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RESUMO GERAL

O trabalho objetivou otimizar as condi¢des de cultivo do fungo
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries, purificar parcialmente as
pectinases sintetizadas e caracteriza-las quanto as suas condi¢des de
estabilidade. O fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries foi
cultivado em condi¢des submersas especificas para avaliar os efeitos do tempo
de incubagdo (24 a 120 horas), pH inicial (3,5 a 6,5) e concentragdo de pectina
(5 a 20g/L) sobre a sintese de pectina liase (PL), pectinametilesterase (PME),
exo-poligalacturonase (exo-PG) e endo-poligalacturonase (endo-PG). Através do
planejamento experimental por DCCR, foi possivel otimizar as condigdes de
cultivo e obter um aumento significativo na atividade das pectinases em estudo.
A condi¢do de fermentagdo que resultou em producdo maxima de PL (7000
U/mg), exo-PG (1 U/mg) e endo-PG (40U/mg) foi pH inferior a 3,5,
concentracdes de pectina superior a 16g/L e tempo de cultivo menor que 40
horas. Estas enzimas, produzidas nas condi¢des otimizadas, foram parcialmente
purificadas utilizando sulfato de amoénio a 60% e posterior dialise. Foi possivel
obter indices de purificacdo significativos equivalentes a 8,1; 7,6; 7,8 ¢ 8,4, para
PL, PME, exo-PG e endo-PG, respectivamente. A porcentagem de recuperagao
destas enzimas com o processo de purificacdo foi superior a 90%. As enzimas
parcialmente purificadas foram caracterizadas quanto a estabilidade em
relacdo ao pH (4,0 a 8,0), temperatura (30 a 70°C) e tempo de incubagdo (43 a
107 horas). O pH e a temperatura tiveram efeito negativo sobre a estabilidade de
todas as pectinases, em contrapartida, o tempo ndo influenciou na resposta
enzimatica. A estabilidade das enzimas PL, PME, exo-PG e endo-PG foi
maxima em pH acido, entre 3,5 a 5,0 e temperatura entre 25 a 35°C. Nestas
condigdes, foi possivel reter aproximadamente 95% da atividade enzimética
inicial. Também foi possivel reter 80% da atividade inicial das pectinases em pH
alcalino (8.0) associado a uma temperatura de até¢ 30°C.

Palavras-chave: Pectina liase. Pectinametilesterase. Exo-poligalacturonase.
Endo-poligalacturonase.



GENERAL ABSTRACT

The work aimed at optimizing the growing conditions of the fungus
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries, partially purify pectinases
synthesized and characterized them as their conditions of stability. The fungus
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries was cultivated under specific
submersed conditions to evaluate the effects of incubation time (24 to 120
hours), initial pH (3.5 to 6.5) and pectin concentration (5 to 20g/L) upon the
synthesis of pectin lyase (PL), pectinmethylesterase (PME), exo-
polygalacturonase (exo-PG) and endo-polygalacturonase (endo-PG). Through
the experimental planning by DCCR, it was possible to optimize the cultivation
conditions and obtain a significant increase in the activity of the pectinases
under study. The fermentation condition which resulted into maximum
production of Pl (7000 U/mg), exo-PG (1 U/mg) and endo-PG (40U/mg) was
pH lower than 3.5, pectin concentrations higher than 16g/L and cultivation time
shorter than 40 hours. These enzymes, produced in the optimized conditions,
were practically purified by using 60% ammonium sulfate and further dialysis. It
was possible to obtain significant purification indices equivalent to 8.1; 7.6; 7.8
and 8.4 for PL, PME, exo-PG and endo-PG, respectively. The recovery
percentage of these enzymes with the purification process was higher than 90%.
The partially purified enzymes were characterized as to the stability in relation
to pH (4.0 to 8.0), temperature (30 to 70°C) and incubation time (43 to 107
hours). Both pH and temperature had negative effect upon the stability of all the
pectinases, on the other hand, time did not influence the enzyme response. The
stability of the enzymes PL, PME, exo-PG and endo-PG was maximal at acidic
pH, between 3.5 to 5.0 and temperature between 25 to 35°C. Under these
conditions, it was possible to retain about 95% of the initial enzyme activity. It
was also possible to retain 80% of the initial activity of pectinases at alkaline pH
(8.0) associate with a temperature of up to 30°C.

Keywords: Pectinmetilesterase. Pectin lyase. Exo-polygalacturonase. Endo-
polygalacturonase.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O mercado de enzimas destinadas ao processamento de alimentos tem
crescido nos ultimos anos. Diversas companhias na Europa, Estados Unidos e no
Japdo produzem preparacdes comerciais de pectinases (UENOJO; PASTORE,
2007). Jayani, Saxena e¢ Gupta (2005) citam que do total das enzimas
comercializadas, 25% correspondem a venda de pectinases de origem
microbiana.

A maior parte destas pectinases ¢ vendida para a industria de sucos de
frutas, sendo utilizadas com éxito no processo de extragdo, clarificagdo e
redugdo da viscosidade de sucos (HEERD et al., 2012). Outras aplicagdes destas
enzimas na industria de alimentos incluem amadurecimento de frutas, extragdo
de polpa de tomate, fermentacdo de cha e chocolate, tratamento de residuos
vegetais, extragdo de 6leos vegetais e producdo de alimentos para bebés. Podem
também ser utilizadas na industria de fermentados, como, por exemplo, na
fermentacdo do cacau, café e fumo, e na degomagem de fibras naturais na
industria téxtil e de papel (NIGHOJKAR et al., 2006; UENOJO; PASTORE,
2007; USTOK; TARI; GOGUS, 2007).

Conforme relatado anteriormente, sdo inumeras as aplicacdes das
pectinases e seu mecanismo de acdo baseia-se na decomposi¢do do
heteropolissacarideo pectina, presente na lamela média e na parede celular
primaria de plantas superiores (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; WILLATS
et al,, 2001). As pectinases comerciais, destinadas ao uso na inddstria de

alimentos, sdo uma mistura de enzimas composta principalmente de
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poligalacturonase (PG), pectina liase (PL) e pectinametilesterase (PME), além
de outras enzimas celuloliticas e proteoliticas (HEERD et al., 2012).

Um grande niimero de microrganismos produz enzimas pectinoliticas.
Os fungos filamentosos especialmente Aspergillus niger (A. niger), sdo os
principais produtores de pectinases usadas nas industrias de sucos de frutas e
produgdo de vinho (KASHYAP et al., 2001). As pesquisas que envolvem outros
microrganismos produtores de pectinases com potencial industrial estdo sendo
incentivadas na tentativa de aumentar a producdo nacional de pectinases
comerciais de custo reduzido, destinadas a industria alimenticia (CARDOSO et
al., 2007; MALVESSI; SILVEIRA, 2004; PERICIN, 2007; PHUTELA et al.,
2005; SILVA et al., 2002).

A producdo de pectinases por microrganismos ¢ influenciada pelas
condigdes de cultivo, a qual pode estimular ou inibir a liberacdo de enzimas
(VISWANATHAN; JAGADEESHBABU, 2008). Assim, ao estudar um novo
microrganismo produtor de pectinases, o primeiro passo ¢ a otimizagdao das
condi¢des de cultivo, ou seja, conhecer os diversos aspectos que regulam a

sintese ¢ a atividade da enzima (CORDEIRO; MARTINS, 2009).

Apo6s conhecer a condigdo de cultivo que resulta em maiores niveis de
atividade enzimatica, é necessario isolar e caracterizar estas enzimas quanto a
sua estabilidade, para posterior definicio de suas possiveis aplicagdes
industriais. As pesquisas relacionadas a produgdo, purificagdo e caracterizagao
de enzimas pectinoliticas, estdo sendo um destaque no setor biotecnoldgico
(GUMMADI; PANDA, 2003). Diferentes procedimentos para isolamento e
purificagdo de enzimas estao sendo propostos ¢ o desafio ¢ selecionar o processo
de purificacdo mais conveniente (economicamente e tecnologicamente), visando
obter um produto livre de interferentes, porém sem alteragdes de suas

caracteristicas funcionais. A caracterizagdo de enzimas purificadas ¢ uma etapa
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preliminar a sua aplicacdo industrial, pois fornece informagdes sobre a
estabilidade da enzima e seu potencial de agdo em diferentes condigcdes de
processamentos industriais.

Nesse sentido, este trabalho teve o objetivo de otimizar as condi¢des de
cultivo do microrganismo Cladosporium cladosporioide (Fres.) de Vries,
considerado em estudos anteriores como bom produtor de pectinases, por ser
estavel, ndo patogénico e possuir um crescimento rapido e vigoroso. Apos
otimizar as condi¢des de cultivo as enzimas pectinametilesterase, pectina liase,
exo-poligalacturonase e endo-poligalacturonase foram parcialmente purificadas
e avaliadas quanto a sua estabilidade em diferentes faixas de pH, temperatura e
tempo de armazenamento. Este estudo também objetiva disponibilizar para o
setor industrial enzimas pécticas com elevado potencial de a¢do e com baixo

custo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Substancias pécticas

As substancias pécticas sdo macromoléculas glicosidicas de alto peso
molecular e alta complexidade, encontrada em vegetais superiores. Formam a
parede celular primaria e sdo os principais componentes da lamela média, uma
fina camada de material adesivo extracelular entre as paredes primarias de
células vegetais jovens (ALKORTA et al., 1998; ALMEIDA et al., 2005;
ROMBOUTS; PILNIK, 1980). As substancias pécticas sdo responsaveis pela
manuten¢do da integridade dos tecidos vegetais e participam da organizacao
estrutural dos outros componentes da parede celular (Figura 1), tais como
celulose e hemicelulose (CASTILHO; MEDRONHO; ALVES, 2000; VRIES;
VISSER, 2001).

Membrana [

plasmabca

Hewicelulose

Figura 1 Parede celular vegetal, contendo as moléculas de pectina
FONTE: Martins (2006)
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Os polimeros pécticos estdo relacionados diretamente a resisténcia e a
porosidade da parede celular. Outras fungdes desempenhadas por esses
polissacarideos sdo adesdo celular, controle do transito de macromoléculas,
hidratagdo, plasticidade e flexibilidade durante o crescimento da célula
(WILLATS et al., 2001). Também sdo responsaveis pelas diferengas de textura
de frutas e vegetais durante o seu crescimento, amadurecimento e

armazenamento (MARTINS, 2006; SILVA et al., 2005).

Quimicamente as substancias pécticas consistem em polissacarideos
acidos coloidais complexos, com uma cadeia principal composta de residuos de
acido galacturonico unidos por ligagdo o 1-4. Alguns aglcares neutros,
tipicamente D-glucose, L-ramnose e L-arabinose e algumas vezes D-xilose e L-
fucose, podem estar presentes formando as cadeias laterais da molécula
(KASHYAP et al.,, 2001). Os grupos carboxil do acido galacturénico sao
parcialmente esterificados por grupos metil e parcialmente ou completamente
neutralizado por soédio, potassio e ions amonio (GUMMADI; PANDA, 2003;
UENOIJO; PASTORE, 2007).

O grau de esterificacdo, o grau de polimerizacdo, a propor¢do de
agucares neutros € o peso molecular, sdo os principais fatores de
heterogeneidade entre as substancias pécticas de diferentes origens. Isso torna
improvavel a existéncia de moléculas de pectinas idénticas (RIDLEY;
O’NEILL; MOHNEN, 2001).

Apesar da estrutura da molécula de pectina ser diferente entre os tecidos
vegetais e da dificuldade em representa-la através de uma tnica estrutura,
pesquisas recentes mostram que na parede celular vegetal, quatro polissacarideos
pécticos podem ser identificados, todos eles contendo acido galacturénico em
maior ou menor propor¢do (NITURE, 2008). Estes polissacarideos sao

representados pela homogalacturonana (HGA), ramnogalacturonana 1 (RGI),
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ramnogalacturonana II (RGII) e xilogalacturonana (XGA) (SCHELLER et al.,
2007; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). Aparentemente, esses
polimeros sdo covalentemente ligados uns aos outros. A Figura 2 ilustra o
modelo atual para a estrutura da pectina.

A regido HGA ¢ formada predominantemente por unidades de a-D-
acidos galacturdnicos unidos por ligagdo 1—4. O acido galacturénico pode estar
esterificado com grupamento metil. Diferentes graus de esterificagdo podem ser
apresentados pela HG: totalmente metil-esterificada (protopectina), parcialmente
metil-esterificada (4cido pectinico) ou isenta de metilagdo (acido péctico ou
poligalacturénico). Freqlientemente utiliza-se o termo pectina para designar
qualquer um dos trés tipos de substancias pécticas (KASHYAP et al., 2000;
LANG; DORNENBURG, 2000; NAIDU; PANDA, 1998; ROMBOUTS;
PILNIK, 1980; SAKAI et al., 1993; WHITAKER, 1994).

Ramnogalacturonana Il Homogalacturonana Xilegalacturonana Ramnogalacturonana |

O O-Acido GalacturBnico B @ L- Arabinose @ D-Apiose & O- Acetil
O L-ramnose @ D-Galactose @ L-Futose ¥ O-Metil
@ D-Acido Glucurfnico ® L-Acido Acérico @ D-Xilose {E} Borato

(y L-Galactose

Figura 2 Estrutura basica da pectina
Fonte: Adaptada de Scheller et al. (2007)
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Na regido RGI, a cadeia principal contém unidades repetidas do
dissacarideo [1—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-(1—4] para que uma variedade
de diferentes cadeias de gliconas (principalmente galactose e arabinose) fiquem
presas aos residuos de Rha.

A fracdo RGII ¢ formada por polissacarideos complexos com altas
propor¢des de ramnose e agucares raros como 2-O-metil-fucose, 2-O-metil-
xilose, apinose. A cadeia principal é composta de unidades de a-D-acidos
galacturdnicos em ligag¢des (1—4).

A regido xilogalacturonana, XGA, apresenta a cadeia principal composta
por unidades de a-D-acidos galacturdnicos (1—4) e contendo cadeia lateral de
1,3-B-D-xilose. O &cido galacturénico da xilogalacturonana (XGA) pode ser
esterificado com o grupamento metil (SCHOLS et al.,, 1995; VISSER;
VORAGEN, 1996; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).

Nos frutos verdes a pectina encontra-se em sua forma insoluvel
(protopectina), associada a microfibrilas de celulose, o que confere rigidez a
parede celular. Durante o amadurecimento, enzimas presentes no fruto alteram a
estrutura da pectina tornando-a mais soluvel. Tais alteragdes envolvem quebra
da cadeia da pectina ou das cadeias laterais (KASHYAP et al., 2001).

Pectina e polissacarideos pécticos estdo sendo considerados alimentos
bioativos. Substincias pécticas sdo usadas no setor farmacéutico como agentes
desintoxicantes, e sdo bem conhecidas por seu efeito antidiarréico. Na industria
de alimentos atuam como agentes geleificantes e como fibras nutricionais. Por
outro lado, podem representar um problema nas varias etapas do processamento
de frutas e vegetais, visto que seu arraste, apos o rompimento da parede celular,
pode causar turbidez em sucos ou incrustagdes em tubulagdes e reatores

industriais (LANG; DORNENBURG, 2000).
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A agdo coloidal da pectina dificulta o processo de fabricagdo dos sucos,
pois a turvagdo dificilmente pode ser removida apenas por filtragdo devido a
grande quantidade de particulas em suspensdo. Quando tratados previamente por
pectinases, os sucos sdo facilmente clarificados e filtrados obtendo uma bebida

com maiores rendimentos e estavel (BARROS; MENDES; PERES, 2004).

2.2 Enzimas pectinoliticas: classificacdo e mecanismo de acao

As pectinases constituem um grupo heterogéneo de enzimas que
catalisam a degradagdo das substancias pécticas, através de reacdes de
despolimerizagdo (hidrolases e liases) e desesterificacdo (esterases) (SILVA et
al., 2005). Podem ser produzidas, em diferentes combinagdes, por plantas e
microrganismos, como fungos, leveduras e bactérias, a fim de degradar (para
obter fonte de carbono) ou para modificar (fruto em amadurecimento) o
heteropolissacarideo pectina (VRIES et al., 2000).

As pectinases microbianas respondem por 25% das vendas de enzimas
para alimentos (SILVA et al., 2005). Sao empregadas em nivel industrial
destacando-se por serem as enzimas mais utilizadas pelas indlstrias de
processamento de frutas (HENNIES, 1996).

A classificacdo das enzimas pécticas ¢ baseada no modo de ataque a
molécula de pectina. Conforme ilustra a Figura 3, a grande maioria das
pectinases degrada a cadeia de Homogalacturonana da pectina (VRIES et al.,
2002).

Existem basicamente trés tipos de pectinases: pectina esterase
(desesterificante ou desmetoxilante) remove os grupos metil éster; as
despolimerizantes (incluem as enzimas hidroliticas e as liases) catalisam a

clivagem das ligagdes glicosidicas das substancias pécticas e, as protopectinases
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que solubilizam protopectina para formar pectina (JAYANI; SAXENA;
GUPTA, 2005; SAKAI et al., 1993; WHITAKER, 1990).

O Galacturonic acid PE
Neutral sugars side chains

I:‘ Rhamnose | |
<>Arabinnse

v’ Galactose g Endofexo PG
O Methyl group E
¢ Acetyl group =) +|Endo/exo PL
o E Galactanases

Rhamnogalacturonan

Figura 3 Diagrama representativo dos componentes da molécula de pectina e dos
sitios de clivagem
Fonte: Vincken et al. (2003)

Protopectinases: catalisam a hidrolise da protopectina, originando acido
péctico e pectina, diminuindo a rigidez da parede celular durante o
amolecimento e o amadurecimento (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005;
KASHYAP et al., 2001). Nao sdo muito abundantes e possuem pouco interesse
industrial na degradagdo da pectina (ALKORTA et al., 1998).

Existem dois tipos de protopectinases (PPases), o tipo A faz a clivagem
na parte interna da molécula do 4cido poligalacturdnico da protopectina

enquanto o tipo B nas cadeias de polissacarideos que podem estar conectados a
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cadeia de acido poligalacturdnico e constituintes da parede celular (JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005).

Enzimas desmetoxilante ou desesterificante: é representada pela
enzima pectinametilesterase (PME), também conhecida como pectinesterase,
pectase e pectina metoxilase. Essa enzima catalisa a hidrolise dos grupos metil
éster da pectina, liberando metanol e convertendo pectina em pectato ou acido
péctico, polimero ndo esterificado (GUMMADI; PANDA, 2003; JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005; MAYANS et al., 1997; WHITAKER, 1990). Durante
a reagdo ocorre a quebra da molécula da agua e a adigdo de um hidrogénio a um
carbono da ligagdo e adigdo do grupo hidroxila a outro carbono, produzindo
metanol e pectina com baixo grau de metoxilagdo (KASHYAP et al., 2001). A
desesterificagdo da pectina ocorre linearmente ao longo da molécula, por
mecanismo em cadeia simples (UENOJO; PASTORE, 2007).

Shen et al. (1999), caracterizando a enzima pectinametilesterase, relatam
a importancia dessa enzima na primeira separagdo da cadeia de pectina, pois a
pectina de baixa metoxilagdo liberada pode ser hidrolizada pela
poligalacturonase e pectato liase, ambas necessitam de substrato nao
esterificado. As pectinesterases (PME) estdo presentes em praticamente todos os
preparados comerciais de enzimas e apresentam valores de ph 6timo variando de
4 a 8 e temperatura 6tima de 40 a 50 °C (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Enzimas despolimerizantes: em complemento as enzimas
desesterificantes (pectinametilesterase), as despolimerases promovem a
clivagem de ligagdes glicosidicas a- (1,4) e sdo classificadas conforme a
especificidade da enzima pelo substrato (pectina ou acido péctico); a posigdo de
clivagem na cadeia principal das substancias pécticas, atuagdo ao acaso (endo-
enzima) ou a partir da extremidade redutora ou ndo redutora do substrato (exo-

enzima) € o mecanismo de reacdo de despolimerizagdo (clivagem por [3-
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eliminagdo ou hidrolise do substrato). Envolvem as hidrolases (catalisam a
hidrolise de ligagSes a-1,4) ¢ as liases (catalisam a B-eliminagdo) (ALKORTA et
al., 1998; GAINVORS et al., 1994).

As hidrolases catalisam a quebra da ligagdo glicosidica pela introdugio
de agua, enquanto as liases quebram a ligacdo glicosidica por reagdo de
transeliminacdo do H, formando dupla ligagdo entre os carbonos 4 ¢ 5 do acido
galacturdnico.

Sdo classificadas como hidrolases as polimetilgalacturonases e as
poligalacturonases, podendo apresentar agdo endo- (hidrolise randdomica) ou
exo- (hidrolise seqiiencial a partir do final da molécula).

A polimetilgalacturonase (PMG) catalisa a clivagem hidrolitica da
ligagdo glicosidica a-1,4 de polimetilgalacturonatos. Atua sobre a molécula de
pectina altamente esterificada (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). Apesar de
ser citada em algumas literaturas, sua existéncia ¢ questionada por alguns
autores (SAKALI et al., 1993; UENOJO; PASTORE, 2007).

As poligalacturonases séo hidrolases que catalizam a quebra da ligagdo
glicosidica pela introdugdo de agua, atuando mais em pectato que em pectina e
resultam em mono e dissacarideos. E a principal enzima com fungao hidrolitica,
podendo apresentar ac¢do endo-(hidrolise randdmica) ou exo- (hidrdlise
seqiiencial) do acido péctico (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; KASHYAP
et al., 2001). As poligalacturonases fungicas sdo uteis para a maioria dos usos
industriais, principalmente o processamento de frutas e vegetais, devido a
atividade o6tima em pH levemente 4cido e temperatura 6tima entre 40 ¢ 60 °C
(PEDROLLI et al., 2009; SANTOS et al., 2008).

As poligalacturonases necessitam de grupos carboxilicos livres para a
catalise. A presenga de grupos metoxilicos na molécula de pectina pode inibir a

atividade dessas enzimas (DINU, 2001).
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As liases, também chamadas transeliminases, rompem ligacdes
glicosidicas resultando em galacturonideos com uma ligagéo insaturada entre os
carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do acido galacturénico formado. Sao
representadas principalmente pela pectina liase (PL) e pectato liase (PAL), as
quais se diferem pelo substrato sobre o qual atuam (UENOJO; PASTORE,
2007). Ao contrario das poligalacturonases, estas enzimas despolimerizam a
pectina com aproximadamente 65% — 98% de esterificacdio (JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005).

Pectina liase (PL) catalisa a clivagem da molécula de pectina altamente
esterificada, através da transeliminagdo do hidrogénio das ligagdes glicosidicas
dos carbonos 4 ¢ 5 da por¢do aglicona do substrato (pectina) de modo endo ou
exo (GAINVORS et al., 1994; KARAM; BELARBI, 1995; PEDROLLI et al.,
2009; WHITAKER, 1994). O pH 6timo é em torno de 5,5 ¢ temperatura 6tima
entre 40 e 50 °C (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Pectato liase (poligalacturonato liase, PGL) catalisa a clivagem de
ligacdes a-1,4 de acido péctico, polimero ndo esterificado, formando um produto
insaturado (4,5-D-galacturonato) por reacdo de transeliminacdo. Esta enzima ¢
altamente dependente de ions Ca’. A enzima pectato liase sdo classificadas
como endo, atuam sobre o substrato de forma randomica, ou exo, catalisam a
clivagem do substrato a partir da extremidade ndo redutora. Estas enzimas
possuem pH 6timo na regido alcalina, entre 7,5 ¢ 10 e temperatura 6tima entre
40 e 50 °C (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; KASHYAP et al., 2001;
PEDROLLI et al., 2009; ROMBOUTS; PILNIK, 1980; SAKAI et al., 1993). A

figura 4 representa o modo de ag@o das pectinases em uma molécula de pectina.



22

GOOR oH
.
oH
+
OH HO

GCOOR
o COOR

PMG-'PG

QM

!
COOH

CODR COOR aH
O
—HO oM
I +
aH \
[s]
oH CO0R
(e) PLPGL

Figura 4 Modo de acao das pectinases: (a) R=H para PG e CH3 para PMG; (b)
PE; e (c) R=H para PGL e CH3 para PL. As setas indicam o local de
reacdo das enzimas nas  substancias  pécticas. PMG
(polimetilgalacturonases); PG (poligalacturonases); PE
(pectinesteases); PL (pectina liase)

FONTE: Jayani, Saxena ¢ Gupta (2005)

2.3 Enzimas pectinoliticas e potencial industrial

As pectinases estdo entre as primeiras enzimas a serem utilizadas
comercialmente nas preparagdes de vinhos e sucos de frutas ao redor de 1930. A

partir de 1960, quando os estudos sobre a natureza quimica de tecidos vegetais se
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tornaram mais aparentes, estas enzimas foram aplicadas mais eficientemente
(JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Durante as duas ultimas décadas, o uso de pectinases tem aumentado
consideravelmente, especialmente nas industrias de alimentos, envolvendo o
processamento de polpa de frutas e outras estruturas vegetais, a clarificagdo de
sucos de frutas e de vinhos, o isolamento de 6leos essenciais e pigmentos de
citricos, a produgdo de comida para bebés, como purés de frutas e legumes
(HADJ-TAIEB et al., 2006; RAI; MAJUMDAR; GUPTA, 2004). Outros
exemplos de aplicagdo de tais enzimas sdo na fabricagdo do papel, racdes para
animais, fermentacdo de café e chd (KASHYAP et al, 2001; VIKARI;
TENAKANEN; SUURNAKKI, 2001).

Além das aplicagdes listadas acima, a infusdo de pectinase e [-
glicosidase aumenta o aroma ¢ as substincias volateis de frutas e vegetais,
aumenta a quantidade de agentes antioxidantes em 6leo de oliva extra virgem e
reduz a inducdo ao ranco (SEMENOVA et al., 2006).

Inimeros trabalhos cientificos relatam a utilizagdo de pectinases em uma
grande variedade de processos industriais. A producdo e uso de enzimas, com
destaque para as pectinases, tem se tornado uma area de grande interesse da
industria biotecnoldgica. Esta informacao ¢ comprovada pelo fato das pectinases
representarem cerca de 10% das enzimas vendidas comercialmente, devido as
suas inumeras aplica¢cdes (PEDROLLI et al., 2009).

Na base de suas aplicagdes, as pectinases sdo, principalmente, de dois
tipos: pectinases acidas e pectinases alcalinas. Para a extragdo e clarificagdo de
sucos ¢ vinhos tém sido utilizadas pectinases acidas enquanto que para o
tratamento de vegetais, em outros ramos da inddstria alimenticia e para o
processamento de fibras, como a juta, utiliza-se pectinases alcalinas

(HOONDAL et al., 2002).
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Pectinases &cidas sao amplamente utilizadas na extragdo, clarifica¢ao ¢
despectiniza¢do de sucos de fruta, macera¢do de vegetais para producdo de
pastas e purés e na fabricagdo de vinhos, sendo freqiientemente produzidas por
fungos, especialmente por Aspergillus niger (PEDROLLI et al., 2009).

Com a adig@o de pectinases € possivel produzir uma extensa variedade
de sucos e outros produtos alimenticios, incluindo: (A) sucos claros brilhantes
(sucos de maca, péra e uva), (B) sucos turvos (sucos citricos, suco de ameixa,
suco de tomate e néctares), ¢ (C) produtos unicelulares nos quais a intengdo ¢
preservar a integridade das células da planta através de hidrolise seletiva dos
polissacarideos da lamela central, resultando em produtos que podem ser usados
como material base para sucos polposos e néctares. Os objetivos de se
acrescentar enzimas diferem nestes trés tipos de sucos de frutas e vegetais
(KASHYAP et al., 2001).

No caso dos sucos claros brilhantes, enzimas sdo acrescentadas com o
objetivo de aumentar o rendimento do suco durante a espremedura da fruta e
filtragem, para remover matéria suspensa, chegando a um suco claro e brilhante .
Sao exemplos os sucos de uva, maga, péra, morango, framboesa, amora, dentre
outros (UENOJO; PASTORE, 2007).

Segundo Pedrolli et al. (2009), o esmagamento de frutas ricas em
pectina produz um suco com alta viscosidade, o qual permanece ligado a polpa
na forma de uma massa gelatinizada. Isto dificulta a extracdo do suco de fruta
por prensagem ou por outro método mecanico. Com a adi¢do de pectinases, o
suco de fruta ¢ facilmente obtido e com maior rendimento. Além de melhorar o
rendimento as pectinases agem desestabilizando as substancias pécticas
floculantes, provocando coagulacdo e precipitacdo, facilitando a filtracdo e
resultando na clarificagdo do suco. As enzimas pécticas também desintegram a

estrutura de gel da pectina e reduzem a viscosidade, facilitando a concentragao
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dos sucos e reduzindo em até 50% o tempo de filtragdo (ALKORTA et al., 1998;
KASHYAP et al., 2001).

A extragdo de sucos através da maceragdo enzimatica pode produzir um
aumento no rendimento acima de 90% se comparada ao processo mecanico
convencional, além das melhorias nas caracteristicas organolépticas (cor, sabor),
nutritivas (vitaminas) e tecnologicas (melhor filtragdo) do suco. Também
observa-se maior estabilidade, menor tempo de extragdo e um menor prego de
produgdo, devido aos maiores rendimentos ¢ um gasto menor com equipamentos
e mao de obra (PEDROLLI et al., 2009).

Dentre as aplicagdes das enzimas pécticas destaca-se 0 seu uso no
processamento do suco de uva e vinho para melhorar a maceragdo da casca e
aumentar a extragdo de pigmentos da uva, além de facilitar a clarificacdo ¢ a
filtragdo do mosto, aumentando assim a qualidade e a estabilidade do vinho
(UENOJO; PASTORE, 2007). De acordo com o estudo de Jayani, Saxena e
Gupta (2005), quando as pectinases sdo adicionadas durante a maceragdo das
uvas para producdo de vinho tinto tem-se um melhoramento das caracteristicas
visuais (cor e turbidez), quando comparado com vinhos ndo tratados,
apresentando caracteristicas cromaticas consideradas melhores que os vinhos
controle.

Enzimas pécticas contendo altos niveis de poligalacturonase, também
sdo acrescentadas em alguns produtos a base de frutas para estabilizar o
escurecimento de sucos citricos, purés e néctares (turvos). Um bom exemplo é o
suco de laranja. No processo de extragdo do suco das laranjas, pectinases
também podem ser usadas em diferentes estiagios permitindo uma melhor
extragdo de aglcares e solidos soliveis, resultando em maior rendimento e
viscosidade mais baixa. Com o tratamento enzimdtico ocorre a degradacdo

parcial da pectina insolivel e com isso o produto torna-se estavel. As
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preparagdes enzimaticas devem apresentar pequenas concentracdes de PME,
para evitar a clarificagdo do suco. Em sucos néo clarificados, como o de laranja,
o tratamento térmico ¢ uma etapa para a inativagdo da PME, a qual mantém a
turbidez estavel. O congelamento do produto também faz com que a enzima
permanega na sua forma inativa (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Ao contrario das pectinases acidas, as pectinases alcalinas sao,
geralmente, produzidas por bactérias, principalmente Bacillus spp, sendo
também sintetizadas, em menor escala, por alguns fungos e leveduras
(HOONDAL et al., 2002; KAPOOR et al., 2001; KASHYAP et al., 2000;
YADAYV et al., 2008). No entanto, no presente estudo as pectinases obtidas do
fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries apresentaram estabilidade
em condigOes acidas e basicas desde que a temperatura nao ultrapasse os 30°C.
Estas pectinases alcalinas podem ser utilizadas no pré-tratamento de aguas
residuais provenientes das industrias de processamento de alimentos vegetais,
contendo material pectinaceo; tratamento ¢ degomagem de fibras naturais para a
industria téxtil e de papel; fermentagdo de café e cha; extracao de dleos vegetais
(AHLAWAT et al., 2009; HOONDAL et al., 2002; KAPOOR et al., 2001;
KASHYAP et al, 2001; YADAV et al.,, 2008; ZHANG; HENRIKSSON;
JOHANSSON, 2000).

As enzimas pécticas sdo utilizadas em associa¢do a outras enzimas, tais
como celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente de enzimas de
maceragdo, para a extracdo e clarificacdo de alguns sucos de frutas e vegetais.
Barros, Mendes e Peres (2004) conseguiram diminuir 22,3% e 30% a
viscosidade de sucos de abacaxi e cereja, respectivamente, com a utilizagdo de
uma mistura de enzimas contendo pectinases, celulases ¢ hemicelulases. No

entanto, as preparagdes de pectinases comerciais usadas no processamento de
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alimentos, sao tradicionalmente, misturas de poligalacturonase, pectinesterase e

pectina liase (LANG; DORNENBURG, 2000; SEMENOVA et al., 2006).

2.4 Microrganismos produtores de pectinases e influéncia das condicdes de

cultivo sobre a sinese enzimatica

A habilidade para sintetizar enzimas pectinoliticas ¢ muito comum entre
os 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 (BLANDINO et al., 2001; UENOJO; PASTORE, 2007 ).

As preparagdes comerciais mais comumente utilizadas sdo de origem
fungica, principalmente de Aspergillus niger, visto que esta espécie recebe a
classificagdo GRAS (generally recognized as safe) do FDA (Food and Drugs
Administration), 6rgao responsavel pelo controle de alimentos e medicamentos
nos EUA (GUMMADI; PANDA, 2003; SCHUSTER et al., 2002). Essa espécie
de fungo produz varias pectinases, incluindo pectinametilesterase (PME),
poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL).

Além do género Aspergillus outros fungos filamentosos produtores de
pectinases sdo citados pela literatura. Dentre eles pode se destacar o Penicillium,
Fusarium, Sclerotinia, Monilia, Coniothyrium e Rhizopus, além de varios outros
que vém sendo avaliados como potentes produtores de pectinases (PATIL;
DAYANAND, 2006).

Apesar da propriedade desses fungos quanto a produgdo de pectinases,
nem todos sdo aproveitaveis, ja que alguns deles sdo produtores de varias
micotoxinas, que podem ser prejudiciais a saude do homem. O estudo de outros

microrganismos produtores de pectinases ¢ fundamental para a obtengdo de
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enzimas com caracteristicas distintas, adequadas a materiais e processos
industriais especificos (GERVAIS; MOLIN, 2003).

Atualmente novos estudos estdo sendo incentivados, buscando o
isolamento de pectinases fingicas e sua aplicagdo no setor comercial. O
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries foi considerado em estudos
anteriores como um bom produtor de pectinases. Diversos fatores podem
justificar esta afirmagao, incluindo o fato deste microrganismo nao necessitar de
amplos espagos para seu crescimento; conseguir degradar e crescer em amplos
substratos, inclusive em residuos industriais; possuir um crescimento rapido
quando as condi¢des de crescimento sdo favoraveis; sintetizar enzimas em
quantidades significativas quando comparado a outros microrganismos, além de

ndo ser patogénico ao homem.

Pesquisas recentes revelam que ao selecionar fungos produtores de
pectinases ¢ essencial estudar a condi¢do de cultivo ideal para o microrganismo,
visando otimizar a produgdo enzimatica no meio selecionado (BLANDINO et
al., 2002; KASHYAP et al, 2000; MARTINEZ-TRUJILLO et al., 2011;
PALANIYAPPAN et al., 2009; PATIL; DAYANAND, 2006; SUNNOTEL;
NIGAM, 2002; TARAGANO; PILOSOF, 1999; YUGHANDAR et al., 2008).

Nesse contexto, dentre os fatores que afetam o crescimento microbiano e
a biossintese enzimatica pode-se destacar a composi¢do do meio de cultura,
particularmente a fonte de carbono, presenca de indutores (pectina e derivados) e
outras condi¢des de cultivo, como pH do meio nutriente, temperatura de
fermentagdo, aeracdo, agitagdo e tempo de incubagcdo (MALVESSI; SILVEIRA,
2004; MARTINEZ-TRUJILLO et al., 2009).

A produgdo de pectinases por microrganismos pode ser induzida tanto
por processos de fermentagdo submersa (FS) quanto em estado semi-sélido

(FES) (BARENSE et al., 2001; HOONDAL et al., 2002).
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A fermentagdo em estado sélido (FES), ou fermentacdo semi-solido
(FSS), conforme definida por Holker e Lenz (2005) caracteriza-se pelo cultivo
de microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz solida tmida, que
simulam as condigdes ambientais sob as quais 0s microrganismos se
desenvolvem na natureza. Este processo envolve o crescimento de
microrganismos em materiais solidos nos quais ndo ha liquido livre. Assim, a
agua torna-se um fator limitante do processo, o que ndo ocorre na fermentagdo
liquida (submersa), onde ha abundancia da fase aquosa.

As fermentagdes submersas (FS) incluem uma variedade grande de
processos microbianos onde a biomassa é completamente rodeada pelo meio de
cultivo liquido. Neste tipo de fermentacdo os substratos sélidos encontram-se
dissolvidos ou submersos em meio liquido (PALMA, 2003).

E tarefa dificil generalizar vantagens relacionadas aos processos
submersos, ou em estado so6lido, sabendo-se que cada microrganismo pode
melhor se adequar a um ou outro processo, bem como produzir complexos
enzimaticos diferentes (COURI et al., 2003; PAPAGIANNI, 2004).

O sistema de fermentagdo em condigdes submersas tem sido usado com
sucesso na producdo de pectinases fungicas para fins de purificagdo
(SUNNOTEL; NIGAM, 2002). A producao de enzimas em escala industrial se
faz majoritariamente por fermentagdo submersa (COUTO; SANROMAN,
2006).

Apesar da fermentacdo em estado solido (FES) simular as condigoes
ambientais sob as quais os microrganismos se desenvolvem na natureza e
permitir a producdo de enzimas brutas mais concentradas, a fermentacdo em
estado solido (FES) apresenta algumas desvantagens em relacdo a fermentagdo
submersa (FS) como a heterogencidade das condi¢des de fermentacdo,

dificultando a reprodugdo dos resultados em pesquisas biotecnoldgicas; sistemas
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de cultivo heterogéneos, em termos de populagdo microbiana e concentracao de
soluto; dificuldade em controlar alguns pardmetros de fermentacdo como pH,
temperatura, agitagdo e concentragdo de nutrientes e produtos; tempo de cultivo
superior, estendendo o periodo de obtengdo das enzimas para fins industriais;
técnicas dispendiosas de purificagdo dos metabolitos produzidos e dificuldade de
remog@o do calor gerado pelo metabolismo dos microrganismos (HOLKER;
LENZ, 2005; PEDROLLI et al., 2009).

A relacdo apresentada acima é uma generalizacdo. Na verdade, cada
processo especifico tem de ser avaliado independentemente, de forma a permitir
uma escolha correta da forma de condugdo. Pode-se afirmar que cada uma destas
técnicas possui suas particularidades e potencialidades (PATIL; DAYANAND,
2006; TARAGANO; PILOSOF, 1999).

2.4.1 Influéncia do pH do meio de cultivo sobre a sintese de pectinases

Conforme discutido anteriormente, para estudar a produgdo de
pectinases por novos microrganismos ¢ necessario controlar alguns parametros
que podem influenciar na sintese enzimatica. O pH € uma variavel importante
em qualquer processo biologico, havendo valores de pH minimo, 6timo e
maximo para o desenvolvimento de cada microrganismo. Sabe-se que alteracdes
no pH do meio de cultivo podem resultar em maior ou menor produgdo
enzimatica, isso porque o pH do meio afeta o metabolismo dos microrganismos
(GARZON; HOURS, 1992).

Estudos tem sido realizados na tentativa de estabelecer as melhores
condi¢des de pH inicial do meio de cultivo, que resultem em maxima produgao
de pectinases. Geralmente fungos preferem pH baixo (4,5-5,0) ¢ as bactérias pH

proximos a neutralidade (6,5-7,0) (PERAZZO NETO, 1999).
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Algumas pesquisas corroboram esses resultados. Malvessi e Silveira
(2004) avaliaram a influencia do pH sobre a produg¢do de pectinases, em
processo submerso, por Aspergillus oryzae e observaram que as maiores
atividades de endo-PG foram alcangadas com processo iniciado em pH 4. De
acordo com a pesquisa de Patil e Dayanand (2006), o pH 5 foi 6timo para a
maxima producgdo de exo e endo-poligalacturonase, em ambas as condi¢des de
cultivo, meio solido e liquido. Palaniyappan et al. (2009) constataram em seu
estudo que o pH otimo para a produgdo de poligalacturonase por Aspergillus
niger (MTCC: 281) ¢ 5,5 e valores de pH acima ou abaixo deste resultam em
reducdo na atividade enzimatica.

Acuna-Argiielles et al. (1995) estudaram a estabilidade da enzima
poligalacturonase de Aspergillus niger CH4, em fermentagdo submersa com
oscilagdo no pH e observaram que a enzima foi rapidamente desnaturadas em
valores de pH acima de 5,0. Resultado semelhante foi observado por Martos et
al. (2009), em sua pesquisa com fermentagdo submersa de Aspergillus Niger,
onde a maxima produgdo de poligalacturonase ocorreu em pH proximo a 4,7,
com um declinio na atividade enzimatica em pH superior a este.

Martinez-Trujillo et al. (2011) estudaram a otimizac¢ao das condigdes de
cultivo das linhagens Aspergillus flavipes FP-500 e Aspergillus terreus FP-370.
Em ambas as linhagens, o meio de cultivo com valores de pH acido (cerca de
3,5) favoreceu a producdo de exopectinase e endopectinase, enquanto maiores

valores de pH (proximo a 5,0) aumentou a sintese de pectina liase.

2.4.2 Influéncia do tempo de cultivo sobre a sintese de pectinases

Assim como o ph pode influenciar no crescimento microbiano, o tempo

de cultivo influencia o nivel de producdo das enzimas pectinoliticas, pois a



32

producdo enzimatica esta diretamente associada ao estado fisiolégico em que o
fungo se encontra ¢ a quantidade de microrganismos presentes (BRUMANO et
al., 1993; THILAKAVATHI; BASAK; PANDA, 2007).

Em geral, observa-se um tempo otimo de cultivo especifico para cada
microrganismo, no qual tem-se uma maior producdo de pectinases. Apos este
intervalo de tempo, nota-se uma estabilizagdo e/ou diminui¢do na atividade
pectinolitica. Este declinio na atividade enzimatica pode estar relacionado ao
consumo de algum composto essencial, aparecimento de um metabolito inibidor
ou a propria desnaturacdo das enzimas ja sintetizadas (BARNBY; MORPETH,;
PYLE, 1990).

Segundo Camargo et al. (2005), outra justificativa para a redugdo dos
niveis de pectinases com o tempo de cultivo é o aparecimento de diversos
agucares redutores resultantes da hidrdlise da pectina por acdo das enzimas
pectinoliticas. A repressao catabolica da sintese de enzimas pectinoliticas pela
glicose, frutose e intermediarios da via glicolitica tem sido observada em muitos
microrganismos (FAWOLE; ODUNFA, 2003; RUNCO; NAVARRO;
MALDONADO, 2001). Estas informagdes podem justificar os resultados de
alguns estudos nos quais a atividade enzimatica foi crescente até¢ um intervalo de
tempo especifico.

A pesquisa de Viswanathan e Jagadeeshbabu (2008) validam estas
informagdes, pois a atividade de poligalacturonase produzida por Aspergillus
niger em condi¢des submersas, teve um aumento gradual no intervalo de tempo
entre 24-72 horas e apds este periodo ocorreu um declinio nos niveis de
atividade enzimatica.

Martos et al. (2009), em seu estudo sobre otimizagdo das condi¢des de
cultivo de Aspergillus niger em fermentagdo submersa, observou um efeito

positivo do tempo de cultivo sobre a produgdo de poligalacturonase e
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pectinametilesterase. No entanto, o efeito quadratico desta variavel foi negativo,
0 que indicou um aumento na producdo de poligalacturonase, até 94 horas, e
pectinametilesterase, até 74 horas, apos estes intervalos de tempo ocorreu um
declinio na atividade enzimatica.

Palaniyappan et al. (2009) avaliaram o efeito das condi¢des de cultivo
em meio submerso sobre a produgdo de pectinases por Aspergillus niger
(MTCC: 281) e constatou que o tempo ideal de fermentagdo foi 72 h de cultivo.
Ap0s este intervalo ocorreu uma redugdo expressiva na atividade enzimatica, a
qual pode ter sido ocasionada pelo esgotamento de nutrientes no meio de
cultivo.

Pode-se observar que o tempo de cultivo para a maxima producao de
pectinases ¢ varidvel entre os grupos de microrganismos ¢ as condigdes de
cultivo. Segundo Ustok, Tari e Gogus (2007), a comparagdo direta dos valores
de atividade enzimatica ndo ¢ prudente, pois nem todas as condi¢des sao
idénticas, podendo ser usada como uma avaliagdo grosseira da producdo de
enzimas. O estudo de Silva et al. (2005) confirmam a afirmagao anterior, onde o
tempo otimo de cultivo para a sintese de pectinases (PL, exo-PG e endo-PG)
pelo fungo Penicillium viridicatum RFC3 variou quando comparado apenas os

frascos de cultivo (erlenmeyer e polipropileno).

2.4.3 Influéncia da composicdo do meio de cultivo sobre a sintese de
pectinases

Em geral, as pectinases sdo enzimas induzidas o que torna necessario a

suplementacdo do meio de cultura com pectina ou matérias ricas em pectina, tais
como bagago de cana-de-agucar, macd ou cascas de frutos citricos. Diferentes
fontes de carbono podem influenciar no crescimento de microorganismos, como

também na sua produgdo enzimatica (MALVESSI; SILVEIRA, 2004). O efeito
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de diferentes fontes de carbono na sintese de pectinases por fungos tem sido
muito estudado, e os resultados mostram que o meio 6timo para a producio de
pectinases extracelular é o que possui substincias pécticas como um indutor
(FAVELA-TORRES;  VOLKE-SEPULVEDA; VINIEGRA-GONZALEZ,
2006).

Viswanathan e Jagadeeshbabu (2008) estudaram o efeito indutor da
pectina em seis espécies de Aspergillus e concluiram que a atividade enzimatica
aumenta de forma significativa com a adi¢do de pectina ao meio de cultivo
(20g/L). Esses resultados corroboram com a pesquisa de Martos et al. (2009) na
qual a condigdo otima para a producdo da enzima poligalactutonase e
pectinametilesterase por Aspergillus niger foi em meio de cultivo suplementado
com pectina, na concentragao de aproximadamente 20g/L. Baixas concentragoes
de pectina no meio de cultivo resultam em menor rendimento na producao de
pectinases, ja que sdo enzimas induzidas pelo substrato pectina (MALVESSI;
SILVEIRA, 2004).

Palaniyappan et al. (2009), em seu estudo de otimizagdo das condigdes
de cultivo para a produgdo de pectinases por Aspergillus niger (MTCC: 281),
observou que um aumento na concentragdo do substrato indutor além de 1%
(w/v), resulta em um decréscimo na atividade enzimatica, o que pode ser
causado devido a producdo de outros metabolitos durante a fermentagdo e
também por causa do aumento da viscosidade do meio de cultura, o que pode
dificultar a difusdo de nutrientes, oxigénio e dioéxido de carbono e
conseqiientemente a disponibilidade de nutrientes (TARAGANO; PILOSOF,
1999).

Atualmente muitos estudos tém sido conduzidos, visando a produgdo
enzimatica maxima, adicionando aos meios de cultivo diferentes fontes de

carbono ¢ nitrogénio. Alguns microorganismos tém sua producdo aumentada
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pela adicdo de nutrientes, porém outros produzem enzimas constitutivamente,
mesmo na auséncia de compostos pécticos. Sabe-se que a concentracdo de
células pode aumentar com a concentracdo de nutrientes, porém, em
determinado momento, mesmo que se adicione mais nutrientes ao meio, o

numero total de células vai permanecer constante (BISCARO et al., 2009).

2.5 Extracéo e purificacdo de pectinases

A purificagdo e caracterizacdo de enzimas constituem linhas de pesquisa
importantes, pois permitem a distincdo entre os diferentes componentes do
complexo enzimatico, além de aumentar sua estabilidade, atividade e
especificidade. A otimizacdo de um protocolo de purificagdo envolve muita
experimentagdo do tipo tentativa e erro, pois mesmo quando se conhecem as
caracteristicas fisico-quimicas da proteina a ser purificada, o seu comportamento
durante a purificagdo ¢ imprevisivel. O grande desafio deste processo é o
trabalho para se encontrar as melhores estratégias e, se for o caso, adequar a
metodologia para a escala de produgdo pretendida, garantindo que o produto
final tenha todas as caracteristicas necessarias para a sua aplicacdo (ALMEIDA;
KURTENBACH, 2002; SANTOS, 2001).

Nos processos de purificacdo enzimatica, varias metodologias estdo sendo
aplicadas e de forma geral a purificacdo desejada é dependente do numero de
etapas empregadas no processo e do uso a que se refere o produto final. Perde-se
atividade em cada etapa de purificagdo, por isso, para aumentar o rendimento,
um numero minimo de etapa deve ser efetuado. A escolha das técnicas a serem
usadas esta vinculada as propriedades moleculares inerentes a cada enzima;
sendo assim, a combinacdo correta de etapas que exploram estas propriedades

permitira a purificagdo a partir de uma mistura (LIMA et al., 2001).
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A determinacdo das condi¢des de purificagdo para as quais uma proteina
apresente a maior estabilidade possivel, permitindo que diferentes
procedimentos de fracionamento sejam utilizados com alto grau de recuperagao,
¢ altamente individual. Apesar de ndo haver critérios fixos para a selegdo de
procedimentos de isolamento e purificagdo, alguns processos tais como filtragdo,
centrifugacdo, precipitacdo parcial, ultrafiltragdo, didlise e cromatografia sdo
usualmente aplicados em processos de purificagdo enzimatica (BRACHT;
ISHII-IWAMOTO, 2003).

Apods o processo fermentativo, iniciam-se as operagdes de extragdo e
separagdo enzimatica. A primeira etapa da purifica¢do ¢ a separacdo das células
microbianas ¢ obtengdo de um extrato (extrato bruto) contendo a enzima. No
caso das enzimas microbianas, a separacao inicial do extrato bruto pode ser
facilmente obtida ja que as enzimas sdo liberadas para o meio de cultura. Na
maioria das vezes, sdo utilizadas técnicas de filtracdo e centrifugacdo para
clarificar o extrato enzimatico bruto (HO et al., 2000; PESSOA; KILIKILIAN,
2005). O prosseguimento ao processo deve ser feito apds um planejamento da
estratégia a ser utilizada, na qual, além da estabilidade da proteina, deve-se
também considerar os seguintes itens: eficiéncia do processo, viabilidade
econdmica e tipo de aplicacao final do produto (HO et al., 2000).

Quando pretende-se obter uma preparagdo enzimatica com maior grau de
pureza, deve-se submeter o concentrado liquido a uma série de técnicas de
fracionamento e purificagio. Em uma séric de etapas independentes, as
diferentes propriedades fisico-quimicas da proteina de interesse sdo utilizadas
para separa-la progressivamente de outras substancias. Existem varios métodos
de fracionamento, dentre eles pode-se destacar: métodos baseados na diferenga
de solubilidade (uso de agentes precipitantes), métodos de fracionamento

baseado no peso molecular (dialise, ultrafiltragdo) e métodos de fracionamento
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baseados na carga elétricos das moléculas (cromatografia de troca ibnica)
(BRACHT; ISHI-IWAMOTO, 2003). A escolha do método a ser utilizado
depende da disponibilidade de equipamentos e das caracteristicas enzimaticas,
porém alguns métodos de separagdo enzimatica sdo menos dispendiosos.

A precipitagdo ¢ uma das operacdes mais adotadas para a purificacdo de
proteinas tanto de origem microbiana como animal ou vegetal. E uma das
principais técnicas utilizadas para a separagdo de proteinas de uma mistura em
virtude da sua simplicidade e tem sido empregada ha décadas. Tradicionalmente
¢ considerada como um método de concentragdo e utilizada antes da aplicagdo
de métodos de maior resolucdo na purificagdo (LUCCARINI; KILIKIAN;
PESSOA JUNIOR, 2005). A precipitagio de uma proteina em um extrato pode
ser conseguida adicionando sais, solventes organicos ou polimeros organicos, ou
alterando a temperatura ¢ o pH da solucdo. Os agentes precipitantes mais
comuns sdo sulfato de amonio, etanol, acetona e polietilenoglicol. Em alguns
métodos de precipitagdo, observa-se que as proteinas sdo precipitadas com
manuten¢do de alta percentagem de atividade original. Entre esses, os mais
utilizados sdo a precipitagdo com sulfato de amoénio, solventes orgéanicos e
polietilenoglicol (LIMA et al., 2001).

A precipitagdo com sulfato de amonio, também conhecida como técnica de
precipitacdo por forga idnica, tem se difundido por ser de facil execugdo e por
apresentar bons rendimentos. Quando sais estdo presentes em altas
concentragdes, as proteinas tendem a agregar-se, um efeito denominado
precipitagdo por salificagdo (salting-out), sendo bastante complexas as bases
fisicas dessa precipitacdo. Um dos fatores é que a concentragdo elevada de sais
pode remover a agua de hidratagdo das moléculas protéicas, reduzindo, dessa
maneira, sua solubilidade. Outros fatores, porém, podem estar envolvidos.

Qualquer que seja sua base fisica, a precipitagdo por salificagdo ¢ um processo
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importante para a separacdo de misturas protéicas, uma vez que proteinas
diferentes variam quanto & sua resposta a concentragdo de sais neutros. E
importante lembrar que fatores tais como pH, temperatura e pureza da fracdo
protéica contribuem para determinar o ponto de salting out de uma proteina em
particular (BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003).

O sulfato de amonio ¢ preferido para essa precipitagdo em conseqiiéncia de
sua elevada solubilidade em agua, o que permite atingir for¢as idnicas muito
elevadas. Outras vantagens sdo: as solugdes protéicas em sulfato de amonio sdao
estaveis por longos periodos e o sal pode ser removido facilmente por dialise,
ultrafiltracdo ou coluna de dessalificagdo. As concentra¢des de sulfato de
amoénio sdo geralmente expressas em porcentagem de saturacdo (MIRANDA,
1997).

Algumas proteinas, principalmente de alto peso molecular, precipitam
abaixo de 24% de sulfato de amonio, enquanto a maioria delas o fazem a 60%.
Com uma porcentagem de saturacdo acima de 60%, tem-se um declive na
precipitacdo enzimatica. O tempo necessario para a precipitagdo enzimatica apos
a adicdo do sal também varia consideravelmente. Enquanto algumas enzimas
precipitam nos primeiros 20 minutos, outras requerem varias horas para a
completa precipitacao. As diferengas na quantidade de sulfato de aménio e nos
tempos necessarios para completa precipitagdo sdo exploradas para o
fracionamento das proteinas nos primeiros estagios dos protocolos de
purificagdo (BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003).

Apos as etapas de purificagdo enzimatica é necessario obter uma fragdo
concentrada e homogénea da enzima de interesse ap6s a seqiiéncia de
fracionamentos protéicos. Para alcancar uma solugdo homogénea geralmente

utilizam-se diferentes passos cromatograficos podendo assim separar as enzimas
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de interesse. Além da cromatografia, também sdo utilizados dialise, ultrafiltracao
e liofilizagdo nas etapas finais (MARTINS, 2006).

As etapas finais de produc@o consistem em purificagdes e acabamentos.
O concentrado liquido pode ser considerado um produto bruto comercializavel
em certos mercados. Por diversas razdes (aplicagdo, transporte, estocagem e
outras) pode ser preferivel a obtencdo de um preparado enzimatico bruto na
forma soélida. Nesse caso o concentrado deve ser seco a vacuo ou por atomizagao
(KULA, 1987).

Enfim, cabe frisar que o grau de purificacdo almejado estd associado a
aplicagdo do produto. Em algumas situagdes, pode ndo ser necessario trabalhar
com uma fracdo homogénea da proteina. Nesses casos, apenas uma purificacao
parcial do extrato protéico bruto ¢ realizada, de forma a tornar o processo mais

econdmico e rapido (BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003).

2.6 Influéncia do pH e temperatura sobre a estabilidade de pectinases

Para a produgdo industrial e conseqiiente comercializacao de pectinases
¢ fundamental a caracterizagdo da estabilidade enzimatica, visando estabelecer
as condicdes de pH e temperatura em que a enzima podera ser aplicada. A
estabilidade de pectinases ¢ afetada por parametros fisicos (pH e temperatura) e
pardmetros quimicos (inibidores ou ativadores). Muitos pesquisadores tém
destacado em seus estudos as condi¢des ideais de temperatura e pH para cada
enzima, visando evitar a inativagdo ou perda de estabilidade enzimatica.

A grande maioria dos relatos encontrados na literatura mostram que a
estabilidade das enzimas frente ao pH e temperatura é estudada através do
método considerado como tradicional, ou seja, a estabilidade térmica é estudada

em condi¢des de pH constante e vice-versa. Tem sido relatado que a maioria das
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pectinases fungicas apresentam estabilidade em condi¢des acidas de pH
(GUMANDI; KUMAR, 2006) e foram suscetiveis a  desnaturagdo a
temperaturas acima de 50 ° C (GALIOTOU-PANAYOTOU; KAPANTAI
KALANTZI, 1997). Além disso, a maioria tém a faixa de pH 6timo de 3,5-5,5 ¢
faixa de temperatura ideal de 30-50 ° C (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Nesse contexto, Kaur, Kumar e Satynarayana (2004) estudaram a
estabilidade de poligalacturonase produzida por Sporotrichum thermophile
APINIS e verificaram que a enzima é completamente ativa em uma larga faixa
de pH (3,0 a 9,0) e temperatura (30 a 80°C), com valores 6timos de 7,0 ¢ 55°C,
respectivamente.

Na avaliac¢do da influéncia do pH e da temperatura sobre a agao de endo
e exo-PG produzida por spergillus oryzae em processo submerso, as maiores
atividades de endo-PG foram obtidas em pH em torno de 4,7 e temperatura entre
35-40°C, ao passo que para exo-PG a temperatura 6tima de atividade variou
numa faixa entre 55 ¢ 60°C e pH 4,5 (MALVESSI; SILVEIRA, 2004).

O efeito de interagdo entre pH e temperatura é outro aspecto
interessante, que altera a estabilidade de forma diferente. O efeito combinado de
pH e temperatura na estabilidade de trés pectinases,PMG, PG e PL de
Aspergillus niger foi estudado por Naidu e Panda (1998), utilizando
metodologia de superficie de resposta. O pH e temperatura 6timos foram 2,23 e
23,8°C, respectivamente, para PMG, 4.8 ¢ 28,8°C, respectivamente, para PG e
3,9 € 29,8°C, respectivamente,
para PL.

Teng-Guo et al. (2002) relataram que a PG de Aspergillus niger foi
estavel a 35 ° C, e sua incubacdo a 40 °C e 50 °C por 30 minuntos resultou em
perdas de atividades de 45 e 74%, respectivamente. Além disso, eles relataram

que a PG foi quase inativada a uma temperatura acima de 60 ° C durante 5 min.
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A endo-PG obtida de Aspergillus japonicus perdeu mais de 50% da sua
atividade quando mantida a 50 ° C durante 5 minutos (SEMENOVA et al.,
2003).

A enzima PG de Aspergillus giganteus manteve 80 % de sua atividade
original apds 50 min de incubag@o a 55 ° C. O aquecimento desta enzima a 55 °C
por 10 min resultou em desnaturacdo rapida e apenas cerca de 9,5% da sua
atividade foi retida (PERDOLLI et al., 2008).

Silva et al. (2002) relataram que a PG de Penicillium viridicatum RFC3
perdeu 90% da sua atividade original apds 1 h de incubagdo a 55 ° C. Por outro
lado, Martins et al. (2002) mostraram que a PG de Thermoascus aurantiacus
179-5 manteve 100% da atividade original durante 2 horas a 60 ° C. Enquanto
que, a PG de Thermoascus aurantiacus CBMAI-756 foi 100% estavel a 50 ° C
por 1 h (MARTINS et al., 2007).

Perdolli et al. (2008) relatam que a PG de Aspergillus giganteus, reteve
mais de 90% de sua atividade, apos 24 h de incubacdo em valores de pH entre
4,5 e 8,0. Um resultado similar foi obtido com a PG de Penicillium viridicatum,
que manteve 90% da sua atividade, apds incubag¢do em pHs 5,0-8,5 (SILVA et
al., 2002). Martins et al. (2007) relataram que a PG de Thermoascus aurantiacus
CBMALI-756 foi estavel a pH 5,0-5,5 e manteve 33% da atividade inicial em pH
9,0 ap6s 24 h de incubacio.
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CAPITULO 2: Producao de Pectinases por Cladosporium cladosporioides

(Fres.) de Vries: Influencia das condi¢des de fermentagao

RESUMO

O estudo objetivou otimizar as condi¢cdes de cultivo do fungo
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries. O fungo foi cultivado em
condi¢Ges submersas para avaliar os efeitos do tempo de incubagdo, pH inicial e
concentracdo de pectina sobre a produgdo de pectina liase (PL),
pectinametilesterase  (PME), exo-poligalacturonase (exo-PG) e endo-
poligalacturonase (endo-PG). A metodologia de superficie de resposta foi
utilizada para otimizar a sintese das enzimas em estudo. Os pardmetros
estudados foram tempo de fermentagdo (24 a 120 horas), pH (3,5 a 6,5) e
concentracao inicial de pectina (5 a 20 g/ 1). A produgdo méaxima de PL (7000
U/mg), exo-PG (1 U/mg) e endo-PG (40U/mg) foi obtida em pH inferior a 3,5,
concentracdes de pectina superior a 16g/L. e tempo de cultivo menor que 40
horas. Em contrapartida, a condigdo o6tima de cultivo para a enzima PME
(300U/mg) foi obtida em pH maior que 6,5, pectina proximo a 20g/L e tempo
entre 120 a 140 horas. Diante destes resultados, o fungo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries apresenta potencial para ser utilizado como
produtor de pectinases para a industria alimenticia, pois existe um valor de pH
(3,5), tempo (inferior a 40 horas) e pectina (superior a 16g/L), onde a produgao
das enzimas PL, Exo e Endo-PG ¢ alta e a producdo de PME ¢é minima. Esta
situacdo ¢ almejada pela industria alimenticia para reduzir a produgdo de
metanol durante o processamento de alimentos.

Palavras-chave: Pectinametilesterase. Pectina liase. Exo-poligalacturonase.
Endo-poligalacturonase. Condigdes de cultivo.
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ABSTRACT

The study aimed to optimize the growing conditions of the fungus
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries. The fungus was cultivated under
submerse conditions to mitigate the effects of incubation time, initial pH and
concentration of pectin upon the production of pectin lyase (PL),
pectinmethylesterase (PME), exo-polygalacturonase (exo-PG) and endo-
polygalacturonase (endo-PG). The surface response methodology was used to
optimize the synthesis of the enzymes under study. The investigated parameters
were fermentation time (24 to 120 hours), pH (3.5 to 6.5) and initial
concentration of pectin (5 to 20 g / 1). The maximum production of PL (7000
U/mg), exo-PG (1 U/mg) and endo-PG (40U/mg) was reached at pH lower than
3.5, concentrations of pectin superior to 16g/L an cultivation time shorter than
40 hours. On the other hand, the optimum cultivation condition for the enzyme
PME (300U/mg) was obtained at pH higher than 6.5, pectin close to 20g/L. and
time between 120 to 140 hours. Before those results, the fungus Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries presents potential to be utilized as a producer of
pectinases for the food industry, for there is a pH value (3.5), time (shorter than
40 hours) and pectin (superior to 16g/L), where the production of the enzymes
PL, Exo and Endo-PG is high and the pME production is minimal. This situation
is longed for by the food industry to reduce the methanol production during food
processing.

Keywords: Pectinmetilesterase. Pectin lyase. Exo-polygalacturonase. Endo-
polygalacturonase. Culture conditions.
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1 INTRODUCAO

As pectinases sdo um grupo de enzimas que decompdem a pectina de
forma sequencial e sinérgica, através de reagdes de desesterificacdo e
despolimerizacdo. Para a completa degradacdo da molécula de pectina ¢€
necessario a acdo de um complexo enzimatico composto de poligalacturonases
(PG; EC 3.2.1.15), pectinametilesterase (PE; EC 3.1.1.11) e pectina liase (PL;
EC 4.2.2.10) (PEDROLI et al., 2009; ROMBOUTS; PILNIK, 1980; SAKAI et
al., 1993).

As pectinases sdo amplamente utilizadas em diversos setores industriais,
principalmente no processamento de frutas e vegetais, porque reduzem a
viscosidade de sucos e facilitam o processo de extracdo, maceragdo, liquefagdo,
estabilizagdo e clarificagdo (MARTOS et al., 2009). As pectinases também sao
empregadas no tratamento de aguas residuais pécticas, extracdo de petroleo,
fabricagdo de papel, processamento de bebidas alcodlicas, entre outras

(KASHYAP et al., 2001; PHUTELA et al., 2005).

Em funcdo dessa vasta gama de aplicagdes, os estudos que envolvem a
produgdo de novas pectinases fungicas estdo sendo incentivados. Atualmente o
alto custo na produgdo enzimatica ¢ talvez o maior obstaculo na comercializagao
de novas enzimas. Entretanto, a otimiza¢ao das condi¢des de cultivo, aliada a
escolha de linhagens de microorganismos apropriadas, podem levar a uma

melhor producdo enzimatica, além de reduzir os custos de produgao.

A escolha do substrato para a produgdo de pectinase microbiana é um
processo complexo e depende de varios fatores. Estudos mostram que a sintese
de enzimas pectinoliticas por microrganismos ¢ altamente influenciada pelos
componentes do meio de cultivo e que enzimas extracelulares sdo sintetizadas

em maiores quantidades quando os substratos indutores estdo presentes nos
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meios de cultivo (COSTA et al., 2007; PALANIYAPPAN et al., 2009). Nesse
contexto, ao estudar um microrganismo produtor de enzimas, ¢ importante
conhecer as condi¢des operacionais ideais para obter produtividade enzimatica
elevada (FAVELA-TORRES; VOLKE-SEPULVEDA; VINIEGRA-
GONZALEZ, 2006).

A maioria dos estudos que abordam as varidveis que interferem nas
condig¢des de cultivo avalia um fator de cada vez, mantendo os demais em nivel
constante. Esta abordagem ndo retrata os possiveis efeitos das interagdes entre as
variaveis sobre a sintese enzimatica (MARTOS et al.,, 2009; TARAGANO;
PILOSOF, 1999). Pesquisas recentes mostram algumas estratégias que podem
ser consideradas para superar este problema. Entre elas estdo os planejamentos
experimentais, que tem sido usados com sucesso para otimizar as condigdes de
cultivo e maximizar a resposta enzimatica (GUMANDI; KUMAR, 2006;
MARTINEZ-TRUJILLO et al, 2011; MARTOS et al, 2009;
PALANIYAPPAN et al, 2009; TARAGANO; PILOSOF, 1999;
YUGHANDAR et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi otimizar e avaliar a produg@o de pectinases
por Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries em fermentagdo submersa,
utilizando planejamento experimental com superficie de resposta como
ferramenta para determinar os efeitos do tempo de incubagdo, pH inicial e
concentracdo de pectina sobre a produgdo de pectinametilesterase (PME),
pectina liase (PL), exo-poligalacturonase (exo-PG) e endopoligalacturonase

(endo-PG).



57

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacéo do experimento

O experimento foi conduzido no setor de Microbiologia da Empresa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG/UFLA) e Laboratorio de Enzimas do
Setor de Microbiologia do Departamento de Biologia da Universidade Federal

de Lavras (DBI/UFLA).

2.2 Microrganismo utilizado e condic6es de cultivo

O microrganismo avaliado quanto a produgdo de pectinases foi
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries, isolado de graos de café,
pertencente a colecdo de microrganismos da EPAMIG/UFLA, Lavras, Minas
Gerais, Brasil. As culturas puras foram mantidas em agar nutriente a 4°C. Para
inocular o microrganismo nos meios de cultura foi preparada suspensdo de
esporos, utilizando agua esterilizada como diluente, na concentragao de 1,03x10’
esporos/ml. Em seguida, 2 ml dessa suspensao de esporos foram inoculados em
50 ml do meio de cultura frio previamente esterilizado, reservado em frascos
Erlenmeyers de 125 ml. Os frascos foram incubados em incubadora orbital, onde
a fermentacao submersa foi conduzida a 28 °C sob agitagao constante (175 rpm).

O meio de cultura utilizado foi composto de (em g/100 mL) NaNO; (2,0),
KH,PO;, (0,5), K,HPO, (0,5), (NH4),SO4 (0,5), KCI (0,05), MgS0,.7H,0 (0,1),
FeS0,4(0,0005), ZnSO4(0,007), peptona (0,1), extrato de levedura (0,2), além de
solugdo de vitaminas (1,0 mL/100 mL). A solug@o de vitaminas foi composta de
acido nicotinico (100 mg), acido p-aminobenzoico (10 mg), biotina (0,2 mg),

piridoxina (50 mg), riboflavina (100 mg) e tiamina (50 mg). As vitaminas,



58

nessas propor¢oes, foram solubilizadas em 100 mL de agua destilada
previamente esterilizada e s6 foram adicionadas ao meio de cultivo apos a sua
esterilizacdo. O meio de cultivo foi suplementado com pectina em diferentes
niveis, conforme serd citado no planejamento experimental. Os Erlenmeyers
contendo o meio de fermentacdo foram autoclavados a 120 °C, a 1 atm, por 15

minutos para posterior inoculagéo da solugdo de esporos.

2.3 Delineamento experimental

Foi usado o Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) como
ferramenta para otimizar as condigdes de cultivo. Os resultados foram analisados
através de superficie de resposta. Foram estudadas trés varidveis em cinco
niveis. As varidveis independentes avaliadas foram: tempo de fermentacao (X1),
pH inicial (X2) e concentragdo inicial de pectina (X3). Como variavel resposta
ou dependente foram determinadas as atividades de pectinametilesterase (PME),
pectina liase (PL), exo-poligalacturonase (exo-PG) e endopoligalacturonase
(endo-PG).

Os Erlenmeyers foram incubados sob diferentes condigdes, em diferentes
tempos de fermentagdo, conforme os ensaios do planejamento experimental. A
Tabela 1 mostra as variaveis reais e codificadas, bem como os seus respectivos

niveis.
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Tabela 1 Variaveis experimentais com valores reais e codificados.

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Tempo (h) X1 24 43,46 72 100,54  120,0
pH X2 3,5 4,108 5,0 5,892 6,5
Pectina (g/L) X3 5,0 8,04 12,5 16,956 20,0

O planejamento experimental consistiu de 20 ensaios (Tabela 2), sendo
seis repeti¢cdes no ponto central e cada ensaio conduzido em triplicata. A analise
estatistica dos resultados foi realizada através do programa computacional
Statistica versdo 5.0 (STATISTICA, 1995).

Para complementar o estudo sobre as relagdes existentes entre as
condigdes de cultivo do Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries e a
sintese de PL, PME, Exo-PG e Endo-PG, também foi realizada analise
exploratoria por PCA dos dados obtidos a partir do planejamento fatorial. A
matriz de dados foi construida usando as variaveis concentra¢do de pectina,
tempo de cultivo, pH e as atividades de PL, PME, Exo-PG e Endo-PG. Os dados
passaram por pré-processamento usando autoescalamento. Os calculos foram

executados usando o programa Matlab versao 7.5.

2.4 Obtencdo do extrato enzimatico bruto e determinacdo das atividades
enzimaticas

Os Erlenmeyers, contendo os meios de cultivo, foram recolhidos com o
término do tempo de fermentagdo, conforme descrito nos ensaios do

planejamento experimental.
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Para a obten¢do do extrato enzimatico bruto, o meio foi filtrado em
papel filtro (Whatman n°1). O filtrado obtido foi centrifugado a 7840 xg durante
10 minutos a 5°C, e os sobrenadantes foram usados como fonte de enzimas. Esse
sobrenadante, chamado de extrato enzimatico bruto, foi estocado a 4°C, e no dia
seguinte foi determinado o teor de proteinas totais e atividade enzimatica
especifica de Pectinametilesterase (PME), Pectina Liase (PL), Exo-
poligalacturonase (Exo-PG) e Endo-poligalacturonase (Endo-PG), conforme
descrito a seguir. As determinagdes foram feitas em triplicata, e os resultados

apresentados foram as médias obtidas.

2.4.1 Pectinametilesterase (PME)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma solucdo de pectina citrica a 1% (m/v) foi preparada
em NaCl 0,1M, ajustando-se o pH da solug¢do para 7,5 com NaOH 0,5M. Uma
aliquota de 3 mL da solucao 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 estimada proporcionalmente ao volume de NaOH gasto na titulagdo e
expressa em microequivalentes de 4cido péctico liberado por mL”' h”'. Uma
unidade de pectinametilesterase (U) foi definida como a quantidade de enzima

que liberou um microequivalente de acido péctico por hora de reagdo.

2.4.2 Pectina liase (PL)

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com a metodologia

descrita por Kashyap et al. (2000). Uma aliquota de 1 ml da solu¢do enzimatica
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foi adicionada a SmL da solucdo de pectina (1% m/v). O volume foi ajustado
para 10 mL com agua destilada. As amostras foram incubadas a 40°C por 2h e
em seguida foi adicionado 0,6mL de sulfato de zinco 9% e 0,6 mL de hidroxido
de sodio 0,5 M. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm/10 min) e 5 mL do
sobrenadante foi adicionado a uma mistura de acido tiobarbitarico (3 mL, 0,04
M), HCI (2,5 mL, 0,1 M) e agua destilada (0,5 mL). A mistura foi aquecida em
banho-maria em ebulicdo por 30 minutos, resfriada a temperatura ambiente ¢ a
absorbancia da solugdo foi lida a 550 nm. Uma unidade de atividade (U) foi
dada como a quantidade de enzima que provocou uma alteragdo na absorbancia

de 0,01 na condi¢do do ensaio.

2.4.3 Exo-poligalacturonase (Exo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma curva de calibragdo para o acido poligalacturénico
foi construida utilizando o método de Miller (1959). Em um tubo de ensaio foi
adicionado 1,5 mL da soluc¢do de enzimas ¢ 1,0 mL de solugdo de sal sodico de
acido poligalacturénico a 0,1% em tampao citrato 0,1M pH 5,0. A mistura foi
incubada em banho-maria a 40°C por 1 hora e apds esse periodo a reagdo foi
paralisada adicionando-se 1,5 mL de solucdo de acido 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 acido galacturdnico liberados por mL por minuto nas condigdes

do ensaio.
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2.4.4 Endo-poligalacturonase (Endo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Barnby, Morpeth e Pyle (1990). A mistura da reagdo conteve 5,5 mL de solucdo
de pectina 0,2% em tampao acetato de sddio 0,025M pH 5,0 contendo 1mM de
EDTA e 250uL do extrato enzimatico. Apos a homogeneizacdo das misturas em
agitador de tubo, essas foram incubadas em banho-maria a 50°C por 10 minutos
e em seguida a reagdo 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 ¢ da adgua deionizada,
calculando-se a atividade através da formula representada abaixo.

% reducdo da vis cosidade= Loranco ~ Lamosa 1)

Branco ~ "Agua

% reducao vis cosidade
X

UV /mL = 0
10

4

A unidade de PG foi expressa em unidades relativas viscométricas
(URV) por (mg proteina)’ por mL". URV ¢ definida como 10° x o tempo em

minutos para o decréscimo de 50% da viscosidade relativa da solucao.

2.4.5 Proteinas totais e Atividade enzimaética especifica

Previamente as analises das enzimas citadas anteriormente, foram

separadas aliquotas de cada ensaio para determinar o valor de proteinas totais.
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As concentragdes de proteinas foram medidas espectrofotometricamente em 595
nm através do método de Bradford, usando albumina bovina (BSA, Merck,
Alemanha) como padrao e reagente de Bradford (Comassie Blue G-250).

As proteinas presentes no extrato enzimatico foram quantificadas para
determinar a atividade enzimatica especifica, a qual representa o indice gerado
pela relagdo entre a atividade enzimatica (U/mL) e o valor de proteinas totais
(mg/mL) da mesma amostra, ou seja, a atividade enzimatica (U) por mg de
proteinas (U/mg).

U enzimatico (U /mL)
proteinas totais (mg /mL)

U especifico =
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para investigar o efeito das condigdes de cultivo (pH, tempo e concentragido
de pectina) sobre a produgdo de pectinases, foi utilizado o delineamento
composto central rotacional (DCCR). A Tabela 2 apresenta a matriz do
delineamento e as respostas obtidas (atividades de PL, PME, Exo-PG e Endo-
PG) nas condi¢des de ensaio. Foram observadas diferencas no nivel de produgdo

enzimatica com as altera¢des nas condigdes de cultivo.

Tabela 2 Matriz do delineamento e respostas da atividade enzimatica

Ensaios Tempo oH Pectina PL PME Exo-PG Endo-PG
(h) (/L) (Uimg) (U/mg) (U/mg) (U/mg)
1 4346 4.11 8.04 1394.17 122.80 0.55 19.93
2 100.54 4.11  8.04 4592  64.88 0.10 6.90
3 4346 589  8.04 107.33  120.65 0.22 9.29
4 100.54 589 8.04 53.60 121.19 0.09 6.44
5 4346 4.11 1696 1671.22 14.11 0.64 23.13
6 100.54 4.11 1696  109.27  0.00 0.48 17.58
7 4346 589 1696 221443  0.00 0.42 9.66
8 100.54 589 1696 861.18 131.02 0.52 8.83
9 24.00 5.00 12.50 2209.01 0.00 0.35 12.12
10 120.00 5.00 12.50 517.13  49.80 0.04 2.92
11 72.00 3.50 12.50 417134  0.00 0.59 21.30
12 72.00 6.50 12.50 347527 86.05 0.20 5.25
13 72.00 5.00 5.00 219.65 109.54 0.07 5.46
14 72.00 5.00 20.00 277.53 42.11 0.64 20.96
15 72.00 5.00 12.50  530.14 23.30 0.33 12.69
16 72.00 5.00 12.50 467.13 2195 0.34 12.88
17 72.00 5.00 12.50 529.84 21.82 0.31 12.77
18 72.00 5.00 12.50 465.08 23.30 0.29 12.29
19 72.00 5.00 12.50 472.06 27.34 0.34 12.40
20 72.00 5.00 12.50  472.57  21.94 0.32 12.19




65

Através dos resultados experimentais obtidos foi possivel determinar os
coeficientes de regressdo e ajustar um modelo quadratico que relaciona a
atividade enzimatica com os parametros estudados. Para todos os casos, um
modelo quadratico foi o que melhor descreveu a relagdo entre as condigdes de
cultivo e as atividades enzimaticas. A Tabela 3 mostra os modelos obtidos e os
coeficientes de determinagdo (R?) para as enzimas PL, PME, Exo-PG e Endo-
PG. A porcentagem de varidncia explicada (R?) pelos modelos foi satisfatoria
para todas as respostas do estudo, indicando boa concordancia entre os valores
de atividades enzimaticas experimentais e preditos pelos modelos. A partir
destes modelos quadraticos foram construidas as curvas de contorno para a
visualizagdo das condi¢des mais adequadas de pH, tempo e pectina, que

resultaram em maxima produg¢ao das enzimas PL, PME, Exo-PG e Endo-PG.

Tabela 3 Modelos preditos para atividade enzimatica

Enzima Modelo predito R’

PL PL =524.4-524.4T +79.9 T?> -84.6 pH +949.9 pH*> +245.6 0,825
Pec -313.8 Pec* +187.9 T.pH -189.1 T.Pec +321.7 pH.Pec

PME PME=22.6+10.5T+5.3 T2+23.1 pH +11.7 pH?-29.1 Pec 0,916
+23.3 Pec? +25.4 T.pH +21.8 T.Pec +7.8 pH.Pec

Ex0o-PG  Exo-PG =3.62-0.02 T -3.9x10™*T2 -0.86 pH +0.05 pH2 - 0,960
0.06 Pec +2.00 x10~*Pec? +3.00x10> T.pH +5.11x10™Pec
+5.00x10 pH.Pec

Endo-  Endo-PG =61.2-0.3 T -0.002 T?-13.0pH -0.7 pH2 +1.1Pec 0,948
PG +0.03Pec? +0.07T.pH+0.01T.Pec-0.4pH.Pec
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O diagrama de Pareto (Figura 1a) foi usado para avaliar a significancia e
o tipo dos efeitos (sinérgico ou antagdnico) sobre a atividade enzimatica. De
acordo com os dados da Figura 1a, todas as variaveis, e também suas interacdes,
foram significativas (p > 0,05) na produgdo da enzima pectina liase (PL). A
variavel que mais influenciou na produgdo enzimatica foi o tempo de cultivo. O
efeito principal desta variavel foi negativo, portanto, a0 aumentar o tempo de
cultivo tem-se uma reducdo na atividade enzimatica. A varidvel tempo
apresentou efeito de interacdo antagénico a pectina e sinérgico ao pH. Assim,
maior atividade de PL (proximo a 7000 U/mg) pode ser obtida em condi¢des de
cultivo com menor intervalo de tempo (entre 20 a 40 hrs), menor pH (3,5) e
maior concentragdo de pectina (16 a 20g/L). Em relagao ao efeito isolado das
outras variaveis, a pectina apresentou efeito positivo e o pH efeito negativo.
Como o efeito principal da pectina foi maior que o efeito principal do pH ¢ a
interacdo entre essas variaveis foi positiva (sinérgica) e altamente significativa
(p > 0,05), pode-se prever que em niveis superiores de pH (acima de 6.5) e
pectina (acima de 12.5 g/L) também sera observado um pico de produgdo
enzimatica (proximo a 5000 U/mg). Uma melhor interpretacdo das condigdes
otimas de cultivo considerando a interagdo entre as 3 variaveis €é apresentada
através das curvas de contorno (Figuras 1b, 1c e 1d).

De acordo com as curvas de contorno, verificou-se que a enzima PL
proveniente de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries, pode ser
sintetizada em duas condi¢des oOtimas de pH, o qual é dependente da
concentracdo de pectina do meio, pois essas variaveis apresentam efeito de
interagdo altamente significativo e sinérgico. Sendo assim, as condigdes de
cultivo que resultaram em niveis maximos de PL (préximo a 7000 U/mg) foram:
pH inferior a 3,5, concentracdes de pectina entre 4 a 16g/L e tempo de cultivo

inferior a 40 horas. Também foi possivel obter um pico de PL (proximo a 5000
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U/mg) em pH superior a 6,5, porém com uma concentragdo de pectina maior que
14g/L.

As curvas de contorno indicaram uma redu¢do na atividade enzimatica
com um prolongamento no tempo de cultivo. Esse declinio na atividade
enzimatica, apos 40 horas de cultivo, pode ter sido causado por algum
metabolito inibidor (PALANIYAPPAN et al., 2009) e ndo pelo esgotamento de
nutrientes, pois mesmo suplementando o meio com pectina, o nivel de atividade

enzimatica foi reduzindo com o decorrer do tempo de cultivo.
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Figura 1 Diagrama de Pareto com efeito do tempo (X1), pH (X2), pectina (X3)
e suas interacdes sobre a produgdo de Pectina Liase (PL), e curvas de
contorno para o teor de PL em fun¢ao das interagdes entre as variaveis
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Estudo prévios relatam que o pH do meio de cultivo influencia na
sintese de pectinases microbiana e uma maior producdo da enzima pectina liase
(PL) ¢ obtida em valores de pH, entre 5,5-6,2 (MARTINEZ-TRUJILLO et al.,
2011; TARAGANO; PILOSOFF, 1999). Segundo Banu et al. (2010), o
mecanismo pelo qual o pH atua sobre a produgdo enzimatica ¢ bastante
complexo e ainda ndo ¢ totalmente elucidado. Os resultados do presente estudo
mostraram que o pH Otimo para a sintese de PL foi influenciado pela
concentracdo de pectina no meio de fermentagdo, desta forma, foi possivel
reverter o efeito negativo do pH suplementando o meio com maiores
concentracdes de pectina (acima de 14g/L) e obter duas condigdes otimas de
atividade de PL em funcdo do pH, ao invés de uma faixa tinica.

Em relagdo a enzima pectinametilesterase (PME), o diagrama de Pareto
(Figura 2a) mostra que todas as varidveis, ¢ também suas interagdes, foram
significativas (p>0,05). Dentre essas, as varidveis que mais influenciaram na
sintese de PME foram a pectina ¢ o pH. A pectina apresentou efeito principal
negativo. O pH e o tempo de cultivo tiveram um efeito principal positivo e um
efeito de interacdo sinérgico. Portanto, a producdo de PME foi maximizada em
condi¢des de cultivo com niveis superiores de pH (acima de 6,5) e tempo (120 a
140 horas). Essa atividade enzimatica ¢ ainda maior quando o meio de cultivo
esta suplementado com maiores concentra¢des de pectina (20 a 22g/L), pois as
variaveis tempo de cultivo e pectina apresentaram efeito de interag@o sinérgico.
A condigdo ideal de cultivo que resulta em melhores niveis de atividade
enzimatica ¢ melhor visualizada através das curvas de contorno (Figura 2b, 2c e

2d).
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Figura 2 Diagrama de Pareto com efeito
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de PME em fungdo das interagdes entre

De acordo com as curvas de contorno (Figura 2b, 2¢ e 2d), observou-se

que nos intervalos estudados, a condi¢cdo de cultivo que proporcionou uma

maxima atividade de PME (acima de 300 U/mg) foi pH acima de 6,5, tempo

entre 120 a 140 horas e pectina entre 20 a 22g/L. Niveis inferiores de PME

(entre 180 a 220 U/mg) também podem

ser alcangados em meio de cultivo com

teor reduzido de pectina (4-6g/L), tempo menor que 40 horas e pH inferior a 3,5

ou superior a 6,5.
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Tempo de cultivo e pH sdo amplamente reconhecidos como fatores
criticos em processos de fermentagdo. Eles podem afetar fenomenos fisiologicos
individuais, tais como o crescimento dos fungos, esporulagdo, produgdo e
estabilidade de enzimas (TARAGANO; PILOSOF, 1999). Os resultados deste
estudo corroboram essas informagdes, pois em intervalos de tempo superiores,
entre 120 a 140 horas, para manter a producao e estabilidade da enzima PME foi
necessario uma quantidade de pectina proxima a 20g/L.

Estudos prévios confirmam estes resultados. Viswanathan e
Jagadeeshbabu (2008) estudaram o efeito indutor da pectina em seis espécies de
Aspergillus e concluiram que a atividade enzimatica aumenta de forma
siginificativa com a adi¢do de pectina ao meio de cultivo (20g/L). Martos et al.
(2009) observaram em sua pesquisa que a condi¢do Otima para a producao da
enzima pectinametilesterase por Aspergillus niger é em meio de cultivo
suplementado com pectina, na concentragdo de aproximadamente 20g/L. Baixas
concentracdes de pectina em meio apds 96 horas de cultivo podem resultar em
menor rendimento na producao de pectinases, ja que sdo enzimas induzidas pelo
substrato pectina (MALVESSI; SILVEIRA, 2004; NAIDU; PANDA, 1998).

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 3), pode-se constatar que
todas as variaveis e também suas interagdes apresentaram efeitos significativos
(p> 0,05) sobre a produgdo de Exo-poligalacturonase (Exo-PG). A pectina foi a
variavel que mais influenciou na producdo de Exo-PG. O efeito isolado dessa
variavel foi positivo, por isso, quanto maior o nivel de pectina no meio de
cultivo maior a atividade enzimatica. As varidveis tempo e pH apresentaram
efeito isolado negativo e efeito de interagdo sinérgico. Portanto, a enzima Exo-
PG ¢ sintetizada, em maior quantidade (1 U/mg), no meio de cultivo com as
variaveis tempo e pH em seus niveis inferiores, correspondentes a pH inferior a

3,5 e tempo de cultivo menor que 40 horas. Considerando que o efeito de
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interacdo entre essas duas varidveis e a pectina foi sinérgico, e que a pectina foi
a variavel que mais influenciou na resposta enzimatica, pode-se prever que a
enzima Exo-PG também podera ser sintetizada em niveis superiores de pH (6,0)
e tempo (acima de 40 horas), desde que a pectina esteja presente em niveis
superiores (20g/L). Uma melhor interpretagdo das condigdes otimas de cultivo
considerando a interagdo entre as 3 variaveis € apresentada através das curvas de

contorno (Figura 3b, 3c e 3d).
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Figura 3 Diagrama de Pareto com efeito do tempo (X1), pH (X2), pectina (X3) e
suas interacdes sobre a producao de Exo-poligalacturonase (Exo-PG) e
curvas de contorno para o teor de Exo-PG em fun¢do das interagdes
entre as variaveis



72

As curvas de contorno (Figura 3) indicam que a produgdo da enzima
Ex0-PG foi maxima (acima de 1 U/mg) em pH inferior a 3,5, tempo de cultivo
menor que 40 horas e pectina superior a 18g/L. Apesar das varidveis pH e tempo
apresentarem um efeito isolado negativo, o efeito de interagdo de cada uma
destas variaveis com a pectina foi positivo (sinérgico). Nestas condicdes,
também foi possivel observar niveis inferiores de atividade de Exo- PG
(proximo a 0,8 U/mg) em pH superior a 6,0 e tempo maior que 40 horas, desde
que a concentragdo de pectina fosse superior a 20g/L.

Os resultados obtidos corroboram a hipdtese de que o declinio na
atividade enzimatica com o decorrer do tempo de cultivo pode ser ocasionado
pelo esgotamento de nutrientes, pois foi possivel reverté-lo suplementando o
meio de cultivo com pectina.

Essas informagdes sdo extremamente relevantes para o setor de
enzimologia, pois as pesquisas revelam que os microrganismos produtores de
pectinases possuem condigdes oOtimas especificas para o seu cultivo e que
oscilagcdes nestes valores Otimos, resultam em um declinio na produgao
enzimatica (BANU et al., 2010).

Quanto ao pH, os estudos apontam que a enzima Exo-PG apresenta
maior atividade em meio de cultivo com pH inicial acido para A. flavipes FP-500
(MARTINEZ-TRUJILLO et al., 2009), A. oryzae (MALVESSI; SILVEIRA,
2004), A. niger (SHUBAKOV; ANATOLY; ELKINA, 2002), A. flavipes FP-
500 e A. terreus FP-370 (MARTINEZ-TRUIJILLO et al., 2011) e A. niger CH4
(ACUNA-ARGUELLES et al., 1995). Quanto ao tempo de cultivo, as
poligalacturonases sdo produzidas principalmente durante a fase de crescimento
microbiano (fase log) e, em condi¢cdes submersas, apdés um determinado
intervalo de tempo especifico observa-se uma redugdo expressiva na atividade

enzimatica (MARTOS et al, 2009; PALANIYAPPAN et al., 2009;
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VISWANATHAN; JAGADEESHBABU, 2008). Nessas condi¢des, a estirpe de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries utilizada nesse trabalho
apresentou um comportamento diferente, pois foi capaz de se adaptar em
diferentes faixas de pH e tempo de cultivo, mantendo os niveis de produgdo de
Ex0-PG, desde que fosse ajustada a concentragdo de pectina do meio de
fermentagao.

Em relagdo a enzima Endo-poligalacturonase (Endo-PG) o diagrama de
Pareto (Figura 4a) mostra que todas as varidveis e também suas interagdes foram
significativas (p>0,05). O pH foi a variavel que mais influenciou na produgéo de
Endo-PG. O efeito isolado do pH e tempo foi negativo ¢ a interagdo entre estas
variaveis foi sinérgica. Em contrapartida, a pectina teve um efeito principal
positivo e uma interagdo antagdénica ao pH e sinérgica ao tempo. Contudo, altos
valores de atividade de Endo-PG (préximo a 40 U/mg) sdo alcangados em meio
de cultivo com as variaveis tempo (até 60 horas) e pH (menor que 3,5) em niveis
inferiores, combinados com niveis superiores de pectina (acima de 18g/L).

Através das curvas de contorno (Figura 4b, 4c e 4d) pode-se observar
que, nos intervalos estudados, a condi¢dao de cultivo que resultou em méxima
producdo de Endo-PG (proximo a 40 U/mg) foi pH inferior a 3,5, tempo de
cultivo entre 20 a 60 horas e pectina entre 18g/L a 22g/L. Esses resultados
validam a hipotese de que em meio de fermentagdo submerso, apds um intervalo
de tempo especifico, ocorre uma redugdo expressiva na atividade enzimatica, a
qual pode ser ocasionada pelo esgotamento de nutrientes no meio de cultivo e
pode ser revertida através do efeito indutor da pectina (MARTOS et al., 2009;
PALANIYAPPAN et al., 2009; VISWANATHAN; JAGADEESHBABU,
2008).
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Figura 4 Diagrama de Pareto com efeito do tempo (X1), pH (X2), pectina (X3) e
suas interagdes sobre a produgdo de Endo-poligalacturonase (Endo-
PG) e curvas de contorno para o teor de Endo-PG em fungdo das
interagdes entre as variaveis

A influéncia negativa do pH inicial do meio de cultivo sobre a produgao
de Endo-PG e Exo-PG foi consistente com os resultados disponiveis na
literatura, onde a maior atividades destas enzimas foram obtidas em meio de
cultivo com pH inicial acido. Acufia-Argiielles et al. (1995) estudaram a
estabilidade da enzima poligalacturonase de Aspergillus niger CH4, em
fermentagdo submersa com oscilagdo no pH, e observaram que as enzimas foram

rapidamente desnaturadas em valores de pH acima de 5,0. Resultado semelhante
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foi observado por Martos et al. (2009), em sua pesquisa com fermentacao
submersa de A. niger, onde a maxima produgdo de poligalacturonase ocorreu em
pH proximo a 4,7, com um declinio na atividade enzimatica em pH superior a
este.

De acordo com os autores citados acima, a producdo de
poligalacturonase ¢ cataliticamente ativa em pH acido. Porém cada
microrganismo apresenta uma condigdo 6tima especifica de pH que resulta em
maiores niveis de atividade enzimatica. Isso pode ser atribuido pela diferenga
nos procedimentos de cultivo, pois o tipo de substrato tem um efeito
significativo sobre esses valores, além da alta variabilidade interlaboratorial e
aos diferentes mecanismos de acdo das pectinases de cada microorganismo
(CELESTINO et al., 2006).

Uma discussdo mais ampla sobre o efeito de todas as variaveis na sintese
de pectinases foi feita através de um estudo por PCA. Esse método foi usado
com o objetivo de se ter uma visao global da influéncia das condigdes de cultivo
sobre a sintese de todas as enzimas. Somente o grafico de pesos foi avaliado
(Figura 5), uma vez que o objetivo dessa analise foi estudar apenas as relagdes
entre as variaveis de condic¢des de cultivo e producao enzimatica.

A primeira componente principal (PC1), que explica maior quantidade
de variancia (46.10%), indica que altos niveis das enzimas Endo-PG, Exo-PG e
PL sdo obtidos em condigdes de cultivo semelhantes, caracterizadas por maiores
concentragdes de pectina e menores intervalos de tempo e de pH. A condigdo de
cultivo ideal para a sintese de PME ¢ contraria a esta, a qual é alcancada em

valores superiores de pH e tempo e baixa concentra¢ao de pectina.
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Figura 5 Pesos da PCA para as variaveis tempo de cultivo, pH, pectina e
atividade das enzimas PL, PME, Exo-PG e Endo-PG

Essas informagGes sdo confirmadas através da analise das curvas de
contorno apresentadas anteriormente, pois existe um valor de pH (3,5), tempo
(inferior a 40 horas) e pectina (superior a 16g/L) em que as enzimas PL, Exo e
Endo-PG tiveram seus picos de atividade e, em contrapartida, a atividade da
enzima PME foi minima. Esses resultados merecem destaque, pois para a
industria de alimentos é desejavel microrganismos capazes de sintetizar altos
niveis de PL, Exo-PG ¢ Endo-PG e baixos niveis de PME (TARAGANO;
PILOSOF, 1999). De acordo com Martos et al. (2009), um extrato enzimatico

com alta atividade de PL e/ou PG ¢ interessante por acelerar a despolimerizacao
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da molécula de pectina. Por outro lado, uma baixa atividade de PME ¢ vantajosa
para o processamento de sucos, pois o metanol liberado pela agdo da PME pode
prejudicar o teor de ésteres volateis responsaveis pelo cheiro especifico de
frutas. O metanol também possui efeito toxico ao organismo humano,
principalmente sobre o sistema nervoso, incluindo nervos Opticos e retina
(PEREIRA; ANDRADE, 1998). Além disso, segundo Lang e Dornenburg
(2000), para o processamento de alguns alimentos instantaneos para bebés, ¢é
conveniente usar preparacdes comerciais com altos niveis de PG e teores
reduzidos de PME, pois a enzima possibilita a maceragdo do produto sem alterar

a cor, 0 aroma € as vitaminas.
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4 CONCLUSAO

O planejamento experimental por DCCR se confirmou como uma
excelente ferramenta para otimizar as condigdes de cultivo do fungo
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries, obtendo-se aumento
significativo na atividade das enzimas PL, PME, Exo-PG e Endo-PG nas
condi¢des Otimas de pH, tempo e pectina.

Foram verificados altos niveis de atividade de PL em duas faixas de pH.
Niveis maximos de PL (proximo a 7000 U/mg) foram alcangados em pH inferior
a 3,5, concentragdes de pectina entre 4 a 16g/L. ¢ tempo de cultivo inferior a 40
horas. Nestas condi¢bes 6timas de cultivo a sintese de PL aumentou em torno de
68%. Também foi possivel obter um pico de PL (préoximo a 5000 U/mg) em pH
superior a 6,5, porém com uma concentragao de pectina maior que 14g/L.

A condigdo de cultivo que resultou em maior atividade de PME (acima
de 300 U/mg) foi pH maior que 6,5, pectina proximo a 20g/L e tempo entre 120
a 140 horas. Nestas condi¢des a atividade de PME aumentou 56%. Niveis
inferiores de PME (entre 180 a 220 U/mg) também podem ser alcangados em
meio de cultivo com teor reduzido de pectina (4-6g/L), tempo menor que 40
horas e pH inferior a 3,5 ou superior a 6,5.

A produgdo da enzima Exo-PG foi maxima (acima de 1 U/mg) em pH
inferior a 3,5, tempo de cultivo menor que 40 horas e pectina superior a 18g/L.
Apoés a otimizagdo das condi¢des de cultivo a atividade de Exo-PG aumentou
36%.

A atividade de Endo-PG foi maior (40 U/mg) em pH inferior a 3,5,
tempo de cultivo entre 20 a 60 horas e concentracdo de pectina superior a 18g/L.

Nestas condi¢des a atividade de Endo-PG aumentou em 73%.
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Esses resultados sugerem que o fungo Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries apresenta potencial para ser utilizado pela industria alimenticia,
pois existe um valor de pH (3,5), tempo (inferior a 40 horas) e pectina (superior
a 16g/L), onde a produgdo das enzimas PL, Exo e Endo-PG ¢ alta e a produgao

de PME ¢ minima.
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CAPITULO 3: Extracdo e purificacdo parcial de pectinases obtidas de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries

RESUMO

O estudo objetivou purificar parcialmente as enzimas pectina liase (PL),
pectinametilesterase (PME), exo-poligalacturonase (exo-PG) e endo-
poligalacturonase (endo-PG), obtidas de Cladosporium cladosporioides (Fres.)
de Vries em condigdes submersas, utilizando método simples e de baixo custo,
através da precipitacdo com sulfato de amoénio e posterior didlise. O sulfato de
amonio foi utilizado como agente precipitante na concentragdo de 50, 60, 70 e
80%. As enzimas PL, PME, exo-PG e endo-PG foram extraidas em maior
quantidade com 60% de sulfato de amonio, obtendo indices de purificacdo
equivalentes a 8,1; 7,6; 7,8 e 8,4, respectivamente. A porcentagem de
recuperacdo destas enzimas no decorrer das etapas de purificagdo foi superior a
90%, o que denota um alto rendimento. A metodologia de purificagdo se
mostrou util e valida, por seu baixo custo, facilidade de aplicagdo e eficiéncia do
processo.

Palavras-chave: Pectina liase. Pectinametilesterase. Exo-poligalacturonase.
Endo-poligalacturonase. Purificacao.
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ABSTRACT

The study aimed to partially purify the enzymes pectin lyase (PL),
pectinmethylesterase (PME), exo-polygalacturonase (exo-PG) and endo-
polygalacturonase (endo-PG), obtained from Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries under submersed conditions, utilizing simple and low cost
method through the precipitation with ammonium sulfate and posterior dialysis.
Ammonium sulfate was utilized as a precipitant agent at the concentration of 50,
60, 70 and 80%. The enzymes PL, PME, exo-PG and endo-PG were extracted in
greater amount with 60% ammonium sulfate, obtaining purification indices
equivalent to 8.1; 7.6; 7.8 and 8.4, respectively. The percentage of recovery of
these enzymes over the purification steps was higher than 90%, which denotes a
high output. The purification methodology proved useful and valid for its low
cost, ease of application and process efficiency.

Keywords: Pectinmetilesterase. Pectin lyase. Exo-polygalacturonase. Endo-
polygalacturonase. Purification.
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1 INTRODUCAO

As enzimas microbianas t€m aplicagdes tecnoldgicas em diferentes
processos industriais. Entre as varias enzimas comercializadas, muitas sao
produtos de fermentacdo de fungos filamentosos (PICCOLI-VALLE et al.,
2001). As pectinases possuem varias aplicagdes biotecnoldgicas e estdo sendo
utilizadas com frequéncia pela indistria de alimentos, com destaque para o
processamento de sucos ¢ produgdo de vinhos (JACOB; PREMA, 2006), com a
finalidade de reduzir a viscosidade e favorecer a clarificacdo. A maioria dessas
pectinases usadas nas industrias nacionais ¢ adquirida do mercado exterior. Na
tentativa de aumentar a producdo comercial dessas enzimas no Brasil, muitos
microrganismos tém sido estudados quanto ao seu potencial em sintetizar
pectinases, como Aspergillus sp. (ARGUELLES, 1995), Penicillium spp.
(SILVA et al., 2002), Fusarium spp. (NITURE; PANT, 2004), Rhizopus oryzae
(SAITO et al., 2004), Thermoascus aurantiacus (MARTINS et al., 2002),
Trichoderma reesei (OLSSON et al., 2003), dentre outros.

Para a utilizacdo industrial dessas pectinases microbianas, ¢ essencial
obter um material enzimatico com maior grau de pureza, obtido através das
etapas de purificagdo enzimatica. Sdo inumeras as técnicas usadas para a
purificacdo de determinada enzima, no entanto, muitas delas sdo dispendiosas, o
que dificulta a obtencdo da enzima purificada em grande escala para
comercializagdo. Sendo assim, o uso de métodos de purificagdo enzimatica
simples que resultem em um produto enzimatico de baixo custo e com
caracteristicas desejaveis a industria, tem sido o foco de muitas pesquisas
(BANU et al., 2010; MALVESSI; SILVEIRA, 2004; PHUTELA et al., 2005).

A purificagdo e o avango do conhecimento sobre as propriedades

bioquimicas das pectinases sdo essenciais para pesquisas relacionadas ao seu
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modo de agdo e para uma aplicacao industrial mais eficiente (SILVA et al.,
2007). Uma analise da atividade enzimatica no extrato enzimatico bruto &
invidvel para determinar se o microrganismo ¢ um bom produtor de pectinases,
devido a possivel existéncia de um sistema multi enzimatico trabalhando em
sinergismo para a degradacdo do substrato. Além disso, a utilizagdo de enzimas
em industrias, tais como as de processamento de alimentos, requer uma solucao
enzimatica livre de interferentes, a fim de evitar mudangas indesejaveis nos
alimentos causadas por contaminantes presentes no extrato enzimatico bruto. A
preparacdo enzimatica purificada também elimina substancias que podem atuar
como inibidores enzimaticos e toxinas (PEDROLLI; CARMONA, 2010).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi purificar parcialmente
as pectinases do fungo Cladosporium cladosporioides (fres.) de Vries, em
fermentacdo submersa, utilizando métodos simples e de baixo custo, na tentativa
de isolar as enzimas pectina liase (PL), pectinametilesterase (PME), exo-
poligalacturonase (Exo-PG) e endopoligalacturonase (Endo-PG) para sua

posterior caracterizagdo quanto as condi¢des de estabilidade.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1lInstalacdo do experimento

O fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries foi cultivado e
inoculado ao meio de cultivo no Laboratorio de Microbiologia da EPAMIG. O
processo de purificagdo enzimatica parcial e as andlises para determinacdo da
atividade enzimatica foram realizados no Laboratorio de Enzimas do Setor de
Microbiologia, no Departamento de Biologia (DBI). Todos esses laboratérios

estdo situados na Universidade Federal de Lavras - UFLA.

2.2 Microrganismo utilizado e condic6es de cultivo

O microrganismo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries,
isolado de graos de café e mantido em agar nutriente a 4°C, conforme descrito
no item 2.2 do capitulo 2, foi inoculado ao meio de cultivo na concentragdo de
1,03x107 esporos/ml. A técnica de preparo do meio de cultivo e do indculo foi a
mesma descrita no capitulo 2 item 2.2. Foram usados 32 ml da suspensdo de
esporos ¢ 800 ml de meio de cultura frio previamente esterilizado. Este meio de
cultura foi dividido em 8 partes e transferido para frascos Erlenmeyer de 250 ml,
contendo 100 ml de meio em cada frasco. Os frascos foram armazenados em
incubadora orbital, onde a fermentagdo submersa foi conduzida a 28 °C sobre
agitacdo constante (175 rpm).

O meio de cultura utilizado foi composto de NaNO; (2,0g), KH,PO,
(0,5g), K,HPO, (0,5g), (NH,4),SO4 (0,5g), KC1 (0,05g), MgS0O,4.7H,0O (0,1g),
FeSO, (0,0005g), ZnSO, (0,007g), peptona (0,1g), extrato de levedura (0,2g) e
solucdo de vitaminas (1,0ml). A dissolug¢do dos sais foi feita em 100 ml de agua

destilada. A solugdo de vitaminas é composta de acido nicotinico (100 mg),
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acido p-aminobenzdico (10 mg), biotina (0,2 mg), piridoxina (50 mg),
riboflavina (100 mg) e tiamina (50 mg). As vitaminas, nestas proporgdes, foram
solubilizadas em agua destilada previamente esterilizada (100 ml).

As variaveis tempo de cultivo (horas), pH e concentragdo de pectina
(g/L) foram fixadas em niveis que resultaram em maxima sintese de Endo-PG,
Exo0-PG e PL, de acordo com os estudos do capitulo anterior. Esses niveis
correspondem a 40 horas de cultivo, pH 3,5 e concentragdo de pectina igual a

20g/L.

2.3 Obtencéo do extrato enzimatico bruto

Ao término do tempo de fermentacdo (90 horas) o meio foi filtrado em
papel filtro (Whatman n°1). O filtrado obtido foi centrifugado a 7.840 xg
durante 10 minutos a 5°C, obtendo-se o extrato enzimatico bruto. Parte desse
extrato enzimatico bruto (40 mL) foi reservado & 4°C para determinar o teor de
proteinas totais e atividade de pectinametilesterase (PME), pectila liase (PL),
exo-poligalacturonase (Exo-PG) e endo-poligalacturonase (Endo-PG). As
determinagdes foram feitas em triplicata.

O restante do extrato enzimatico bruto (760 ml) foi usado para a

precipitagdo enzimatica.

Figura 1 Extrato enzimatico bruto
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2.4 Precipitacdo enzimética

As enzimas presentes no extrato enzimatico bruto ou inicial foram
precipitadas com sulfato de amonio nas saturagdes de 50, 60, 70 e 80%. Os
ensaios foram conduzidos em triplicata. O sulfato de aménio foi adicionado
aos poucos e a solucao foi homogeneizada lentamente com um bastao de vidro.
Todo esse processo foi realizado em banho de gelo, mantendo a temperatura em
aproximadamente 4°C. Apods a adi¢do do sulfato de amonio, a solugdo foi
mantida em refrigerador a 4°C durante 24 horas, conforme descrito por Dias et
al. (2008). A Figura 2 ilustra o extrato enzimatico bruto com as enzimas em

precipitagao.

Figura 2 Extrato enzimatico bruto com adig¢do de 60% de sulfato de amonio apds
24 horas de refrigeragdo a 4°C
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Terminado o periodo de repouso em geladeira, a solugdo foi centrifugada
a 4°C, 14000 xg durante 20 minutos. Com a centrifugag¢do foi possivel obter
duas fases: sobrenadante e precipitado. A frag@o sobrenadante foi estocada a 4°C
para posterior quantificagdo de proteinas totais, pectinametilesterase (PME),
pectila liase (PL), exo-poligalacturonase (Exo-PG) e endo-
poligalacturonase (Endo-PG). O precipitado foi submetido ao processo de
dialise conforme descrito posteriormente.

As concentragdes de sulfato de amonio sdo geralmente expressas em % de
saturacdo. Para a determinacdo da quantidade em gramas de sulfato de amoénia a
ser adicionado na solugfo, utilizou-se a féormula de Peralta, Terenzi e Jorge
(1990). A equacdo determina a quantidade M em gramas, de sulfato de amonio
necessario para fazer 1 litro de solugao:

M= 533 (S1-S0)
100- 0,32 S1

S1= saturagdo final desejada SO= saturag@o inicial

2.5 Didlise da solucdo enzimatica

O precipitado resultante da etapa anterior foi ressuspendido em 100 ml de
solucdo tampao tris-HCI pH 7,5 e em seguida transferido para os sacos de dialise
(Inlab) com cutt-off de 12 Kda, considerando que as pectinases em estudo
possuem um peso molecular superior a este.

A dialise foi realizada em geladeira a 4°C, durante 48 horas, conforme
descrito por Dias et al. (2008). Os sacos de dialise foram imersos na solucao
tampdo tris-HCI pH 7,5 para promover a dessalinizagdo da amostra. O volume

de solucdo tampao usado foi 50 vezes o volume do precipitado



91

enzimatico ressuspendido. Essa solugdo tampao foi trocada periodicamente
(cada 6 horas). A Figura 3 ilustra o processo de dialise.

Apods 48 horas de dialise, a solugdo enzimatica foi homogeneizada em
béquer ¢ em seguida centrifugada a 4°C, 14000 xg durante 20 minutos , para
obten¢do da enzima parcialmente purificada e posterior determinagdo das

atividades enzimaticas.

2.6 Determinacdo da Atividade Enzimaética

As atividades enzimaticas foram determinadas em triplicata nas fragdes
extrato enzimaticas bruto, sobrenadante resultante da saturacdo com sulfato de

amonio e solucdo enzimatica parcialmente purificada.

2.6.1 Pectinametilesterase (PME)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma solugdo de pectina citrica a 1% (m/v) foi preparada
em NaCl 0,1M, ajustando-se o pH da solugdo para 7,5 com NaOH 0,5M. Uma
aliquota de 3 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 adigdo de NaOH 0,02M. A atividade de
PME foi estimada proporcionalmente ao volume de NaOH gasto na titulaggo e
expressa em microequivalentes de acido péctico liberado por mL™" h™. Uma
unidade de pectinametilesterase (U) foi definida como a quantidade de enzima

que liberou um microequivalente de acido péctico por hora de reagdo.
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2.6.2 Pectina liase (PL)

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Kashyap et al. (2000). Uma aliquota de 1 ml da solucdo enzimatica
foi adicionada a SmL da solugdo de pectina (1% m/v). O volume foi ajustado
para 10 mL com agua destilada. As amostras foram incubadas a 40°C por 2h e
em seguida foi adicionado 0,6mL de sulfato de zinco 9% e 0,6 mL de hidroxido
de sodio 0,5 M. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm/10 min) e 5 mL do
sobrenadante foi adicionado a uma mistura de acido tiobarbitarico (3 mL, 0,04
M), HCI (2,5 mL, 0,1 M) e agua destilada (0,5 mL). A mistura foi aquecida em
banho-maria em ebulicdo por 30 minutos, resfriada a temperatura ambiente ¢ a
absorbancia da solugdo foi lida a 550 nm. Uma unidade de atividade (U) foi
dada como a quantidade de enzima que provocou uma altera¢do na absorbancia

de 0,01 na condicdo do ensaio.

2.6.3 Exo-poligalacturonase (Exo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma curva de calibragdo para o 4cido poligalacturdnico
foi construida utilizando o método de Miller (1959). Em um tubo de ensaio foi
adicionado 1,5 mL da solucdo de enzimas ¢ 1,0 mL de solugdo de sal sodico de
acido poligalacturénico a 0,1% em tampao citrato 0,1M pH 5,0. A mistura foi
incubada em banho-maria a 40°C por 1 hora e apds esse periodo a reagdo foi
paralisada adicionando-se 1,5 mL de solucdo de acido 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.



93

A atividade (U) de Exo-PG foi expressa na forma de umol de equivalentes

de acido galacturdnico liberados por mL por minuto nas condi¢des do ensaio.
2.6.4 Endo-poligalacturonase (Endo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Barnby, Morpeth e Pyle (1990). A mistura da reagdo conteve 5,5 mL de solugdo
de pectina 0,2% em tampao acetato de sddio 0,025M pH 5,0 contendo 1mM de
EDTA e 250uL do extrato enzimatico. Apos a homogeneizagdo das misturas em
agitador de tubo, essas foram incubadas em banho-maria a 50°C por 10 minutos
e em seguida a reagdo 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 dgua deionizada,

calculando-se a atividade segundo a formula representada abaixo.

t

~ . . t —
% reducdo da viscosidade = -2 Aot . 1()()

Branco ~ "Agua
% reducao vis cosidade y

UV /mL = S0
10

4

A unidade de PG foi expressa em unidades relativas viscométricas (URV)
por (mg proteina)” por mL™. URV ¢ definida como 10’ x o tempo em minutos

para o decréscimo de 50% da viscosidade relativa da solug@o.
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2.7 Proteinas totais e atividade enzimatica especifica

Previamente as analises das enzimas citadas anteriormente, foram
separadas aliquotas de cada ensaio para determinar o valor de proteinas totais.
As concentragdes de proteinas foram medidas espectrofotometricamente em 595
nm através do método de Bradford (1976), usando albumina bovina (BSA,
Merck, Alemanha) como padrio e reagente de Bradford (Comassie Blue G-250).

As proteinas presentes no extrato enzimatico foram quantificadas para
determinar a atividade enzimatica especifica, a qual representa o indice gerado
pela relagdo entre a atividade enzimatica (U/mL) e o valor de proteinas totais
(mg/mL) da mesma amostra, ou seja, a atividade enzimatica (U) por mg de

proteinas (U/mg).

U enzimatico (U / mL)

U especifico = - -
proteinas totais (mg /mL)

2.8 Calculo do rendimento e indice de purificacéo

Apos a purificagdo enzimatica parcial, foi calculado o rendimento e indice
de purificagdo, conforme descrito por Sharma e Gupta (2001), através as

formulas descritas abaixo.

U enzimatico purificado (U /mL) <100

Rendimento = ——
U enzimatico extratobruto (U /mL)
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O calculo do percentual de rendimento mostra a evolugdo da atividade
enzimatica durante as etapas de purificagdo enzimatica, porém sem considerar o

teor de proteinas presentes na amostra.

Indice de Purificagdio = U especifico purificado x 100

U especifico ext. Bruto

O indice de purificagdo ¢ mais preciso na quantificagdo da atividade
enzimatica durante as etapas de purificagdo, pois utiliza a atividade enzimatica

especifica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a utilizagdo industrial de pectinases microbianas, é essencial obter
um material enzimatico livre de interferentes. O presente estudo utilizou uma
técnica simples de purificagdo parcial, composta de precipitagdo com sulfato de
amonio em diferentes concentragdes e posterior dialise.

A concentragdo de sulfato de amoénio foi um pardmetro critico e
determinante no processo de extracdo enzimatica. Observou-se que as enzimas
em estudo, PME, PL, exo-PG e endo-PG, precipitaram-se em uma concentragao
especifica de sulfato de amonio. De acordo com Sharma e Gupta (2001), este
resultado ¢ almejado em estudos de purificacdo enzimatica, pois a quantidade de
sulfato de amoénio deve ser suficiente para se obter apenas a proteina de
interesse.

A Figura 1 mostra a atividade enzimatica especifica antes e apos a
purificagdo da enzima pectina liase (PL) e também o indice de purificacdo dessa
enzima em diferentes concentragcdes de sulfato de amonio. De acordo com a
figura, a saturacdo com 60% de sulfato de amonio, resultou em maiores niveis
de precipitacdo da enzima PL e, portanto, um pico de atividade enzimatica. A
atividade enzimatica que no extrato inicial correspondia a 2155,8 U/mg,
aumentou para 17483 U/mg apds o processo de purificagdo parcial. Com a
técnica de purificagdo parcial foi possivel recuperar 94% da enzima presente no
extrato enzimatico inicial e obter um indice de purifica¢do equivalente a 8,1, ou

seja, a atividade da enzima PL aumentou cerca de 8§ vezes.
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Figura 1 Atividade enzimatica especifica (A) e indice de purificacdo (B) da
enzima pectina liase (PL) em diferentes concentragdes de (NH,),SOy,
nas fragdes extrato enzimatico inicial e precipitado enzimatico

De acordo com a Figura 2, a enzima pectinametilesterase (PME) também
foi extraida em maior quantidade com sulfato de amdnio na saturagdo de 60%. A
atividade dessa enzima que, no extrato enzimatico bruto foi 7,1 U/mg, aumentou
para 53,7 U/mg apds a precipitagdo. Com a técnica de purificagdo parcial
utilizada, 90,6% da enzima presente no extrato enzimatico inicial foi recuperada

e um indice de purificagdo significativo, equivalente a 7,6, foi alcangado.
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Figura 2 Atividade enzimatica especifica (A) e indice de purificagdo (B) da
enzima pectinametilesterase (PME) em diferentes concentragdes de
(NH4),SO4, nas fragdes extrato enzimatico inicial e precipitado
enzimatico
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O comportamento das enzimas exo-poligalacturonase (Exo-PG) e endo-
poligalacturonase (Endo-PG), quanto a concentracdo ideal de sulfato de amonio
que resulta em maior precipitagdo enzimatica, foi semelhante ao das enzimas
descritas anteriormente. De acordo com a Figura 3, com 60% de saturagdo de
sulfato de amonio foi possivel aumentar a atividade da enzima Exo-PG de 1,8
U/mg para 14 U/mg, obtendo um indice de purificacdo de 7,8. A metodologia
de purificagdo parcial permitiu recuperar 93% da enzima presente no extrato

enzimatico inicial.
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Figura 3 Atividade enzimatica especifica (A) e indice de purificagdo (B) da
enzima Exo-poligalacturonase (Exo-PG) em diferentes concentragdes
de (NH4),SO,, nas fragdes extrato enzimatico inicial e precipitado
enzimatico

A enzima endo-PG, que também foi extraida em maior quantidade com
60% de sulfato de amoénio, foi a enzima que obteve maior indice de purificacio,
equivalente a 8,4. Esse indice indica que foi possivel aumentar 8 vezes a
atividade enzimatica com a técnica de purificagdo parcial utilizada, obtendo uma

atividade final de endo-PG igual a 471 U/mg. A Figura 4 ilustra esse pico de
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atividade enzimatica com 60% de sulfato de amonio. Uma elevada porcentagem
de recuperagdo da enzima endo-PG, correspondente a 97%, foi obtida com a

técnica de purificacdo parcial.
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Figura 4 Atividade enzimatica especifica (A) e indice de purificacdo (B) da
enzima  endo-poligalacturonase  (Endo-PG) em  diferentes
concentragdes de (NH4),SO,, nas fragdes extrato enzimatico inicial e
precipitado enzimético

Segundo os resultados apresentados acima, uma saturacdo com 60% de
sulfato de amoénio foi suficiente para remover a agua de hidratacdo das
moléculas de pectinases, reduzindo sua solubilidade e resultando em um
precipitado enzimatico. Os valores obtidos encontram-se dentro da variagao
proposta por Buga et al. (2010), os quais relatam que as pectinases podem se
precipitar com uma concentracao de sulfato de amdnio entre 0-90%, dependendo
da fonte enzimatica. Vovk e Simonovska (2007) utilizaram a técnica de
saturagdo com sulfato de amoénio entre 30 a 80% como uma das etapas de

purificacdo das enzimas poligalacturonase e pectinametilesterase, e observaram



100

que estas enzimas foram extraidas em maior quantidade com 60% de saturagdo
do meio com sulfato de amonio.

A Tabela 1 mostra o comportamento das enzimas PL, PME, exo-PG e
endo-PG durante o processo de purificagdo parcial com sulfato de aménio a
60%. Nota-se que com a técnica de purificagdo enzimatica utilizada neste estudo
foi possivel recuperar mais de 90% das enzimas presentes no extrato enzimatico
inicial ¢ obter niveis significativos de indice de purificagdo. A metodologia
empregada permitiu remover pigmentos provenientes do processo de
fermentagdo e também algumas proteinas que ndo sdo de interesse, aumentando
assim a concentragdo das enzimas presentes no extrato enzimatico bruto ou

inicial.

Tabela 1 Dados de purificagdo das enzimas PL, PME, Exo PG e Endo PG na
concentrac¢do de 60% de (NH4),SO4

AE
AE (U)  AEespecifica  AE (U) especifica .
Enzimas  extrato (U/mg) purificacdo  (U/mg™) Rend(:/mento IP
inicial  extrato inicial parcial* purificacdo (%)
parcial*

PL 1854.2 2155.8 1748.3 17483 94.3 8.1
PME 6.07 7.1 5.5 53.70 90.6 7.6
Exo-PG 1.5 1.8 1.4 14 93.3 7.8
Endo-

PG 48.3 56.2 47.1 471 97.5 8.4

*QOs dados de atividade enzimatica ap6s a purificacdo parcial referem-se a saturagdo com
60% de sulfato de amonio. A quantidade de proteina no extrato bruto e na solugdo
enzimatica parcialmente purificada foi equivalente a 0.86 mg e 0.08 mg,
respectivamente.
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Apesar desses valores de rendimento e indice de purificacdo ndo serem
muito proximos a outros relatados na literatura, pode-se dizer que os resultados
obtidos corroboram os dados de alguns estudos, uma vez que pode haver uma
alta variabilidade interlaboratorial entre os ensaios e também pelo fato das
pectinases diferirem umas das outras de acordo com a fonte microbiana (BANU
etal., 2010; JACOB; PREMA, 2006; PEDROLI; CARMONA, 2010).

Sharma e Gupta (2001) também obtiveram indices satisfatorios de
purifica¢do enzimatica (10) e rendimento (76%) utilizando apenas a metodologia
de precipitagdo enzimatica com 30% de sulfato de amonio para purificar
parcialmente a enzima poligalacturonase proveniente de Aspergillus niger.

A enzima poligalacturonase obtida de Aspergillus niger (SA6) foi
parcialmente purificada utilizando a precipitagdo com sulfato de amonio, entre
40-80%, como uma das etapas de purificagdo enzimdtica. A maior atividade da
enzima (0,78 U/mg) foi obtida com 70% de saturacdo com sulfato de amdnio,
alcancando um indice de purificagdo igual a 9 (BUGA et al., 2010).

A enzima poligalacturonase de Sporotrichum thermophile Apinis foi
purificada 9 vezes através da saturacdo do extrato enzimatico com 30% de
acetona. A porcentagem de recuperagdo da enzima através deste processo foi de
22,18% (KAUR; KUMAR; SATYNARAYANA, 2004).

De acordo com a literatura, grande parte dos estudos de purificagdo
enzimatica envolve etapas cromatograficas. Celestino et al. (2006) purificaram, a
um indice de 9,37, uma pectinase produzida por Acrophialophora nainiana. A
enzima foi recuperada 60,6% apoés trés etapas de purificagdo: Sephacryl S-100
gel filtracdo, DEAE-Sepharose de troca idnica e filtragdo com Sephadex G-50.

Pectinase sintetizada por Penicillium chrysogenum, em fermentagdo
submersa, foi purificada através de precipitagdo com etanol e etapa

cromatografica, obtendo um indice de purificagio de 4.45 através da
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precipitacdo com etanol e 17,24 por cromatografia. O rendimento obtido nessas
etapas foi de 58% e 48%, respectivamente (BANU et al., 2010).

A enzima poligalacturonase obtida de Penicillium viridicatum RFC por
fermentagdo em estado solido foi purificada pelo tratamento com caolin e
ultrafiltragdo, seguido de cromatografia em coluna Sephadex G50. Através desse
processo de purificacdo foi possivel alcangar um indice de purificacdo igual a
22,2 ¢ uma atividade enzimatica final de 1000 U/mg. Esse processo de
purificagdo teve um rendimento de 24,7% (SILVA et al., 2007).

Yadav et al. (2009) purificaram uma pectina liase secretada por
Penicillium citrinum através de duas etapas cromatograficas em colunas
Sephadex G100 e DEAE-cellulose, obtendo atividade enzimatica especifica de
12,9 U/mg, um indice de purificac¢do de 8,6 e rendimento de 32,3%.

Uma pectina liase obtida de Aspergillus flavus MTCC 7589 foi purificada
usando fracionamento com sulfato de amoénio, cromatografia de troca ani6nica
em DEAE celulose e cromatografia de filtragdo em gel em Sephadex G-100.
Apos estas 3 etapas de purificacdo, foi possivel aumentar a atividade enzimatica
especifica em 58 vezes. No entanto, uma quantidade significativa da enzima se
perdeu durante o processo de purificagdo, pois o rendimento deste processo foi
de apenas 10,29%. E importante ressaltar que dentre todas as etapas de
purificacdo, a que foi mais eficiente na recuperagdo das enzimas presentes no
extrato enzimatico inicial, foi a precipitagdo com sulfato de amonio, com um
rendimento equivalente a 31,5% (YADAYV et al., 2008).

Conforme foi relatado nos estudos acima, a maioria dos métodos de
purificacdo enzimatica que resultam em maiores indices de purificagdo
envolvem etapas cromatograficas. No entanto, observou-se que métodos de
purificagdo mais complexos estdo associados com perdas enzimaticas

indesejaveis durante o processo de purificagdo. Em algumas pesquisas a
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porcentagem de recuperacdo enzimatica foi menor que 50% (BANU et al., 2010;
BARENSE et al., 2001; CELESTINO et al., 2006; CONTREAS-ESQUIVEL;
VOGET, 2004; KOBAYASHI et al., 2001; SAITO et al., 2004; SEMENOVA et
al., 2003; SILVA et al., 2007; YADAYV et al., 2009) e, ocasionalmente, menor
que 1% (CABANNE; DONECHE, 2002; NITURE; PANT, 2004). Estas perdas
sdo significativas e causadas principalmente pelo elevado numero de passos
utilizados na purifica¢do, os quais também aumentam o custo do processo de
purifica¢do e inviabilizam a aplica¢do das enzimas obtidas em escala industrial
(PEDROLI; CARMONA, 2010).

Diante do problema apresentado acima, a metodologia de purificagdo
parcial utilizada neste estudo foi bastante eficiente, resultando em alta
porcentagem de recuperagdo enzimatica (maior que 90%) e valores satisfatorios
de indice de purificagdo, os quais podem ser até comparados com aqueles onde
se utilizou etapas cromatograficas no processo de purificagdo. Além disso, esta
metodologia de purificagdo parcial ¢ simples e possui baixo custo, podendo ser

aplicada em grande escala para fins comerciais.
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4 CONCLUSAO

Através da técnica de precipitagdo com sulfato de amonio a 60% de
saturacdo e posterior didlise da enzima precipitada, foi possivel concentrar as
enzimas PL, PME, exo-PG e endo-PG, resultando em uma solugdo enzimatica
parcialmente purificada.

A porcentagem de recuperagdo destas enzimas no decorrer das etapas de
purificacdo foi superior a 90%. Esse alto rendimento obtido através de
metodologia simples de separacdo enzimatica gerada num meio extremamente
econdmico, associada ao valor desta enzima para o setor alimenticio, denotam
relevancia para o presente estudo. A metodologia de purificacdo se mostrou util

e valida, por seu baixo custo, facilidade de aplicacdo e eficiéncia do processo.
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CAPITULO 4: Caracteristicas de estabilidade de pectinases obtidas de
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries

RESUMO

O estudo objetivou caracterizar as enzimas pectinametilesterase (PME),
pectina liase (PL), exo-poligalacturonase (exo-PG) e endopoligalacturonase
(endo-PG), obtidas de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries,
quanto a sua estabilidade frente ao pH, temperatura e tempo de incubagdo. A
metodologia de superficie de resposta foi utilizada para verificar as condig¢des
otimas de estabilidade enzimatica. Os parametros avaliados foram tempo de
incubagdo (43 a 107 horas), pH (4,0 a 8,0) e temperatura (30 a 70°C). OpHe a
temperatura tiveram efeito negativo sobre a estabilidade de todas as pectinases,
em contrapartida, o tempo ndo influenciou nesta resposta enzimatica. A
estabilidade das enzimas em estudo foi maxima em pH acido, entre 3,5 a 5,0, e
temperatura em torno de 25 a 35°C. Nestas condigdes, foi possivel reter
aproximadamente 95% da atividade enzimadtica inicial. Apesar do pH influenciar
negativamente sobre a estabilidade enzimatica, em pH alcalino (8.0) associado a
uma temperatura de até 30°C, foi possivel manter cerca de 80% da atividade
inicial das pectinases. As caracteristicas de estabilidade de PL, PME, exo-PG e
endo-PG, mostraram que estas enzimas podem ser aplicadas em processamentos
industriais acidos e basicos, com temperatura de até 30°C e duragdo de até 107
horas, sem reduzir seu potencial de acao.

Palavras-chave: Pectinametilesterase. Pectina liase. Exo-poligalacturonase.
Endopoligalacturonase. Estabilidade.



110

ABSTRACT

The study aimed to characterize the enzymes pectinmethylesterase (PME),
pectin lyase (PL), exo-polygalacturonase (exo-PG) and endopolygalacturonase
(endo-PG), obtained from Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries,
as to their stability before pH, temperature and incubation time. The response
surface methodology was utilized to verify the optimum conditions of enzyme
stability. The parameters evaluated were incubation time (43 to 107 hours), pH
(4.0 to 8.0) and temperature (30 to 70°C). Both pH and temperature had negative
effect upon the stability of all pectinases, on the other hand, time did not
influence this enzyme response. The stability of the enzymes under study was
maximal at acidic pH, between 3.5 to 5.0 and temperature around 25 to 35°C.
Under these conditions, it was possible to retain about 95% of the initial enzyme
activity. In spite of pH influencing negatively the enzyme stability at alkaline pH
(8.0) associated too a temperature of up to 30°C, it was possible to keep about
80% of the initial activity of pectinases. The characteristics of stability of PL,
PME, exo0-PG and endo-PG showed that these enzymes can be applied in acidic
and basic industrial processing with temperatures of up to 30°C and duration of
up to 107 hours, without reducing their action potential.

Keywords: Pectinmetilesterase. Pectin lyase. Exo-polygalacturonase. Endo-
polygalacturonase. Stability.
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1 INTRODUCAO

As pectinases formam um grupo de enzimas que sdo capazes de catalisar
a degradacdo de polimeros pécticos presentes na parede celular de plantas
(FOGARTY; KELLY 1983). As pectinases sdo usadas com €xito em uma série
de processamentos industriais, com diferentes finalidades. No setor industrial,
pectinases acidas sdo usadas na extragdo e clarificacdo de sucos de frutas
(ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001; ROMBOUTS; PILNIK
1986), enquanto as pectinases alcalinas sdo aplicadas na degomagem de ramie
(CAO; ZHENG; CHEN, 1992), maceragdo de linho (SHARMA, 1987) e
degradacdo de efluentes provenientes do processamento de frutas (TANABE;
KOBAYASHI, 1987).

De acordo com a literatura, fatores como pH, temperatura e tempo
podem influenciar, de forma positiva ou ndo, na estabilidade destas pectinases.
Estudos revelam que uma mesma enzima, proveniente de diferentes
microrganismos, possui condi¢des 6timas variadas de pH e temperatura os quais
geralmente oscilam entre 4,0 a 8,0 e 40°C a 100°C, respectivamente
(PEDROLLI et al., 2009).

Ao purificar uma nova enzima com a finalidade de aplicacdo industrial,
¢ essencial conhecer a sua estabilidade para evitar uma redugdo no seu potencial
de agdo. A caracterizagdo de enzimas purificadas ¢ uma importante area de
pesquisa, uma vez que se concentra em avaliar as condi¢des ideais para
atividade e estabilidade enzimatica, além de melhorar a compreensdo das
propriedades bioquimicas e desempenho catalitico (GUMADI; PANDA, 2003;
PEDROLLI; CARMONA, 2010; PEDROLLI et al., 2009).

Nestas condi¢des, o presente estudo objetivou conhecer a estabilidade

das enzimas pectinametilesterase (PME), pectina liase (PL), exo-
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poligalacturonase (exo-PG) e endopoligalacturonase (endo-PG) frente ao pH,
temperatura e tempo de incubagdo, para verificar as condi¢des Otimas e
estabilidade dessas enzimas. Foi utilizado o planejamento experimental com
superficie de resposta para determinar o efeito do pH, temperatura e tempo de

incubagdo sobre a estabilidade enzimatica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalagéo do experimento

O estudo de estabilidade das enzimas parcialmente purificadas no
capitulo 3 foi conduzido no setor de Microbiologia da Empresa Agropecudria de
Minas Gerais (EPAMIG/UFLA) e Laboratério de Enzimas do Setor de
Microbiologia, no Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras

(DBI/UFLA).

2.2 Delineamento experimental para a caracterizacdo da estabilidade das
enzimas PME, PL, exo-PG e endo-PG

As enzimas pectinametilesterase (PME), pectina liase (PL), exo-
poligalacturonase (exo-PG) e endo-poligalacturonase (endo-PG), purificadas no
capitulo 3 (itens 2.4 e 2.5), foram caracterizadas quanto a sua estabilidade em
diferentes valores de pH ( 4, 6 ¢ 8), de temperatura (30°C, 50°C e 70°C) e tempo
de incubacdo (43, 75 e 107 minutos). Para manter o pH nos niveis em estudo,
foram usadas as solugdes tampdo acetato de sodio (0,2M) para pH 4, citrato
fosfato (0,2M) para pH 6,0 ¢ Tris-HCI (0,2M) para pH 8,0. A temperatura foi
mantida nas condi¢des de ensaio através de um banho-maria com controle de
temperatura digital (marca FANEM).

Para cada condi¢ao experimental, utilizaram-se 10 ml de solucdo
enzimatica diluida em solugdo tampao na mesma propor¢ao (1:1). Terminado o
tempo de cada ensaio, as amostras foram retiradas do banho-maria e apds atingir
a temperatura ambiente foram separadas as aliquotas para medir as atividades

enzimaticas especificas. A atividade enzimadtica foi expressa em atividade
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residual (%), tendo como padrdo a atividade das pectinases em solucdo tampao
tris-HCI pH 7,5.

O método fatorial completo conhecido como Delineamento Composto
Central (DCC), foi utilizado para avaliar a estabilidade das enzimas em
diferentes condi¢des. Os resultados foram analisados através de superficie de
resposta. Foram estudadas 3 variaveis em 3 niveis. As varidveis independentes
avaliadas foram: tempo (X1), pH (X2) e temperatura (X3). Como variavel
resposta ou dependente foram determinadas as atividades de PME, PL, exo-PG e
endo-PG. A Tabela 1 mostra as variaveis reais e codificadas, bem como os seus

respectivos niveis.

Tabela 1 Varidveis experimentais com valores reais e codificados

Variaveis -1 0 +1
Tempo (min) X1 43 75 107
pH X2 4,0 6,0 8,0
Temperatura (°C) X3 30 50 70

O planejamento experimental consistiu de 12 ensaios (Tabela 2), sendo
quatro repeti¢cdes no ponto central. Cada ensaio foi conduzido em triplicata ¢ os
resultados apresentados foram as meédias obtidas. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada através do software Statistica, versdao 5.0 (STATISTICA,
1995).

Para complementar o estudo sobre a estabilidade das enzimas também

foi realizada uma analise exploratoria por PCA dos dados obtidos a partir do
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planejamento fatorial. A matriz de dados foi construida usando as variaveis
tempo, pH, temperatura e as atividades de PL, PME, Exo-PG e Endo-PG. Os
dados passaram por pré-processamento usando autoescalamento. Os célculos

foram executados usando o programa Matlab versao 7.5.

2.3 Determinacao das atividades enzimaticas

As atividades enzimaticas foram determinadas apds o tempo de cada
ensaio do planejamento experimental. Nestas condi¢cGes, foram retiradas
aliquotas para determinar a atividade enzimatica especifica das enzimas PME,

PL, Exo-PG e Endo-PG.

2.3.1 Pectinametilesterase (PME)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma solugao de pectina citrica a 1% (m/v) foi preparada
em NaCl 0,1M, ajustando-se o pH da solugdo para 7,5 com NaOH 0,5M. Uma
aliquota de 3 mL da solucao 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 estimada proporcionalmente ao volume de NaOH gasto na titulagdo e
expressa em microequivalentes de acido péctico liberado por mL”' h”'. Uma
unidade de pectinametilesterase (U) foi definida como a quantidade de enzima

que liberou um microequivalente de acido péctico por hora de reagdo.
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2.3.2 Pectina liase (PL)

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Kashyap et al. (2000). Uma aliquota de 1 ml da solucdo enzimatica
foi adicionada a SmL da solugdo de pectina (1% m/v). O volume foi ajustado
para 10 mL com agua destilada. As amostras foram incubadas a 40°C por 2h e
em seguida foi adicionado 0,6mL de sulfato de zinco 9% e 0,6 mL de hidroxido
de sodio 0,5 M. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm/10 min) e 5 mL do
sobrenadante foi adicionado a uma mistura de acido tiobarbitarico (3 mL, 0,04
M), HCI (2,5 mL, 0,1 M) e agua destilada (0,5 mL). A mistura foi aquecida em
banho-maria em ebulicdo por 30 minutos, resfriada a temperatura ambiente ¢ a
absorbancia da solugdo foi lida a 550 nm. Uma unidade de atividade (U) foi
dada como a quantidade de enzima que provocou uma altera¢do na absorbancia

de 0,01 na condicdo do ensaio.

2.3.3 Exo-poligalacturonase (Exo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Schwan e Rose (1994). Uma curva de calibragdo para o acido poligalacturonico
foi construida utilizando o método de Miller (1959). Em um tubo de ensaio foi
adicionado 1,5 mL da soluc¢do de enzimas ¢ 1,0 mL de solugdo de sal sodico de
acido poligalacturénico a 0,1% em tampao citrato 0,1M pH 5,0. A mistura foi
incubada em banho-maria a 40°C por 1 hora e apds esse periodo a reagdo foi
paralisada adicionando-se 1,5 mL de solu¢do de acido 3,5- dinitrossalicilico

(DNS), sendo os tubos mantidos em banho fervente por 5 minutos e, em
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seguida, resfriados em banho de gelo. A absorbidncia da solucdo foi lida a
575nm.

A atividade (U) de Exo-PG foi expressa na forma de pmol de
equivalentes de acido galacturdnico liberados por mL por minuto nas condigdes

do ensaio.
2.3.4 Endo-poligalacturonase (Endo-PG)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Barnby, Morpeth e Pyle (1990). A mistura da reagdo conteve 5,5 mL de solugdo
de pectina 0,2% em tampao acetato de sddio 0,025M pH 5,0 contendo 1mM de
EDTA e 250uL do extrato enzimatico. Apds a homogeneiza¢ao das misturas em
agitador de tubo, essas foram incubadas em banho-maria a 50°C por 10 minutos
e em seguida a reagdo 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 dgua deionizada,

calculando-se a atividade segundo a férmula representada abaixo.

x . . t -t
% reducdo da vis cosidade = -2rae_Amostra 1 ()()

Branco Agua

% reducao vis cosidade y

UV /mL = 30
10

4

A unidade de PG foi expressa em unidades relativas viscométricas
(URV) por (mg proteina)” mL™. URV ¢ definida como 10° vezes o tempo em

minutos para o decréscimo de 50% da viscosidade relativa da solucao.
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2.4 Proteinas totais e atividade enzimatica especifica

Previamente as analises das enzimas citadas anteriormente, foram
separadas aliquotas de cada ensaio para determinar o valor de proteinas totais.
As concentragdes de proteinas foram medidas espectrofotometricamente em 595
nm através do método de Bradford (1976), usando albumina bovina (BSA,
Merck, Alemanha) como padrado e reagente de Bradford (Comassie Blue G-250).

As proteinas presentes no extrato enzimatico foram quantificadas para
determinar a atividade enzimatica especifica, a qual representa o indice gerado
pela relagdo entre a atividade enzimatica (U/mL) e o valor de proteinas totais

(mg/mL) da mesma amostra.

U enzimatico (U / mL)

U especifica = - -
proteinas totais (mg / mL)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos mostram que os parametros fisico-quimicos pH, temperatura (T)
e tempo (t) podem influenciar na estabilidade de pectinases (GALIOTOU-
PANAYOTOU; KAPANTAI;, KALANTZI, 1997, GUMMADI; MANOJ;
KUMAR, 2007; JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; MARTINS et al., 2007;
PEDROLLI et al., 2008; SEMENOVA et al., 2003). Para investigar o efeito
destes parametros sobre a atividade das enzimas PME, PL, Exo-PG e Endo-PG,
foi utilizado o delincamento composto central (DCC). A Tabela 2 apresenta a
matriz do delineamento ¢ as respostas obtidas (atividades de PL, PME, Exo-PG
¢ Endo-PG) nas condigdes de ensaio. Para gerar o modelo e construir a
superficie de resposta foram utilizados os valores de atividade enzimatica
residual (AR). Conforme esperado, a estabilidade das enzimas foi influenciada

pelos parametros fisicos estudados.
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Através dos resultados experimentais obtidos foi possivel determinar os
coeficientes de regressdo e ajustar um modelo linear que relaciona a atividade
enzimatica com os parametros estudados (pH, temperatura e tempo). Para todos
os casos, um modelo linear foi o que melhor descreveu a relagdo entre as
atividades enzimaticas e os parametros de estabilidade. A Tabela 3 mostra os
modelos obtidos ¢ os coeficientes de determinagio (R?) para as enzimas PL,
PME, Exo-PG ¢ Endo-PG. A porcentagem de variancia explicada (R?) pelos
modelos foi satisfatoria para todas as respostas do estudo, indicando boa
concordancia entre os valores de atividades enzimaticas experimentais ¢ aqueles
preditos pelos modelos. A partir destes modelos lineares foram construidas as
curvas de contorno para a visualizacdo das condigdes de estabilidades das
enzimas PL, PME, Exo-PG e Endo-PG, sobre diferentes condigdes de pH,

temperatura (T) e tempo (t).

Tabela 3 Modelos preditos para atividade enzimatica

Enzima Modelo predito R’
PL PL=135.8-3.5pH -0.5 T -0.002 t -0.07 pH.T 0,99

- 0.002 pH.t +0.0002 T.t
PME PME==1783-54pH-1.6 T-0.03t 0,84
Exo-PG Exo-PG=163.9 -3.56 pH -1.7 T -0.01t 0,91

Endo-PG Endo-PG =173.2-2.9 pH -1.9T -0.02 t 0,96
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O diagrama de Pareto (Figura 1A) foi usado para avaliar a significincia
e o tipo dos efeitos (sinérgico ou antagénico) sobre a atividade enzimaética
relativa. De acordo com os dados da Figura 1A, as variaveis temperatura, pH e
também a interagdo entre elas, foram significativas (p > 0,05) na estabilidade da
enzima pectina liase (PL). O efeito principal destas variaveis foi negativo,
portanto, segundo a curva de contorno (Figura 1B), a estabilidade da enzima PL
foi maxima em pH acido, entre 3,5 a 5,0 e temperatura mais baixa, em torno de
25 a 40°C. Nesta faixa otima de pH e temperatura, foi possivel reter
aproximadamente 98% da atividade enzimdtica inicial, o que segundo a
literatura pode ser considerado como alta estabilidade enzimatica (PEDROLI et
al., 2009). A enzima perdeu sua estabilidade quando incubada em pH superior a
8,0 e temperatura acima de 50°C. Nestas condi¢cdes a enzima preservou apenas
50% de sua atividade enzimdtica inicial. Também foi possivel obter niveis
satisfatorios de atividade enzimatica residual (proximo a 70%) em temperaturas
mais elevadas (40 a 65°C), desde que as condi¢des de pH fossem mais acidas
(entre 3,5 e 4,0). Quando a PL desse estudo foi incubada em pH alcalino (8,0), e
temperatura ndo superior a 30 °C houve retencdo de 80% de sua atividade
inicial. Estas interpretacdes comprovam o efeito de interagdo antagdnico entre o

pH e a temperatura para a PL estudada.
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Figura 1 Diagrama de Pareto (A) com efeito do pH (X1), temperatura (X2),
tempo (X3) e suas interagdes sobre a atividade residual de PL. Curva
de Contorno (B) em fungdo da intera¢do entre as variaveis temperatura
¢ pH sobre a atividade residual de PL

Assim como ocorreu para a enzima PL, as varidveis que influenciaram
(p[10,05) na estabilidade da enzima PME foram a temperatura e o pH. A figura
2A mostra que estas varidveis tiveram um efeito negativo sobre a atividade
enzimatica residual. De acordo com a curva de contorno (figura 2B), a enzima
PME apresentou alta estabilidade em pH acido (entre 3,5 ¢ 5,0) e temperatura de
até 35°C, retendo mais de 95% de sua atividade inicial. A enzima perdeu
estabilidade (AR<50%) quando incubada em temperatura acima de 50°C.
Apesar de o pH apresentar um efeito negativo sobre a atividade enzimatica
residual, foi possivel manter 80% da atividade de PME em pH alcalino (8,0),

desde que este pH estivesse associado a uma temperatura de até 30 °C.
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Figura 2 Diagrama de Pareto (A) com efeito do pH (X1), temperatura (X2),
tempo (X3) e suas interagdes sobre a atividade residual de PME. Curva
de Contorno (B) em fungdo da interagdo entre as variaveis temperatura
e pH sobre a atividade residual de PME

A estabilidade das enzimas Exo-PG e Endo-PG também foi influenciada
negativamente pelas variaveis temperatura e pH, conforme ilustra as figuras 3A
e 4A. As curvas de contorno (figura 3B e 4B) mostram que as enzimas Exo-PG e
Endo-PG possuem alta estabilidade, em pH acido (entre 3,5 a 5,0) e temperatura
baixa (25 a 35°C), mantendo aproximadamente 95% de sua atividade enzimatica
inicial. Um aumento adicional nos valores de pH e temperatura, resultou em uma
queda na atividade enzimatica residual, perdendo cerca de 50% de sua atividade
inicial em temperatura acima de 55°C. Apesar de o pH apresentar um efeito
negativo sobre a atividade enzimatica residual de Exo ¢ Endo-PG, em
temperatura inferior a 30 °C e pH alcalino (8,0), foi possivel manter cerca de

80% da atividade enzimatica inicial.
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Figura 3 Diagrama de Pareto (A) com efeito do pH (X1), temperatura (X2),
tempo (X3) e suas interagdes sobre a atividade residual de exo-PG.
Curva de Contorno (B) em fun¢do da interacdo entre as variaveis
temperatura e pH sobre a atividade de exo-PG

Ao contrario do que ¢é relatado na literatura, nas condigdes do
experimento, considerando-se o tempo entre 43 a 107 horas, as enzimas em
estudo apresentaram atividade satisfatéria em todos os tempos avaliados,
portanto, estas pectinases podem ser aplicadas em processamentos industriais
com duracdo de até 107 horas, sem perder o seu potencial de agdo, mantendo
atividade residual em torno de 98% (PL), 96% (PME), 94% (Exo-PG) e 97%
(Endo-PG) quando incubadas em pH 4 a temperatura de 30 °C (Tabela 2).
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Figura 4 Diagrama de Pareto (A) com efeito do pH (X1), temperatura (X2),
tempo (X3) e suas interagdes sobre a atividade residual de endo-PG.
Curva de Contorno (B) em fun¢do da interagdo entre as variaveis
temperatura e pH sobre a atividade residual de endo-PG

Uma discussdo mais ampla sobre o efeito de todos os pardmetros fisico-
quimicos estudados na estabilidade das enzimas PL, PME, Exo e Endo-PG, foi
feita através da analise de componentes principais (PCA). Esse método foi usado
com o objetivo de se ter uma visdo global da influéncia do pH, temperatura e
tempo sobre a estabilidade de todas as enzimas. Somente o grafico de pesos foi
avaliado (Figura 5), uma vez que o objetivo dessa analise foi estudar as relagdes
entre as condigdes de incubagdo das enzimas e a estabilidade enzimatica.

A primeira componente principal (PC1), que explica maior quantidade
de variancia (67,07%), indica que as enzimas PL, PME, Endo e Exo-PG
apresentaram caracteristicas de estabilidade semelhantes, caracterizadas pela
maior estabilidade nos niveis inferiores de pH e temperatura. Os dados do PCA
corroboram os dados do planejamento fatorial mostrando que o tempo nao
influenciou na estabilidade das enzimas em estudo, tendo as enzimas mantendo

atividade residual acima de 90% durante periodos de até 107 horas.
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Figura 5 Pesos da PCA para as variaveis tempo, pH, temperatura e atividade
residual das enzimas PL, PME, Exo-PG e Endo-PG

As condicdes de estabilidade, das pectinases em estudo, corroboram os
dados de alguns estudos, onde tem sido relatado que as pectinases fungicas
possuem maior estabilidade em condigdes acidas (GUMANDI; KUMAR, 2006;
GUMMADI; MANOJ; KUMAR, 2007; MALVESSI; SILVEIRA, 2004;
MARTINS et al., 2007; PERDOLLI et al., 2008) e sao sensiveis a desnaturagao
em temperaturas acima de 50°C (GALIOTOU-PANAYOTOU; KAPANTAI;
KALANTZI, 1997; KAUR; KUMAR; SATYNARAYANA, 2004; MALVESSI;
SILVEIRA, 2004; PEDROLLI et al., 2008; SEMENOVA et al., 2003; SILVA et
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al.,, 2002; TENG-GUO et al., 2002). Além disso, a maioria das pectinases
possuem intervalo 6timo de pH entre 3,5-5,5 e faixa de temperatura ideal entre
30-50°C (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Os resultados do presente estudo merecem destaque, pois apesar da
estabilidade das enzimas PL, PME, exo-PG e endo-PG ser maior em condigdes
acidas, foi possivel manter 80% de sua atividade enzimatica inicial em pH
alcalino (8,0). Além disso, essas enzimas sdo estaveis em um intervalo de tempo
maior (até 107 horas) que o relatado por outros autores (PEDROLLI et al., 2008;
SEMENOVA et al., 2003). Portanto, as pectinases caracterizadas neste estudo,
poderdo ser aplicadas em uma grande variedade de processos industriais, mesmo

aqueles mais demorados, sem perda significativa de sua atividade.
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4 CONCLUSAO

Apesar do pH influenciar negativamente na estabilidade enzimatica, foi
possivel manter cerca de 80% da atividade inicial de PL, PME, Exo-PG e Endo-
PG em condi¢des de pH alcalino (8.0), associada a uma temperatura de até 30°C.

A estabilidade das enzimas em estudo foi maxima em ph acido, entre 3,5
a 5,0, e temperatura em torno de 25 a 35°C. Nesta faixa foi possivel reter
aproximadamente 95% da atividade enzimatica inicial.

O tempo ndo teve um efeito significativo sobre a estabilidade destas
enzimas, portanto, estas pectinases podem ser aplicadas em processamentos
industriais com duracao de até 107 horas, sem perder o seu potencial de acdo.

As caracteristicas de estabilidade de PL, PME, exo-PG e endo-PG,
mostraram que estas enzimas podem ser aplicadas em processamentos
industriais acidos e basicos, com temperatura de at¢ 30°C e duragdo de até 107

horas, sem reduzir seu potencial de agao.

5 PERSPECTIVAS

As enzimas PL, PME, exo-PG e endo-PG, obtidas de Cladosporium
cladosporioide (Fres.) de Vries, poderdo ser utilizadas pelo setor industrial, pois
apresentaram potencial de agdo significativo em condig¢des acidas e basicas.

E possivel disponibilizar para as indistrias pectinases com elevado

potencial de agdo e com baixo custo.
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