Departamento de Solos.

2.2 Condicoes de cultivo

Os isolados utilizados nesse experimento foram originados de frutos do
café e obtidos através da selecdo de material coletado em trés cidades produtoras
do estado de Minas Gerais: Trés Pontas, Lavras e Patrocinio (Tabela 1) no
periodo de maturacdo dos frutos. Os frutos foram encaminhados para o
laboratério da EPAMIG, onde foi realizado o plaqueamento e em seguida o
isolamento, purificacdo e identificacdo morfoldgica dos isolados. Estes foram
repicados para placas contendo meio de cultivo BDA (Batata-Dextrose-Agar) e
incubados a 28°C. Para a obtencdo do micélio para posterior extracdo do
material genético, os isolados foram cultivados em erlenmeyers contendo 50mL
de meio de cultivo BD (Batata-Dextrose) e incubados em shaker a 28°C durante
5 dias a 150 rpm.
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Tabela 1 Identificacdo dos isolados quanto a origem

Isolado Localidade
G080 Trés Pontas, MG
G081 Trés Pontas, MG
G082 Trés Pontas, MG
G084 Trés Pontas, MG
G087 Patrocinio, MG
G088 Lavras, MG

2.3 Extrag@o de DNA

A extracdo do DNA dos seis isolados de Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Specht
et al., (1982). O micélio crescido em meio liquido foi filtrado e lavado com agua
destilada e em seguida macerado com nitrogénio liquido. O p6 do micélio
triturado foi colocado em microtubos e adicionados de 600Ul de tampéo de
extracdo (glicose, Tris-HCI, EDTA), sendo posterior mente incubados a 65°C por
20 minutos. Foram acrescentados 600uL de cloroférmio alcool-isoamilico
(24:1), sendo os microtubos mantidos em gelo por 15 minutos e posteriormente
centrifugados a 9000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado
cuidadosamente e transferido para novos microtubos, os quais foram
adicionados de 500uL de isopropanol gelado, até o DNA ficar visivel (+/- 10
min). Em seguida o DNA foi centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e o pellet lavado com 100pL de etanol 70%. O etanol
foi descartado e os microtubos novamente centrifugados (400 rpm/1min) para
remogéo de restos do mesmo, sendo o pellet mantido em temperatura ambiente
por cerca de 30 minutos e posteriormente ressuspendido em 50uL de agua ultra-

pura com acetato de amonio 7M. O DNA foi incubado em gelo por 1h e apos
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esse periodo os microtubos foram centrifugados (12000 rpm/20min), sendo o
sobrenadante transferido para novos tubos, nos quais foram adicionados igual
volume de isopropanol (600pL) e mantidos no freezer overnight. O material foi
centrifugado (12000 rpm/5 min), o sobrenadante descartado e o pellet lavado
com etanol 70 % e ressupendido em 50uL de Tris-HCI 10 mM.

2.4 Andlise qualitativa do DNA

A qualidade e quantidade do DNA total dos fungos foi avaliada em gel
de agarose 0,8%, utilizando-se o marcador de massa molecular 100pb Ladder
(Invitrogen). A eletroforese foi realizada a 60 V durante 1h utilizando-se o
tampéo de corrida TBE 1X (Tris-borato 9mM e EDTA 1mM).

2.5 Amplificagdo da regido ITS do rDNA

A amplificagdo da regido ITS dos isolados de Cladosporuim
cladosporioides utilizando 0S primers ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3%) e ITS4 5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) foi realizada em um volume final de S0pL.
Cada reacéo de amplificacdo foi composta de 1yl do DNA gendmico, 5pL de
tampdo, 1pL de MgCl, 1L de dNTP, 0,25uL de Tag DNA Polimerase e 40uL
de agua ultra-pura. As reacBes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador, em 35 ciclos, os quais constituiram-se de uma etapa de
desnaturacdo (94°C/2 min e 94°C/45s), uma etapa de anelamento a 55°C por 30s
e uma etapa de extensdo a 72°C por 45s, sendo mantida uma temperatura de 4°C
ao final do 35° ciclo.
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2.6 Purificacdo do fragmento amplificado

A regido ITS amplificada por meio da PCR, foi purificada para
posteriormente ser sequenciada. Para isto, 50uL de cada amostra foi transferida
para microtubos de 1,5 mL, nos quais foram adicionados 1,5uL de NaCl (5M) e
2,5 volumes de isopropanol e em seguida incubados a -20°C por 16h. Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas (12000rpm/20min.) a 4°, sendo o
sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol 70%. O DNA purificado
foi ressuspendido em 20pL de agua ultra-pura e a qualidade e gquantidade
checados em gel de agarose 1,5%.

2.7 Amplificagdo do DNA total por RAPD

A amplificacdo foi baseada em método descrito por Williams et al.
(1990). A PCR para amplificagdo do DNA dos isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries foi realizada utilizando-se 10 oligonucleotideos
iniciadores (AW 13, AW 19, AL 08, AQ 14, AX 12, AV 11, AT 15, AX 1, AX 4, AX
7). As analises de RAPD foram realizadas em um volume final de 15 pL, sendo
cada reacdo constituida de 2pL de tampéo, 0,25uL de MgCl, 0,66pL de dNTP,
2,25pL do primer arbitrario, 0,2puL de Tag DNA Polimerase e 8,64l de agua
ultra-pura. Os ciclos constituiram-se de: 2 minutos iniciais para a desnaturacao
das fitas de DNA a 94°C, 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 37°C,
1 minuto a 72°C, sequido de uma extensdo final de 72°C por 2 minutos. Os
produtos de PCR foram corados com 1L de SYBER Green e anmalisados em gel
de agarose a 1%. A analise dos resultados foi realizada pelo calculo do
coeficiente de Jaccard (Rohlf, 1951) usando o programa computacional NTSYS
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2.1 pc. Os

fragmentos polimérficos foram analisados visualmente e ordenados em uma
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matriz binaria de dados, caracterizada pela presenca de banda (1) e auséncia (0)
dela. A matriz de dados binarios (retangular) foi entdo analisada pelo UPGMA.

2.8 Sequenciamento da regido ITS

Para 0 sequienciamento da regido do espagador interno transcrito (ITS)
do DNA ribossomal (rDNA) foi utilizado o aparelho Mega Bace 1000, de
acordo com a metodologia descrita por Sanger et al, (1977), sendo as
sequéncias posteriormente comparadas e alinhadas com outras sequéncias
homélogas no banco de dados utilizando o programa Blast (Basic Local
Aligmernt Search Tool) disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anadlise do DNA gendmico dos seis isolados do Cladosporium

cladosporioides (Fres.) de Vries

O DNA genbmico extraido dos seis isolados de Cladosporium
cladosporioide (Fres.) de Vries (Figura 1), foi usado como molde para
amplificacdo da regido ITS do rDNA utilizando os primers ITS1 e ITS4. Para
Fungaro (2000) o rDNA presente em todos os organismos, evolui rapidamente,
sendo portanto apropriado para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo
variedades de uma mesma espécie. Na figura 7, observa-se nitidamente a
presenca de bandas na parte superior do gel, as quais se referem as bandas de
DNA total e logo abaixo pode-se observar bandas de RNA, uma vez que ndo foi
utilizada RNase que degrada as moléculas de RNA durante a extragdo do DNA.

G080 G081 G082 G084 G087 G088

DNA —

RNA——

Figura 1 Gel de eletroforese do DNA gendmico extraido de isolados de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
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3.2 Analise dos produtos de amplificacdo da regido ITS do rDNA

A Figura 2 mostra o gel de agarose (1,5%) dos produtos amplificados
utilizando os primers ITS 1 e ITS 4. Apenas um fragmento de DNA foi
observado para cada um dos seis isolados, confirmando a amplificacédo da regido
ITS em todos eles. Os fragmentos amplificados visualizados na mesma posi¢éo
no gel de agarose podem ser considerados de mesmo tamanho
(aproximadamente 600 pb). A banda inferior mais fraca observada em todos o0s
isolados, provavelmente deve-se aos restos de primers da reacdo. Costa (2011)
também verificou que isolados de Aspergillus niger tiveram amplificados
somente fragmentos do DNA genémico correspondentes a regidao ITS 1 e ITS 4
com bandas de aproximadamente 600 pb, assim como encontrado no presente

trabalho.

Figura 2 Produtos da amplificagcéo da regido ITS do rDNA de seis isolados de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
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3.3 Analise dos fragmentos purificados da regid ITS do rDNA

A regido ITS, amplificada por meio da PCR, foi purificada para
posteriormente ser sequenciada, permitindo a comparacao desses isolados com
base nesta regido. O tamanho dos fragmentos amplificados foi de
aproximadamente 600 pares de bases (Figura 3). De acordo com Carbone &
Kohn (1997), o fato de essas regides serem relativamente curtas (500 a 800pb) e
aparecerem em grande nimero de cépias no genoma, permite que Ssejam
amplificadas e sequenciadas com facilidade. A purificacdo deve ser feita para
remocao de vestigios de primers da reacdo de PCR e ainda para facilitar o
sequenciamento. A figura 9 mostra os fragmentos purificados dos isolados,

confirmando a qualidade da purificagéo.

G080 G081 G082 G084 G087 G088 M

600 pb

Figura 3 Produtos purificados da regido ITS do rDNA de seis isolados de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries

As amostras entdo purificadas, quando submetidas ao sequenciamento
da regido ITS do rDNA e alinhadas com outras sequéncias no banco de dados
mostraram identidade méxima de nucleotideos de 94% com sequéncias
depositadas no GenBank de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
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(Tabela 2), demonstrando que o seqiienciamento da regido ITS foi um método
eficiente na identificagdo da espécie. De acordo com Fungaro (2000) existe um
grande numero de sequéncias ITS de diferentes fungos que estdo atualmente
disponiveis nos bancos de dados de sequéncias de nucleotideos, facilitando a
identificacdo de espécies. Menezes et al., (2010) também verificaram que o
sequenciamento de bases da regido ITS foi um eficiente método para
identificacdo e separacdo de isolados de Trichoderma e Fusarium. Cardoso et
al., (2007) ndo detectaram variagdo na sequéncia ITS entre Penicilluim
expansum e Penicillium griseoroseum. Os resultados mostraram que a
comparacao da sequéncia de nucleotideos da regido ITS entre essas espécies ndo

revelaram discriminagdo satisfatdria devido ao baixo grau de sua variabilidade.

Tabela 2 Isolados de Cladosporium cladosporioides utilizados na comparacgéo
de similaridade genética com os isolados em estudo

Ide ntidade (%) com

sequéncia do NUmero de

Isolado GenBank acesso* Autor
C. cladosporioides Gongalves et al.,
UFMGCB 3794 92 HQ 533783 2010
C. cladosporioides
LPSC 1088 94 JF 949719 Llorente et al., 2011
C. cladosporioides Rodrigues et al.,
ATT 097 91 HQ 607834 2010
C. cladosporoides 90 HM 008931 Kim & Kim, 2010
C. cladosporioides 91 HQ 660443 Yang & Zang, 2010

LS3 - 20092
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3.4 Analise da variabilidade genética do DNA genbmico amplificado dos
isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries pela técnica de

RAPD

As Figuras 4, 5, 6 e 7 mostram os fragmentos de DNA amplificados por
RAPD dos isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries utilizando
0s primers AW 19, AL 08, T 05, AT 15, AW 13, AV 11, AX 12, AX 1, AX 4, AXT.

Muitas vezes € necessaria a utilizacdo de outras técnicas para detectar
polimorfismos, principalmente quando se trata de isolados de uma mesma
espécie. A PCR é uma técnica de amplificacdo de fragmentos de DNA que pode
ser modificada ou ajustada a fim de atender os objetivos do estudo. Além da
comparagdo da sequéncia da regido ITS, outra técnica denominada RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) pode ser utilizada para detectar
polimorfismos entre populagdes de uma mesma espécie, a qual também foi
desenvolvida neste trabalho. Azevedo et al., (2000) investigando a variabilidade
molecular entre isolados de Paecilomyces fumosoroseus observou que a
variabilidade nos perfis de RAPD foi suficiente para discriminar todos os
isolados dessa espécie.

Na Figura 4 observa-se que o isolado 82 apresentou uma banda
diferenciada dos demais, utilizando o primer AW 19, indicando que esta ¢ uma
banda polimdrfica. Os isolados 80, 81, 84 e 88 apresentaram bandas bem nitidas,
apenas o isolado 87 apresentou bandas com pouco produto de amplificacdo para
esse mesmo primer. Todos os isolados apresentaram padrdes de bandas
semelhantes quando utilizado o primer AL 08, observando-se ainda a presenca
de uma banda monomorfica, ou seja, esta banda estava presente em todos 0s

isolados, sugerindo a existéncia de possivel semelhanca entre estes.
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G080 G081 G082 G084 G087 G088 G080 G081 G082 G084 G087 G088

Figura 4 Gel de eletroforese de produtos amplificados de RAPD de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries com os primers
AW19 e AL 08

As amostras amplificadas com o primer T 05 (Figura 5) apresentaram
uma banda intensa, semelhante em todos os isolados (exceto no 81), sugerindo a
presenca de sequéncias semelhantes complementares ao primer no genoma das
amostras em estudo. O isolado 81 apresentou uma diferenciagdo na posicdo da
banda, que pode ter sido em virtude de problemas ocorridos durante a corrida
eletroforética. Esse mesmo isolado apresentou ainda uma banda menos intensa,
diferenciada dos demais, o que pode ser observado também para amostra 82.
Este resultado pode indicar alguma diferenciacdo no genoma desses isolados
quando comparado com os demais. De acordo com Ferreira & Grattapaglia
(1998), bandas pouco consistentes ocorrem com todos os tipos de marcadores
moleculares, sendo atribuidas, em ensaios RAPD, ao baixo poder do primer em
discriminar sitios de amplificacao distintos, & competicdo entre diferentes sitios
de amplificacdo por substrato e enzima e aos problemas na padronizagdo das

condicdes de amplificacdo. As amostras amplificadas com o primer AT 15
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apresentaram o0 mesmo padrdo de bandas exceto para o isolado 82 que
apresentou uma banda diferenciada das demais (Figura 5).

G080 G081 G082 G084 G087 G088 G080 G081 G082 G084 G087 G088

Figura 5 Gel de eletroforese de produtos amplificados de RAPD de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries com os primers T 05
e AT 15

Os primers AW 13, AV 11 e AX 12 também geraram um mesmo padrdo
de bandas em todos os isolados (Figura 6). O isolado 82 também apresentou uma
banda diferenciada com o primer AV 11, o que sugere a existéncia de maior
polimorfismo genético nesse isolado com relagcdo aos demais. Ja as amostras
amplificadas com o primer AX 7 apresentaram bandas intensas e semelhantes em
todos os isolados com excecéo do isolado 81, que apresentou uma banda menos
intensa (Figura 7). O mesmo pode ser observado quando se utilizou o primer AX
1, com excecdo dos isolados 82 e 84 que também apresentaram banda menos
intensa. Os produtos amplificados com o primer AX 4 apresentaram duas bandas
polimérficas bem nitidas e semelhantes nos seis isolados, com exceg¢do do 81, no

qual ndo se observa aparecimento da primeira banda.
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G80G81G82G84G87G88 G80G81G82G84G87G88 G80 G81 G82 G084 G087 G838

Figura 6 Gel de eletroforese de produtos amplificados de RAPD de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries com os primers AW
13, AV 1le AX 12

G80G81G82G84G87G88GB0G81 G82G84G87 G83 G80G8l G82 G84 G87 G88

s-dd‘dd'ﬂ‘i“--i L e

Figura 7 Gel de eletroforese de produtos amplificados de RAPD de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries com os primers AX
1, AX4e AX7
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A partir da analise das bandas polimérficas obtida com os 10 primers
(AW 19, AL 08, T 05, AW 13, AV 11, AX 12, AT 15, AX 1, AX4 e AX7) pela
analise RAPD, foi gerada uma matriz de similaridade genética (Tabela 3), a qual
foi analisada pelo programa computacional NTSYS gerando um dendograma
que mostra a similaridade genética e cujo agrupamento de dados foi obtido pelo
método UPGMA. De acordo com o teste de similaridade, 5 agrupamentos

puderam ser observados conforme mostra a Figura 8.

Tabela 3 Matriz de similaridade genética entre 6 isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries

G080 G081 G082 G084 G087 G088

G080 1

G081 0,88 1

G082 0,74 0,75 1

G084 09 0,85 0,76 1

G087 083 081 0,75 0,85 1

G088 0,74 0,69 0,67 0,77 0,73 1
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G080
Gog4

G081

G037

G032

G088

T T T T T T T T T T T T T T T T T
073 orr 031 02 080
Coafficert

Figura 8 Dendograma gerado a partir dos dados de similaridade genética de seis
isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries por meio de
marcadores RAPD

Foi possivel concluir que os isolados G080 e G084 estdo mais proximos,
uma vez que apresentaram menor distancia genética com 90% de similaridade
constituindo um Unico grupo. O isolado G081 constituiu um 2° grupo com
86,5% de similaridade com relagdo ao 1° grupo. Ja o isolado G087 constituiu um
3° grupo com 81% de similaridade em relagdo ao 2° grupo (G081). O isolado
G088 foi 0 que apresentou maior distancia genética com relagdo aos demais
como pode ser observado, por exemplo, entre os isolados G082 e G088, o0s quais
se mostraram menos semelhantes, com apenas 67 % de similaridade (Tabela 3),
demonstrando a existéncia de maior variabilidade genética. O isolado G088
apresentou ainda 69% de similaridade com o isolado G081.

A partir da analise de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
utilizando 10 primers de sequéncias arbitrarias foi possivel verificar a existéncia
de polimorfismo genético entre os seis isolados do Cladosporium

cladosporioides (Fres.) de Vries. O polimorfismo genético gerado pelos
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marcadores RAPD sdo reconhecidos pela presenca de um fragmento amplificado
em um dos gendtipos em relacdo a auséncia desse mesmo fragmento em outro
gendtipo (JIMENEZ & COLLADA, 2000). Em trabalhos realizados por
Figueiredo et al., (2003) sobre caracterizagdo molecular de microrganismos do
ecossistema agricola do cerrado, a técnica de RAPD-PCR se mostrou eficiente,
revelando elevado grau de polimorfismo dos produtos amplificados do DNA e
se mostrando Util para andlises da variabilidade genética e identificacdo de
grande nimero de isolados de Acremonium. strictum. Silva-Mann et al., (2002)
avaliando a variabilidade genética de isolados do complexo Colletotrichum
associados a sementes de algodoeiro, encontrou valor de similaridade de 51,7%,
confirmando a potencialidade da técnica RAPD para diferenciar tais fungos.

A existéncia de variabilidade pode ser explicada pelo fato de os isolados
do fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries terem origens
geograficas diferentes exercendo uma possivel influéncia. Entretanto, Colauto et
al., (2002), ao caracterizarem geneticamente 5 isolados do basidiomiceto
Agaricus blazei por RAPD, verificou que, embora 0s mesmos apresentassem
origens diferentes, ndo possuiam divergéncia genética entre si. Teixeira et al.,
(2004) avaliando a diversidade genética de isolados do patbgeno Acremonium
strictum obtidos de sementes de milho, provenientes de diferentes regides
produtoras brasileiras, observou que, na maioria dos casos isolados de A.
strictum provenientes de um mesmo estado apresentaram perfis genotipicos mais
variados do que isolados oriundos de estados diferentes. Este fato deveu-se,
provavelmente, a utilizagdo de isolados obtidos de genétipos hospedeiros com
base genética diferente, exercendo alguma influéncia sobre o comportamento

dos proprios isolados, mais que a origem geografica dos mesmos.



90

4 CONCLUSOES

a) a analise por RAPD mostrou que os genomas dos isolados de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries ndo sdo idénticos;

b) os isolados G080 e G084 apresentam maior similaridade genética;

c) o isolado G088 esta mais distante geneticamente dos outros
isolados;

d) o sequenciamento da regido ITS mostrou que os isolados pertencem
a espécie Cladosporium cladosporioides.
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CAPITULO 3
Producéo de pectinases por isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.)
de Vries
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RESUMO

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem uma quantidade
consideravel de residuos, os quais constituem uma fonte de carbono para a
producdo de enzimas por diversos microrganismos, incluindo as pectinases. Os
fungos em funcdo de suas caracteristicas de reproducéo e crescimento adaptam-se
a uma grande variedade de substratos, podendo ser utilizados como agentes de
fermentagdo, para a producao dessas enzimas. Nos Ultimos anos tem-se observado
um grande interesse em produzir tais enzimas por fermentacao em estado sélido,
entretanto, quando se trata de processo em grande escala, a fermentacdo submersa
€ a mais utilizada. Por isso, o estudo de parametros que viabilizem a utilizacdo
desse processo associado ao uso de residuos agroindustriais como fonte de pectina
€ muito importante. Alguns trabalhos demonstraram o fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries como um bom produtor de pectinases. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de produgdo das enzimas
pectinametilesterase (PME), poligalacturonase (endo- e exo- PG) e pectina liase
por quatro isolados do fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries,
utilizando fermentacdo submersa e residuos agroindustriais como casca de café,
laranja, maracuja e uva, os quais foram avaliados isoladamente, sendo adicionados
ao meio como fonte de pectina nas concentragdes de 0,1; 0,25 e 0,5%. A atividade
enzimatica especifica foi expressa em unidades de atividade por grama de proteina
(U/g). A casca de café demonstrou ser uma fonte menos promissora para a sintese
de pectinases por Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries. O isolado G088
resultou em maior indice de PME e os isolados G080 e G084 promoveram maior
atividade de PL, ambos utilizando como substrato a casca de uva na concentragao
0,5%. O isolado G084 apresentou indices médios superiores para a producdo da
enzima exo-PG utilizando como substrato a casca de uva na concentracdo 0,5%. O
isolado G088 resultou em maior atividade da enzima endo-PG utilizando como
substrato a casca de laranja na concentragdo de 0,1%. A diferenca entre 0s
isolados quanto a producdo de pectinases sugere uma diferenca genética entre eles.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries. Residuo agroindustrial.
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ABSTRACT

The agroindustrial sectors and of food produce a considerable amount of
waste, which constitutes a carbon source for enzyme production by various
microorganisms, including pectinases. Fungi due to their reproductive
characteristics and growth adapt to a wide variety of substrates and can be used
as leavening agents, for the production these enzymes. In recent years there has
been a great interest in producing such enzymes by solid state fermentation,
however, when it comes to process large scale submerged fermentation is the
most used. Therefore, the study of parameters that allow the use of this process
associated with the use of agroindustrial residues as a source of pectin is very
important. Some studies showed the fungus Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries as a good producer of pectinases. Therefore, this study aimed to
evaluate the production potential of pectinmethylesterase (PME),
polygalacturonase (endo-and exo-PG) and pectin lyase by four isolates
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries using submerged fermentation
and agroindustrial residues such as coffee husks, orange, passion and grapes,
which were evaluated separately, being added to the medium as a source of
pectin concentrations of 0,10; 0,25 and 0,50%. The specific enzyme activity was
expressed in activity units per gram of protein (U/g). Coffee husk proved to be a
less promising source for the synthesis of pectinases by Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries. The isolated G088 resulted in a higher rate of
PME and isolated G080 and G084 promoted higher PL activity, both using as
substrate the bark of grape at 0,5% concentration. The isolated G084 had higher
average rates for production of the enzyme exo-PG using as substrate grape skin
in the concentration 0,5%. The isolated G088 resulted in increased activity endo-
PG using as substrate orange peel at concentration 0,1%. The difference between
the isolates in the production of enzymes suggests a genetic difference between
them.

Keywords: Enzymatic activity. Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries.
Agro-industrial residue.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos o desenvolvimento de processos biotecnolégicos,
vinculados com setores importantes da economia, tem conquistado um espaco
importante. As producdes de metabolitos por microrganismos de interesse
industrial permitem o reaproveitamento de residuos agroindustriais como fonte
de matéria prima em processos biotecnoldgicos especificos (FERNANDEZ,
2009).

Depois dos antibidticos, as enzimas constituem o mais importante grupo
de produtos biolégicos de necessidade humana. Inimeros processos industriais,
sobretudo nas &reas da biotecnologia industrial, ambiental e de alimentos,
utilizam a tecnologia das enzimas em Vérias de suas etapas. Atualmente, as
enzimas hidroliticas sdo as mais utilizadas nos processos industriais, sendo
aplicadas na degradacéo de varias substancias naturais. De forma geral, elas sdo
usadas em grande escala nas indUstrias téxteis, de detergentes, alimenticia, de
papel e de couro (OLIVEIRA et al., 2006). A utilizagdo de enzimas em
processos industriais tem aumentando consideravelmente nos Gltimos anos,
especialmente nas indUstrias de alimentos, bebidas entre outras (FONTANA,
2009).

As enzimas microbianas sdo classes de proteinas responsaveis pela
reciclagem de matérias orgéanicas sollveis e insollveis na natureza. Dentre essas
enzimas as pectinases apresentam um destaque no setor industrial (SANTI,
2005). A hidrdlise bioldgica da pectina é importante tanto do ponto de vista
econdmico como ecolégico e a catalise enzimatica da molécula tem sido
extensivamente estudada devido ao seu envolvimento com a industria de
alimentos, dentre outras (SANTOS et al., 2008).

Na busca de solugbes alternativas para o problema do descarte dos

residuos, muitas industrias tém optado pelo uso de microrganismos como
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agentes redutores de matéria organica desses materiais ou para a eliminagcdo ou
reducdo de compostos toxicos. Os fungos, em funcdo de suas caracteristicas de
reproducédo e crescimento, adaptam-se a uma grande variedade de substratos,
entre eles, efluentes de industrias processadoras de alimentos, residuos agricolas
e agroindustriais (TAVARES et al.,1998).

As enzimas pectinoliticas, ou pectinases atuam sobre substancias
pécticas, que fazem parte da composicdo da parede celular dos vegetais,
provocando a sua despolimerizagdo ou desesterificagdo (FONTANA, 2009).
Estas podem ser sintetizadas por bactérias, fungos e leveduras. Portanto para que
a aplicacdo das pectinases se torne viavel, é essencial o estudo tanto de
pardmetros que viabilizem sua produgdo quanto de condigbes adequadas ao seu
uso (CORDEIRO & MARTINS, 2009; MENEZES et al., 2006). As pectinases
sdo muito utilizadas nas indUstrias de sucos de frutas para reduzir viscosidade e
aumentar a eficiéncia de filtracdo e de clarificacdo, no tratamento preliminar da
uva em industrias vinicolas, na extracdo de Oleos vegetais e no tratamento e
degomagem de fibras naturais para industria téxtil e de papel (SANTOS et al.,
2008).

Atualmente, o alto custo na producdo enzimatica é, talvez, um dos
maiores obstaculos na comercializacdo de novas enzimas. Entretanto, a
otimizacdo das condicBes de cultivo, aliada & escolha de linhagens de
microrganismo apropriadas, pode levar a uma melhor produgdo enzimatica, alem
de reduzir os custos de producdo (MENESES, 2007). Comparando-se com
outras enzimas, poucos trabalhos tém sido reportados sobre a producédo de
pectinases por via biotecnoldgica. E importante considerar ainda a crescente
utilizacdo de residuos agroindustriais visando reduzir ndo s6 os custos de
producdo, como também o desenvolvimento de processos que ndo venham a
agredir o meio ambiente (RIVAS et al., 2004). Recentes trabalhos identificaram

0 Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries como um bom produtor de



100

pectinases (CARVALHO; COSTA; MENESES, 2007). Por isso, 0 presente
trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de produgdo de enzimas
pectinoliticas por isolados desse fungo, utilizando como substrato, diferentes

residuos agroindustriais em fermentacdo submersa.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizagdo dos substratos utilizados no meio de fe rmentagéo

2.1.1 Instalacé@o do experimento

Os residuos das frutas (laranja, maracuja e uva) foram adquiridos no
comeércio local do municipio de Lavras e a casca de café foi adquirida no Pdlo
do Café na Universidade Federal de Lavras. A casca de café utilizada no
experimento constituiu-se de material seco, obtida do processamento via seca. O
residuo da laranja constituiu-se de casca, albedo e bagacgo. Ja o residuo do
maracuja constituiu-se de casca e albedo e da uva somente a casca. Tais residuos
foram manipulados no Laboratério Central de Analises do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos, os quais foram submetidos a processo de secagem em
estufa a 60° C e em seguida triturados e moidos. As analises de composicado
centesimal, agucar e pectina totais também foram realizadas no Laboratorio
Central de Analises do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

2.1.2 Metodologias analiticas para os substratos

2.1.2.1 Umidade

Determinada pela perda de peso em estufa regulada a 105°C até peso
constante de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (1990).
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2.1.2.2 Extrato etéreo

O extrato etéreo ou lipideos totais foram determinados pelo método de
extragdo continua utilizando éter etilico como solvente em aparelho tipo Soxhlet
segundo AOAC (1990).

2.1.2.3 Proteina bruta

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de Micro-
Kjeldahl descrito na AOAC (1990).

2.1.2 .4 Fibra bruta

Determinada por meio da hidrélise acida, segundo AOAC (1990).

2.1.2.5 Residuo mineral fixo

Determinado pelo método gravimétrico com aquecimento em mufla a
550°C, segundo metodologia descrita pela AOAC (1990).

2.1.2.6 Determinagdo de agucares totais

Determinado pelo método de Antrona de acordo com a metodologia

descrita por Dische (1962), sendo os resultados expressos em g/100g.
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2.1.2.7 Determinacéo de pectinas total e solGvel

Determinada por método colorimétrico de acordo com a técnica descrita

por Bitter & Muir (1962), sendo os resultados expressos em mg/100g.

2.2 Producéo de enzimas e determinacéo da atividade enzimética

2.2.1 Instalag8o do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia da
EPAMIG e no Laboratério Central de Analises do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos na Universidade Federal de Lavras _ UFLA.

2.2.2 Microrganismo e condicdes de cultivo

2.2.2.1 Fermentacdo submersa

O microrganismo usado neste estudo foi o fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries previamente isolado de frutos do café colhidos
em estado de maturagédo avancada (Figura 1) e o tipo de fermentacéo avaliada
foi a “submersa”. Quatro isolados obtidos de diferentes localidades (Tabela 1)
foram avaliados quanto a atividade enzimatica. Uma suspensdo de esporos
contendo cerca de 10° esporos/mL foi transferida para meio de cultura(Solugéo
de Manachini) contendo: 0,2g de KH,PO,; 0,1 g de (NH,),SO,4; 0,01g de
MgSO,. 7H,0; 0,09g de Na,HPO,.2H,0; 0,1g de extrato de levedura. A solu¢ao
foi suplementada de pectina obtida pela adicdo de residuos agroindustriais ricos
em pectina, previamente secos e moidos, 0s quais constituiram-se de casca de

café, laranja, maracuja e uva, avaliados isoladamente nas concentracdes de
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0,1%, 0,25% e 0,5% em substituicdo a pectina. Tais concentracdes foram
estabelecidas através da realizacdo de pré-testes. As culturas permaneceram sob
agitacdo constante a 100rpm e temperatura de 28°C em shaker durante 5 dias
(Figura 2).

Figura 1 Isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries

Tabela 1 Identificacdo dos isolados quanto a origem

Isolado Localidade
G080 Trés Pontas, MG
G082 Trés Pontas, MG
G084 Trés Pontas, MG

G088 Lavras, MG
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Figura 2 Condicdes de cultivo de isolados do fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries

-

2.2.3 Padronizagdo da concentragdo de indculo

A concentragdo de indculo foi padronizada através da contagem de
esporos em camara de Neubauer. Os esporos foram coletados com o auxilio de
bastdo de vidro e ressuspensos em &gua destilada estéril, sendo retirada uma
aliguota para contagem dos esporos na camara de Neubauer (Figura 3).
Suspensdes contendo cerca de 10° esporos/mL foram entdo utilizadas como
in6culo. A contagem do n° de esporos/mL foi dada pela formula: esporos/mL =
n x 25 x 10*, onde:

n = nimero médio de esporos contados por campo
25 = nimero de quadrantes na cAmara

10* = fator da camara
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| X 0,2 mm 0,05 mm
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Figura 3 Camara de Neubauer com os respectivos campos de contagem
Fonte: Alves & Moraes (1998)

2.2.4 Obtencgdo do extrato enzimético bruto

Apbs 5 dias de cultivo as culturas foram submetidas a processo de
ultrafiltracdo com auxilio de membrana Milipore®, constituida de acetato e
nitrato de celulose com 045um de didmetro, sendo a atividade enzimatica

determinada na fracdo liquida da cultura (Figura 4).
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Figura 4 Processo de filtracdo para a obtencdo do extrato enzimatico bruto

2.2.5 Determinagdo da atividade de pectinases

2.2.5.1 Pectinametilesterase (PME)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan & Rose (1994). Uma solugéo de pectina citrica a 1% foi preparada em
NaCl 0,1M, ajustando-se o pH da solucdo para 7,5 com NaOH 0,5M. Trés mL
da solucdo de enzimas e 20 mL da solugdo de pectina citrica foram adicionados
em erlenmeyer de 50 mL, sendo a mistura incubada durante 30 minutos,
mantendo o pH em 7,5 pela adicdo de NaOH 0,02M. A atividade de PME foi
proporcional ao volume de NaOH gasto na titulagdo e foi expressa em
microequivalentes de &cido péctico liberado por mL™h™.
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2.2.5.2 Pectina liase (PL)

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Kashyap et al., 2000. 1 mL da solucéo de enzimas foi adicionada a
5mL de solucdo de pectina 1%, sendo o volume ajustado para 10mL com &gua
destilada. As amostras foram incubadas a 40°C por 2h, seguindo-se pela adigéo
de 0,6mL de sulfato de zinco 9% e 0,6mL de hidroxido de sédio 0,5M. As
amostras foram centrifugadas (3000rpm/10min) e 5 mL do sobrenadante foi
adicionado a uma mistura de acido tiobarbitdrico (3mL, 0,04M), HCI (2,5mL
0,1M) e &gua destilada (0,5mL). A mistura foi aquecida em banho-maria em
ebulicdo por 30 minutos, resfriada & temperatura ambiente e a absorbéncia da
solugdo foi medida a 550nm. Uma unidade de atividade foi dada como a
quantidade de enzima que provocou uma alteracdo na absorbancia de 0,01 na
condicdo do ensaio. A atividade especifica foi determinada dividindo-se a

atividade enzimatica encontrada pelo valor de proteinas totais na amostra.

2.2.5.3 Exo-poligalacturonase (Exo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan & Rose (1994). Uma reta padrdo de &cido poligalacturénico foi
construida utilizando o método de Miller (DNS). 1,5 mL da solugdo de enzimas
mais 1,0 mL de solucdo de sal sodico de acido poligalacturdnico a 0,1% em
tampéo citrato 0,1M pH 5,0 foram adicionados em tubo de ensaio. A mistura foi
incubada em banho-maria a 40°C por 1 hora e ap06s esse periodo a reagcdo foi
paralisada adicionando-se 1,5 mL de solu¢do de &cido 3,5- dinitrossalicilico
(DNS), sendo os tubos mantidos em banho fervente por 5 minutos e em seguida
resfriados em banho de gelo. A absorbancia da solugdo foi lida a 575nm. A

atividade (U) de Exo-PG foi expressa na forma de pmol de equivalentes de
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acido galacturonico liberados por mL por minuto nas condicdes do teste. A
atividade enzimatica especifica foi determinada dividindo-se o valor de U/mL
pelo valor de proteinas totais da mesma amostra, segundo metodologia de
Bradford, sendo expressa na forma de pmol de equivalentes de &cido
galacturénico liberados por massa (mg ou pg) de proteinas por minuto nas

condicdes do teste.

2.2.5.4 Endo-poligalacturonase (Endo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Lima (2006). A mistura da reagdo conteve 55 mL de solu¢do de pectina 0,2%
em tampdo acetato de sodio 0,025M pH 5,0 contendo 1mM de EDTA (&cido
etilkno di-amino tetraacético) e 250Ul do extrato enzimatico. Ap6s a
homogeneizacdo das misturas em agitador de tubo, estas foram incubadas em
banho-maria a 50°C por 10 minutos e em seguida a reacdo foi interrompida
colocando-se as amostras em banho de gelo. A leitura foi realizada em
viscosimetro de Ostwald tamanho 200, medindo-se o tempo (t) de escoamento
das amostras, do branco e da agua deionizada, calculando-se a atividade segundo
Mill & Tuttobello (1961); Teixeira (1994):

% da reducdo de viscosidade =  tbranco —t amostra
x 100

tbranco -t gua

~
Unidade Viscosimétrica: UV/mL =% da reducdo de viscosidade y 4

50 J

10
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2.2.6 Determinacdo de proteinas totais na amostra (Microanalise)

A atividade enzimatica especifica das amostras foi determinada
dividindo-se o valor da atividade enzimatica encontrada (U/mL) pelo valor de
proteinas totais (mg/mL) das amostras de acordo com a metodologia de
Bradford. Para a quantificacdo de proteinas na amostra foram adicionados em
tubo de ensaio 0,1 mL da amostra + 1 mL do reagente de Comassie Blue G-250
(reagente de Bradford). O branco foi preparado pela adi¢do de 0,1 mL de agua +
1 mL do reagente de Comassie-Blue G-250. Em seguida, estes foram
homogeneizados em vortex, e passados 5 minutos da agitagdo, a absorbancia foi
lida a 595 nm.

2.2.7 Determinacao da atividade e nzimatica especifica

Para obter maior confiabilidade nos resultados e eliminar proteinas
indesejaveis, procedeu-se ao calculo da atividade enzimatica especifica, a qual
foi calculada dividindo-se o nimero de unidades de enzima (U) pelo nimero de
proteinas totais na amostra (mg) conforme a férmula abaixo. Os resultados
foram expressos em U/g.

N° de unidades de enzima (U)

Miligramas de proteina (mg)

2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes, num esquema fatorial triplo

(4 x 4 x 3), constituindo de 4 isolados do fungo Cladosporium cladosporioides
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(Fres.) de Vries (G080, G082, G084, G088), 4 substratos (casca de cafe, laranja,
maracuja e uva) e 3 concentragfes de pectina (0,1; 0,25 e 0,5%). A variavel
analisada foi a atividade enzimatica especifica, sendo os demais dados
interpretados por meio de analise de variancia (ANAVA) e as médias analisadas
pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o software
SISVAR®.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicdo centesimal, agucar e pectina total dos substratos utilizados
no meio de fermentagéo

Os resultados demonstraram que os substratos utilizados no meio de
fermentagdo como fonte de carbono pelos isolados do fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries apresentaram diferentes valores em sua
composi¢do nutricional, pectina total e também na % de agucares totais,
conforme pode ser observado nas Takelas 2, 3 e 4.

Tabela 2 Valores médios de agucares totais (g/100g), umidade e residuo mineral
fixo (%) em fungédo dos substratos estudados

Médias (erros-padréo)

Substratos Residuo Mineral
Acucar Umidade Fixo
Casca de café 757 (0,4) c 11,23 (0,27) b 711(0,14) b
Cascade laranja 23,28(04) b 11,12 (0,27) b 291(0,14) c
Casca de maracuja 095(0,4)d 8,06 (0,27) c 6,5(0,14) b
Casca de uva 43,92 (0,4) a 15,35 (0,27) a 8,82 (0,14) a

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey, ao nivel de 5% de significancia

Foi possivel observar crescimento dos isolados do fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries em todos os substratos, os quais puderam ser
utilizados pelo microrganismo como fonte de carbono, entretanto para alguns foi
observado menor crescimento como, por exemplo, a casca de café e casca de
maracuja. Com relacdo a casca de café, o menor crescimento pode ser devido ao

fato de que esta apresenta em sua composicdo compostos inibidores ao
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desenvolvimento do fungo, tais como os compostos fenolicos. Ja a casca de
maracuja, por se tratar de um substrato rico em pectina (Tabela 4), pode ter
resultado no fendmeno de repressdo catabdlica, ou seja, maiores concentragdes
do substrato inibiram o desenvolvimento do microrganismo.

A casca de uva, apesar da menor concentracdo de pectina resultou em
bom crescimento dos isolados. Tal fato pode ser atribuido a presenca de maior %
de acUcares totais nesse substrato (Tabela 2), a qual foi utilizada pelo
microrganismo como fonte de carbono. Costa (2007) também verificou que a
quantidade de agucar presente na casca de uva, influenciou positivamente a
atividade de pectinases por um isolado do fungo Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries. Entretanto, alguns autores revelam que altas quantidades de
aclcares no substrato, suprem a necessidade dos microrganismos para o seu
crescimento, fazendo com que a molécula de pectina seja pouco utilizada,
resultando em menor atividade pectinolitica (Fawole & Odunfa, 2003).

Tabela 3 Valores médios de extrato etéreo, fibra bruta e fracdo protéica (%) em
funcéo dos substratos estudados

Médias (erro-padrao)

Substratos Extrato eté reo Fibrabruta  Fracdo protéica
Casca de café 152(0,12) b 24,92 (0,36) b 11,48 (0,12) a
Casca de laranja 157 (0,12) b 15,41 (0,36) ¢ 82(0,12) b
Casca de maracuja 3,25(0,12) a 27,07 (0,36) a 11,53 (0,12) a
Casca de uva 144 (0,12) b 16,67 (0,36) ¢ 5,69 (0,12) ¢

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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A casca de maracuja, assim como a casca de café apresentaram maiores
quantidades de fibra bruta (Tabela 3), o que também pode ter dificultado o
desenvolvimento dos isolados, assim como foi observado por Costa (2007). A
casca ce laranja apresentou maior quantidade de pectina total quando comparada
com os demais substratos e concentracdes balanceadas de acgUcares totais, 0 que
pode ter influenciado positivamente o crescimento dos isolados. Camargo et al.,
(2005) verificaram que o bagaco de laranja, mostrou ser um eficiente substrato
para 0 desenvolvimento de Aspergillus sp. induzindo a sintese de pectinases.
Para Souza et al., (2010), a pectina, além do efeito indutivo, favorece a excrecédo
de pectinases pelos fungos produtores, sendo assim a utilizagdo de substratos
ricos em pectina é mais viavel. Desta forma, seria interessante a busca de
substratos ricos em pectina e agUcares totais a fim de alcancar um equilibrio
positivo no crescimento dos isolados e consequentemente na maior producéo de
pectinases.

Tabela 4 Valores médios de pectina total e solivel (g/100g) e solubilidade da
pectina (%) em fungdo dos substratos estudados

Médias (e rro-padréo)

Pectina
Substratos Pectina Total Solavel Solubilidade
Casca de café 6,26 (0,25) c 241(0,35) b 41,56 (2,17) b
Casca de laranja 12,82 (0,25)a 2,17 (0,35 b 16,13 (2,17) c
Casca de maracuja 10,7 (0,25) b 8,22 (0,35) a 88,74 (2,17) a
Casca de uva 4,18 (0,25) d 2,13(0,35) b 50,29 (2,17) b

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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3.2 Atividade pectinolitica produzida pelos isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries

3.2.1 Atividade de pectinametilesterase (PME)

Os valores médios de atividade enzimatica especifica (U/g) de
pectinametilesterase (PME) produzida por isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries utilizando como substratos diferentes residuos

agroindustriais avaliados em trés concentracGes sdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 Valores médios de atividade enzimatica especifica de
pectinametilesterase (U/g) de isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries em funcdo de quatro substratos
avaliados em trés concentracGes

Substrato
Casca de café Casca de laranja
Concentragdes
Isolado  0,10% 0,25% 0,50% 0,10% 0,25% 0,50%

G080 1765bA  0,000bB 0,000bB 10540 cB 15130 bA  0,000aC
G082 1685bA  0,000bB 0,000bB 21385bA  8813,33%cB  0,000aC
G084  0,000cA 0,000bA 0,000bA 10720cB 25210 aA 0,000aC
G088 3240aA  1203,33aB  920aB 28870 aA 0,000dB 0,000aB

Substrato
Casca de maracuja Casca de uva
Concentragdes
Isolado  0,10% 0,25% 0,50% 0,10% 0,25% 0,50%

G080 6590 aA 3140aC 4340bB 15170 bA  8755aB  7855cC
G082  0,000bB  3005aA  3066,66cA 27015aA  7725bC  9155bB
G084  0,000bA  0,000bA  0,000dA 5020dB 6850bA  0,000dC

G088 6160aB  3576,66aC  9345aA  10062,5cB  4570cC 44895 aA
Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha néo
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
CV (%) = 6,57
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Os resultados demonstraram que a casca de laranja ndo promoveu
diferengas significativas na atividade da enzima pectinametilesterase (PME)
utilizando a concentragdo de 0,5% em todos os isolados, resultando em atividade
enzimatica nula. Em trabalhos realizados por Menezes et al., (2006) acerca da
producdo de PME por uma linhagem de Aspergillus niger mutante utilizando
casca de maracuja e farelo de trigo como substrato, verificou-se que a atividade
desta enzima ndo ultrapassou 1,0 U/mL. Observou-se ainda um decréscimo
significativo na atividade da enzima pelo isolado G082 a medida que a
concentracdo do substrato casca de laranja utilizado como fonte de pectina foi
aumentada (Grafico 1), sugerindo a ocorréncia de uma possivel repressao
catabdlica, ou seja, maiores quantidades do substrato inibiram a atividade da
enzima produzida pelo microrganismo, demonstrando que a utilizacdo de
menores concentracBes desse substrato é mais vidvel. Esse mesmo tipo de
comportamento foi observado com o isolado G080, tendo como substrato a
casca de uva.
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Grafico 1 Atividade enzimatica especifica de pectinametilesterase (U/g) em
funcdo do substrato casca de laranja (%), tendo como agente de
fermentacdo o isolado G082

O isolado G084 também resultou em atividade enzimatica nula
utilizando como substrato a casca de café e a casca de maracuja em ambas as
concentragdes avaliadas. Martin et al., (2005) avaliando a producdo de
pectinases por Moniella sp. e Penicillium sp. verificaram que as duas linhagens
nao produziram quantidades detectdveis de pectinaesterase durante todo o
periodo fermentativo.

O isolado G088 promoveu maior atividade da enzima PME (44895 U/qg),
utilizando a casca de uva na concentracdo de 0,5%, demonstrando que este
isolado foi 0 melhor produtor de pectinametilesterase (PME) e a casca de uva o
melhor substrato indutor da sintese dessa enzima. Costa (2007) também
verificou que a casca de uva foi 0 melhor substrato para a produgdo de PME por
este mesmo isolado, alcancando valores de 1760 U/g aos 14 dias de cultivo
utilizando fermentacdo em estado solido. Meneses (2007) também constatou
maior indice de producdo da enzima PME pelo isolado G088, utilizando
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fermentacdo em estado sélido, com atividade maxima de 1633,33 nmol/g.min
aos 29 dias de cultivo.

Entretanto, é importante considerar que o tipo de fermentagédo utilizada
no presente trabalho foi a fermentagdo submersa, ao contrario do que se foi
avaliado em estudos anteriores, nos quais foi utilizada a fermentacdo em estado
solido. Para Menezes et al., (2006), a comparagdo de dados entre diferentes
processos dewve ser feita levando-se em consideracdo uma série de fatores tais
como o substrato, espécie microbiana utilizada, umidade, aeracdo e metodologia
de quantificacdo. Segundo Rocha (2010), generalizar vantagens em relacéo a
esses dois processos ndo é tarefa facil, uma vez que o microrganismo pode se
adaptar melhor a um ou a outro tipo de fermentagéo.

3.2.2 Atividade de pectina liase (PL)

As médias da atividade enzimatica especifica de pectina liase (PL)
produzida pelos isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
utilizando diferentes concentracdes de substrato sdo representadas na Tabela 6.
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Tabela 6 Valores médios de atividade enzimatica especifica de pectina liase
(U/g) de isolados de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
em funcdo de quatro substratos avaliados em trés concentragdes

Substrato
Casca de café Casca de laranja
Concentracdes
Isolado 0,10% 0,25% 050% 0,10% 0,25% 050%
G080 49143,33cA  47973,33bA 62060 bA 17915cC 40473,33bB 235415 aA

G082 96523,33aB  102523,33aB  120123,33aA  14153333bA  86816,66aB  125503,33bA
G084 68853,33bB 66070bB  110673,33aA  22883,33cB 40720 bA 17320 dB
G088  65276,66bcB  24193,33cC 1015458A 203220 aA 13020 cC 58843,33cB

Substrato
Casca de maracuja Casca de uva
Concentragdes
Isolado 0,10% 0,25% 0,50% 0,10% 0,25% 0,50%

G080 68866,66aB  13486,66cC 126430 bA 77056 bC 173110 aB 274260 aA
G082 66473,33aC 117136,66aA 88686,66cB 19970 cC 100716,66bA  53836,66¢cB
G084 60083,33aB  23606,66cC  223616,66aA  99226,66aC  165646,66aB 271570 aA
G088 61306,66aB  86996,66bA  97673,33cA 82005 abB 40195 cC 126755 bA

Médias seguidas de mesma letra minlscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha néo
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

CV (%) =9,77

Os resultados demonstraram os isolados do fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries como bons produtores da enzima pectina liase
(PL). Os isolados G080 e G084 promoveram maior atividade enzimatica
(274260 e 271570 Ulg, respectivamente), ambos utilizando como substrato a
casca de uva na concentragdo 0,5%. Martin et al., (2005) estudando a influéncia
do tempo de cultivo na producéo de pectinases, alcangaram valores de 9080 e
4870 U/g de pectina liase (PL) pelas linhagens Moniella e Penicillium sp.,
respectivamente, valores estes inferiores ao encontrado no presente trabalho,
demonstrando grande potencial do Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
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Vries na sintese da enzima pectina liase e a casca de uva como um eficiente
substrato indutor.

O isolado G084 resultou em alta atividade da enzima PL (223616,66
U/g) utilizando como substrato a casca de maracuja na concentragdo 0,5%. Os
isolados G080 e G088 tambem promoveram atividades relevantes de pectina
liase (PL), utilizando como substrato a casca de laranja nas concentragdes de 0,5
e 0,1%, respectivamente, com atividade enzimatica especifica de 235415 e
203220 U/g, demonstrando que a casca de laranja é também um bom substrato
indutor da sintese da enzima pectina liase. Silva et al., (2002) avaliando a
producdo de pectinases por Penicilluim viridicatum verificaram que a atividade
maxima da enzima pectina liase (2000 U/g ™) foi obtida em meio sélido
contendo bagaco de laranja, quando avaliado isoladamente. Entretanto, uma
mistura de bagaco de laranja e farelo de trigo elevou a atividade de PL para 3540
U/g ™.

As diferentes concentragdes avaliadas ndo resultaram em diferencas
significativas, quando se utilizou como substrato a casca de café, tendo como
agente de fermentacdo o isolado G080, ao contrario do que se foi observado com
0s substratos casca de laranja e casca de uva, onde as diferentes concentracdes
de pectina avaliadas resultaram em efeitos significativos na atividade da enzima
PL pelo isolado G080, observando-se ainda um aumento consideravel na
atividade a medida que a concentragdo do substrato foi elevada, sugerindo que
maiores concentra¢@es da fonte indutora podem resultar em maior atividade
enzimatica. Este mesmo comportamento foi observado com o isolado G084,
utilizando como substrato a casca de uva (Gréafico 2).

Observa-se a partir dos resultados que tanto o isolado como o substrato
exercem uma influéncia direta sobre a atividade da enzima, demonstrando que
ambos resultaram em atividades consideraveis da enzima pectina liase (PL),

entretanto a casca de uva quando utilizada em maiores concentragfes



121

demonstrou ser o melhor substrato para a sintese dessa enzima, tendo como
agentes de fermentagao os isolados G080 e G084.

Atividade de PL
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Grafico 2 Atividade enzimatica especifica da enzima pectinaliase (U/g) em
funcdo do substrato casca de uva (%), tendo como agente de
fermentacdo o isolado G084

3.2.3 Atividade de exo-poligalacturonase (exo-PG)

Os valores médios de atividade enzimatica especifica (U/g) de exo-
poligalacturonase produzida por isolados de Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries utilizando quatro substratos avaliados em trés diferentes

concentragdes sdo demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 7 Valores médios de atividade enzimatica especifica de exo-
poligalacturonase (U/g) de isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries em fungdo de quatro substratos
avaliados em trés concentragfes

Substrato
Casca de café Casca de laranja
Concentracdes
Isolado 0,10% 0,25% 050% 0,10% 0,25% 0,50%
G080 10aB 30aB 70 aA 10bC 60 aB 173,33 aA
G082 0,000 bB 10aAB 63,33 aA 50 aA 70aA 10cB
G084 0,000 bB 30aAB 73,33aA 10bB 30bB 123,33 abA
G088 10 aA 20 aA 36,66 bA 70 aAB 20 bB 83,33 bA
Substrato
Casca de maracuja Casca de uva
Concentracles
Isolado 0,10% 0,25% 0,50% 0,10% 0,25% 0,50%
G080 20aB 20aB 106,66 bA 50bC 17333 cB  202333bA
G082 13,333AB 0,000 bB 63,33 bA 39333 aC 530 aB 670 cA
G084 20aB 26,66aB 176,66 aA 63,33 bC 330 bB 2150 aA
G088 20aB 20aB 236,66 aA 20cC 186,66 cB 290 dA

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiGscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

CV (%) =17,91

Os resultados demonstraram que, em todos os isolados, foi possivel
verificar atividade da enzima exo-poligalacturonase (exo-PG). O isolado G084
resultou em maior atividade enzimatica (2150 U/g) seguido pelo isolado G080
(2023 U/g) ambos utilizando como substrato a casca de uva na concentragio de
0,5%, demonstrando que este substrato quando utilizado em maiores
concentrac@es é mais vidvel para a sintese da enzima exo-poligalacturonase
pelos isolados G080 e G084. Martin et al., (2005) estudando o tempo de cultivo
na produgdo de pectinases encontrou produ¢cdo maxima de exo-PG de 84,8 U/g
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pela linhagem fangica Moniella sp. e um maximo de 13 U/g pela linhagem
Penicillium sp. ambos utilizando uma mistura de bagago de laranja, bagago de
cana de acUcar e farelo de trigo em fermentacdo semi-sélida. Tais valores podem
ser considerados inferiores aos obtidos no presente trabalho, entretanto, para se
comparar tais valores € importante considerar o tipo de substrato, 0 meio de
fermentagéo e o tipo de microrganismo em estudo.

A casca de café ndo promoveu diferencas significativas na atividade da
enzima exo-PG em todos os isolados utilizando as concentragfes 0,25 e 0,5%,
assim como foi observado para os substratos casca de laranja e maracuja, nas
concentragdes 0,25 e 0,1%, respectivamente. J& com relagdo a casca de uva,
ambas as concentragfes avaliadas resultaram em diferencas significativas na
atividade da enzima em todos os isolados, observando-se ainda um aumento
significativo na atividade, a medida que a concentracdo foi elevada, sugerindo
que maiores concentragdes do substrato podem resultar em maior atividade
enzimatica. Cordeiro & Martins (2009) em estudos acerca da producdo de
poligalacturonase pelo termofilico Bacillus sp. verificaram que o aumento da
concentragdo de pectina no meio de cultura, acima de 0,5% n&o proporcionou
um aumento na atividade da enzima. Com base nos resultados, o isolado G084
demonstrou ser o melhor produtor da enzima exo-poligalacturonase (exo-PG)

utilizando como substrato a casca de uva na concentragdo 0,5%.

3.2.4 Atividade de endo-poligalacturonase (endo-PG)

Os valores médios de atividade enzimatica especifica (U/g) de endo-
poligalacturonase (endo-PG) de isolados de Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries, utilizando quatro substratos avaliados em trés concentragdes,

sdo demonstrados na Tabela 8.
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Tabela 8 Valores médios de atividade enzimatica especifica de endo-
poligalacturonase  (U/g) de isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries em funcdo de quatro substratos
avaliados em trés concentragOes

Substrato
Casca de café Casca de laranja
Concentracdes
Isolado 0,10% 0,25% 0,50% 0,10% 0,25% 0,50%

G080 292,55 aA 23,975 bB 180,6 aA 623,96 cC 5516,05 bA 2446 43bB
G082 258,66 aA 287,83 aA 116,45 aA 5459,05bA 2412 33cB 82643 dC

G084 407,96 aA 86,65 aB 141,15 aB 614 cC 59594 aA 1237,05cB
G088 328,2 aA 162,76 aA 130,1aA 6074,33aA 779,8 dC 3138,03aB
Substrato
Casca de maracuja Casca de uva
Concentragdes
Isolado 0,10% 0,25% 0,50% 0,10% 0,25% 0,50%

G080 1470,15aA 656,85 aB 7579 bB 831,250cA 805,5aA 972,06 cA
G082 11875 aA 605,25 aB 973,95 bA 1238,63bA 748,1 abB 355,85 dC
G084 716,65 bB 929,7 aB 3425 ,66aA 1930,76aA 1090,45aB 1979,65aA

G088 1279,23aB 704,7 aC 310543aA 1253 43bA 396,1 bB 134553bA
Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiGscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
CV (%) = 12,46

Os resultados demonstraram que todos os isolados foram capazes de
produzir a enzima endo-poligalacturonase (endo-PG). O isolado G088 resultou
em maior atividade (6074, 33 U/g), tendo como substrato a casca de laranja na
concentracdo 0,1%, seguido pelo isolado G084 (5959,4 U/g) utilizando a
concentragdo 0,25%, demonstrando que a casca de laranja € uma fonte
promissora para a sintese da enzima endo-PG. Panarotto et al., (2006) avaliando
a producdo de poligalacturonases por Aspergillus niger, alcancaram uma
atividade maxima de endo-PG de 47,1 U/g, utilizando cascas de limdo Taiti
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como substrato solido. Salvador et al., (2004) avaliando o efeito de diferentes
concentragdes de glicose sobre a producéo de poligalacturonases por Aspergillus
niger em meio sélido alcangaram atividade maxima de endo-PG de 165 U/g em
72 horas de cultivo em meio contendo 10% de glicose. Martins et al., (2005) em
estudos sobre o perfil enzimatico produzido pelo fungo termofilico Thermoascus
aurantiacus verificaram que a producdo maxima de endo-poligalacturonase em
fermentacdo em estado sélido foi de 3,6 U/g.

A casca de café ndo produziu efeitos significativos na atividade da
enzima endo-PG em todos os isolados, utilizando as concentrac@es de 0,1 e
0,5%, assim como também pOde se observado com a casca de maracuja na
concentracdo 0,25%. N&o foram observadas ainda diferencgas significativas na
atividade da enzima quanto as concentragfes avaliadas, tendo como agente de
fermentacgdo o isolado G080 e a casca de uva como substrato, ao contrario do
gue ocorreu com o isolado G082, no qual esse mesmo substrato resultou em
diferengas significativas na atividade da enzima, observando-se ainda um
decréscimo na atividade & medida que a concentragdo foi aumentada (Grafico 3).
Esse mesmo comportamento foi observado quando se utilizou a casca de laranja,
sugerindo que maiores concentragdes de substrato inibem a atividade da enzima
endo-PG pelo isolado G082. Observou-se a partir dos resultados que a casca de
laranja na concentracdo 0,1% foi o melhor substrato indutor da sintese da
enzima endo-poligalacturonase (endo-PG), tendo como agente de fermentacéo o
isolado G088.
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Grafico 3 Atividade enzimatica especifica da enzima endo-poligalacturonase
(U/g) em funcdo do substrato casca de uva (%), tendo como agente
de fermentagéo o isolado G082
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4 CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais, pode-se concluir que:

a)

b)

9)

h)

os isolados foram capazes de se desenvolver em todos os substratos
avaliados, com destaque para casca de laranja e casca de uva;

a composicao dos substratos exerceu influéncia sobre a atividade das
pectinases;

a casca de café demonstrou ser uma fonte menos promissora para a
sintese de pectinases quando comparada com os demais substratos;

0 isolado G088 apresentou indices médios superiores para a
producdo da enzima pectinametilesterase (PME), utilizando como
substrato a casca de uva numa concentracao de 0,50%;

os isolados G080 e G084 apresentaram indices superiores para a
producdo da enzima pectina liase (PL), utilizando como substrato a
casca de uva na concentragao 0,50%;

0 isolado G084 apresentou indices médios superiores para a
producdo da enzima exo-poligalacturonase, utilizando como
substrato a casca de uva na concentracdo 0,50%;

0 isolado G088 apresentou indices médios superiores para a
producdo da enzima endo-poligalacturonase (endo-PG) utilizando
como substrato a casca de laranja na concentracdo 0,1%;

a casca de uva demonstrou ser o melhor substrato indutor da sintese
das enzimas pectinametilesterase (PME), pectina liase (PL) e exo-
poligalacturonase (exo-PG);

a casca de laranja mostrou ser o melhor substrato para a sintese da
enzima endo-poligalacturonase (endo-PG);



)

K)
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a utilizacdo da fermentagao submersa mostrou-se viavel na producéo
de pectinases pelo fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries;

a utilizacdo de residuos agroindustriais nesse processo & uma
alternativa para o aproveitamento e minimizacdo dos mesmos;

existe grande diferenca entre os isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries quanto a producdo de pectinases,
sugerindo uma diferenca genética entre os mesmos e indicando a
possibilidade de obtencdo de um super produtor destas enzimas
através de modificacdes genéticas.
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CONSIDERACOES FINAIS

As avaliagbes dos isolados quanto a producdo de enzimas, ndo sO as
pectinases devem continuar, a fim de se estabelecer parametros ideais de tempo,
temperatura, combinagdo de substratos, condi¢cGes de cultivo, dentre outros
fatores que visem a otimizacdo do processo para posterior purificacdo e
utilizagio dessas enzimas na inddstria de alimentos. E importante considerar
ainda, estudos que viabilizem a utilizacao da fermentacdo submersa, ja que esse

processo é geralmente utilizado em grande escala.
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APENDICE A Andlise de variancia (Anava) da atividade e nziméatica
especifica de pectinases produzidas por isolados de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries

Tabela 1A ANAVA - Atividade enzimatica especifica de pectinametilestrase

(PME)

FV GL SQ QM Fc Pr> Fc
Isolado 3 539881538 179960512  963.229 0.0000
Tratamento 3 3.2196135 1.07320452 5744.268  0.0000
Concentracéo 2 525762378 262881189  1407.057  0.0000
de pectina
Isolado* 9 958440000 106493333  570.000 0.0000
Tratamento
Isolado* 6 1.56787746 261312911 1398.663  0.0000
Concentracéo
de pectina
Tratamento* 6 2.026454560 337742426 1807.748  0.0000
Concentracéo
de pectina
Isolado* 18 3.40350092 189083384 1012.058  0.0000
Tratamento®
Concentracéo
de pectina
Erro 96 17935729 186830
Total corrigido 143 1.225946616

CV (%) = 6,57

Média geral: 6578.6979167 NUmero de observagdes: 14
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Tabela 2A ANAVA — Atividade enzimatica especifica de pectina liase (PL)

FV GL SQ QM Fc Pr> Fc
Isolado 3 7.930884653  2.64362822 32.419  0.0000
Tratamento 3 4879988512 1.62666284  199.478  0.0000
Concentracéo 2 1.067574674  5.33787337  654.586  0.0000
de pectina
Isolado* 9 1583182780  1.75909198  215.718  0.0000
Tratamento
Isolado* 6 9.014015656  1.50233594  184.232  0.0000
Concentracéo
de pectina
Tratamento* 6 4729595551  7.88265925 96.665  0.0000
Concentracdo
de pectina
Isolado* 18 1.383631168  7.68683982 94.264  0.0000
Tratamento®
Concentracéo
de pectina
Erro 96 7.828401900 81545853.125
Total corrigido 143 6.054341460

CV (%) = 9,77

Média geral: 92444.3055556

NUmero de observagdes: 144
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Tabela 3A ANAVA — Atividade enzimatica especifica de exopoligalacturonase

(exo-PG)

FV GL SQ oM Fc Pr> Fc
Isolado 3 625933.333  208644.444  199.633  0.0000
Tratamento 3 7427194.444  2475731.481 2368.806 0.0000
Concentracédo 2 3428676.388 1714338.194 1640.297 0.0000
de pectina
Isolado* 9 1873116.666  208124.074  199.135  0.0000
Tratamento
Isolado* 6 1747495.833  291249.305 278.670  0.0000
Concentracéo
de pectina
Tratamento* 6 6003784.722 1000630.787 957.414  0.0000
Concentracdo
de pectina
Isolado* 18 4376420.833  243134.490 232.634  0.0000
Tratamento™
Concentracédo
de pectina
Erro 96 100333.333 1045.138
Total corrigido 143 25582955.555

CV (%) = 17,91

Média geral: 180.555 NUmero de observagdes: 144
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Tabela 4A ANAVA — Atividade enzimatica especifica de endopoligalacturonase

(endo-PG)

FV GL SQ QM Fc Pr> Fc
Isolado 3 4176642.405 1392214.135  47.080  0.0000
Tratamento 3 139220424.245 46406808.081 1569.328 0.0000
Concentracdo 2 992370.812 496185.406 16.779  0.0000
de pectina
Isolado* 9 7748897.181 860988.575 26.116  0.0000
Tratamento
Isolado* 6 46221567.012  7703594.502  260.511  0.0000
Concentracéo
de pectina
Tratamento* 6 32243316 5373886 181.727  0.0000
Concentracdo
de pectina
Isolado* 18 113468176.718 6303787.595 213.174  0.0000
Tratamento™
Concentracédo
de pectina
Erro 96 2838828.481 29571.130

Total corrigido 143 346910222.857

CV (%) = 12,46

Meédia geral: 1380.502

NUmero de observagdes: 144



