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RESUMO

Pectinases sdo enzimas que atuam sobre a pectina, um polissacarideo
presente na parede celular vegetal. Estas enzimas sdo amplamente utilizadas em
diversos segmentos industriais, como industria de alimentos, sucos e vinhos,
tecidos, papel, café e 6leos, entre outras.

As pectinases de uma cepa de Penicillium oxalicum isolada de casca de
laranja foram estudadas. Investigamos o efeito na atividade de pectinases de
diferentes residuos agroindustriais como fonte de pectina, o melhor pH e
temperatura para estimular a producdo de poligalacturonases, pectina liases e
pectinesterases. Procedemos a caracterizacdo dos preparados enzimaticos
otimizados para as trés enzimas e suas aplicacOes para a extracdo de sucos de
frutas. Investigamos ainda a producao das micotoxinas aflatoxina e ocratoxina.

A produgdo maxima de poligalacturonase foi obtida com P. oxalicum
cultivado em meio contendo casca de maracuja. Casca de laranja estimulou a
atividade de pectinesterase e pectina liase. Demonstramos ainda que o0s
preparados enzimaticos produzidos por P. oxalicum promovem a extracdo de
sucos, de cor e reduzem a turbidez e a viscosidade dos sucos, tendo alto potencial

de aplicacao industrial.
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ABSTRACT

Pectinases are enzymes that degraded pectin, a polysaccharide present in
plant cell wall. These enzymes are used in different industrial applications, as in
the production of juices and wines, degumming tissues, paper, coffee and oil.

Pectinases from a strain of Penicillium oxalicum isolated from orange peel
was studied. The effect of different agroindustrial residues as source of pectin, the
best pH and temperature to improve polygalacturonase, pectin lyase and
pectinesterase production where analyzed. We also characterized enzymatic
extracts for three enzymes and its application for juice extraction. The production of
mycotoxins, alflatoxin and ochratoxin from P.oxalicum were also analyzed.

The maximum polygalacturonase production was achieved with P. oxalicum
growing in a medium containing passion fruit peel; for pectinesterase and pectin
lyase orange peel have highest activity. We demonstrate that enzymatic extracts
produced by P. oxalicum promote the extraction of juice, color and reduced the

turbidity and viscosity of juices, having industrial application potential.
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1. INTRODUCAO

As pectinases, enzimas que atuam sobre substancias pécticas presentes
em células vegetais, séo utilizadas amplamente em diversos segmentos industriais
importantes, como industrias de alimentos, sucos e vinhos. Porém, outras
aplicacdes tém surgido, como degomagem e tratamento de fibras naturais,
extracdo de café e preparacao de celulose na industria de papel (TANNER et al.,
1993; BLANDINO et al., 2001; KASHYAP et al., 2001; HOONDAL et al., 2002).

No Brasil, tem-se observado nos ultimos anos, um aumento da producéo de
sucos de frutas (MAPA, 2005), levando conseqientemente a um aumento da
demanda de enzimas pécticas. Porém, muitas destas industrias dependem
exclusivamente de enzimas importadas. No contexto industrial do Rio Grande do
Sul, as pectinases sao utilizadas em grande escala para a producao de vinho e
sucos de frutas, especialmente macga e uva. Estas enzimas sao aplicadas visando
aumentar o rendimento de extracéo de suco e clarificagdo dos mesmos.

A industria brasileira de sucos gera grandes quantidades de residuos
agroindustriais (cascas e bagacos). Estes residuos, formados principalmente de
celulose e pectina, constituem-se em uma alternativa barata e vantajosa para a

producdo de enzimas, incluindo as pectinases.
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1.1 Substancias pécticas

As células vegetais sdo envolvidas por uma matriz extracelular rigida,
conhecida como parede celular, responsavel por algumas das caracteristicas
exclusivas destes organismos. A parede celular € composta por microfibrilas de
celulose entrelacadas em uma matriz complexa que apresenta outras moléculas,
como hemicelulose, proteinas e pectina (ALBERTS et al., 1997).

Substancias pécticas, também conhecidas como pectina, sé&o
polissacarideos acidos estruturais que ocorrem principalmente na lamela média e
parede priméria de células de vegetais superiores, contribuindo para dar firmeza,
estrutura aos tecidos e resisténcia a compressdo (ALKORTA et al., 1998,
GUMMANDI & PANDA 2003). A pectina esta também envolvida na interacéo entre
planta-patégeno e na textura das frutas e vegetais durante o crescimento,
amadurecimento e armazenamento (THAKUR et al., 1997; SILVA et al., 2005).

Como muitos polissacarideos, a pectina é heterogénea quanto a sua
estrutura quimica, variando de acordo com a fonte, extracédo e fatores ambientais.
Quimicamente, a pectina é formada por uma cadeia central de algumas centenas
a quase mil residuos de acido galacturdnico unidos por ligacdes o,1-4. Ligados a
esta cadeia podem ser encontrados residuos de ramnose. Os grupos carboxilicos
dos &cidos galacturdnicos podem ser parcialmente esterificados a grupamentos
metil e parcialmente ou completamente neutralizados por sédio, potassio ou
amonia. A pectina apresenta ainda cadeias laterais formadas por moléculas de

arabinose, galactose e xilose ligados covalentemente aos carbonos 2 e 3 dos
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residuos de acido galacturbnico ou ao carbono 4 dos residuos de ramnose

(REXOVA-BENKOVA & MARKOVIC, 1976; ALKORTA et al.,1998; KASHYAP et

al., 2001; GUMMANDI & PANDA, 2003; OLSSON et al.,

2003).

O conteudo de metoxila pode variar com a origem da pectina, sendo que a

variacdo que ocorre em frutas, esta condicionada ao seu desenvolvimento e

amadurecimento. Na parede primaria das células vegetais, a pectina apresenta

maior propor¢cdo de oligossacarideos na cadeia principal,

laterais mais longas que as encontradas na lamela média (SAKAI et al., 1993).

COOCl'b

AR

COOCH3

e

sendo as cadeias

Figura 1- Estrutura da pectina. Estrutura linear da pectina, conhecida como

homogalacturano. Grupos carboxilicos metilados destacados em

vermelho.
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Baseado no tipo de modificacdo da cadeia central, as substancias pécticas
sao classificadas em (KASHYAP et al., 2001):
Protopectina: insolivel em &agua, sendo decorrente tanto do tamanho da

molécula como pela presenca de cations divalentes. Representa a maior parte da
pectina de frutas imaturas.

Pectina: material solivel no qual pelo menos 75% dos grupamentos
carboxilicos sdo metilados. Apresenta solubilidade em agua e em alguns solventes
como formamida e glicerol.

Acido pectinico: é&cido poligalacturénico que apresenta um ndmero
significativo de grupos metoxila. Pode formar gel com agucares e acidos e, caso o
conteudo destes grupos seja reduzido, pode formar gel com alguns ions metélicos.

Acido péctico (pectato): acido poligalacturdnico coloidal e isento de grupos
metoxila.

Em frutos ndo maduros, a protopectina complexa-se com a celulose,
conferindo rigidez a célula. Com o amadurecimento do fruto, sua estrutura é
alterada, passando para a fase solavel, o que resulta em um amolecimento do
tecido (KASHYAP et al., 2001).

A pectina é parte importante da biomassa de frutos e vegetais, constituindo
entre 4-30% da casca de frutas citricas (KAUR et al., 2004). A Tabela 1 apresenta

os teores de pectina em alguns tipos de frutos e vegetais:
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Tabela 1- Teores médios de pectina em alguns frutos e vegetais.

Fonte Pectina (g/100g matéria Umida)
Maca (Malus sp.) 0,5-1,6
Caqui (Diospyros kaki) 0,6
Polpa de beterraba (Beta vulgaris) 1,0
Laranja (Citrus cinensis) 4,0-30
Morango (Fragaria ananassa) 0,6 -0,7

Tomate (Lycopersicon esculentum) 0,2 -10,6
Maracuja (Passiflora edulis) 15-40
Uva (Vitis vinifera) 0,2-1,0

Fonte: THAKUR et al., 1997; UHLIG, 1998; KAUR et al., 2004.

Por sua capacidade de formar gel na presenca de ions calcio, a pectina é
utilizada na industria de alimentos para a producdo de geléias e em alimentos
congelados e, mais recentemente, em alimentos com baixas calorias. Na industria
farmacéutica, a pectina é utilizada para reduzir os niveis de colesterol no sangue e
no tratamento de desordens gastrointestinais (THAKUR et al., 1997). Além disso,
foi relatado o efeito da pectina e de seus produtos de degradacao no combate ao
cancer de colon (OLANO-MARTIN et al., 2003).

A pectina € responsavel pela consisténcia e turbidez dos sucos de frutas
(ALKORTA et al., 1998). Porém, na industria de sucos e vinhos, isso torna-se
muitas vezes um problema, causando um consideravel aumento na viscosidade,
dificultando os processos de prensagem, filtracdo e subseqiiente concentragéo,

diminuindo assim, o rendimento da extracao de sucos.
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1.2 Pectinases

Diversos organismos sao capazes de produzir pectinases, incluindo plantas,
bactérias, algumas leveduras, fungos filamentosos e organismos simbiontes de
animais (AGUILAR & HUITRON, 1987; LADJAMA et al., 1991; FERNANDES-
SALOMAO et al., 1996; PRADE et al., 1999; SIROTEK et al., 2001; SILVA et al.,
2005). Porém, estudos de producdo de pectinases sdo mais abundantes para
fungos filamentosos, uma vez que as enzimas comerciais sao provenientes destes
microrganismos e o pH ideal para suas atividades aproxima-se do valor de pH de
muitos sucos de frutas, na faixa de 3,0 a 5,5 (UEDA et al., 1982). A producédo de
pectinases, assim como de outras enzimas, é influenciada por fatores como fonte
de carbono, pH e temperatura, entre outros.

Na maioria dos casos, o fungo Aspergillus niger é utilizado para producéo
industrial, ja que é classificado como GRAS (generally recognized as safe) pelo
Food and Drug Administration (FDA), érgdo do governo dos Estados Unidos
responsavel pelo controle dos alimentos e medicamentos. Entretanto, nos ultimos
anos, pesquisas com fungos do género Penicilllum spp. tém demonstrado que
alguns isolados séo produtores promissores de pectinases (BARACAT et al.,
1989; FERNANDES-SALOMAO et al., 1996).

Embora a pectina apresente outros aglcares em sua composi¢do, 0 termo
enzimas pectinoliticas, ou pectinases, refere-se ao grupo de enzimas que agem
sobre os residuos de acido galacturénico. Devido a presenca de vérias formas de
pectina nas células das plantas, sdo necesséarias pectinases com diferentes

formas de acédo para sua degradacdo (GUMMANDI & PANDA, 2003). Estas
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enzimas podem ser induzidas por substratos pécticos ou produzidas
constitutivamente, dependendo do organismo estudado (MALDONADO &
STRASSER de SAAD, 1998).

Sua classificacdo € baseada de acordo com o substrato preferencial,
mecanismo de acao e sitios de clivagem, resultando em dois grupos principais:
despolimerizantes e desmetoxilantes (ALKORTA et al.,1998; KASHYAP et al.,
2001). As enzimas desmetoxilantes agem removendo grupos metil da cadeia
principal, enquanto as enzimas despolimerizantes rompem as ligacdes a,1-4 entre
mondmeros de acido galacturbnico, tanto por hidrélise (hidrolases) quanto por
trans-eliminacdo (liases). Um resumo desta classificagdo est4 apresentado na

Tabela 2.

Tabela 2- Classificagdo das enzimas pectinoliticas.

PECTINASES DESPOLIMERIZANTES

Enzima Modo de acao Substrato preferencial

hidrélise de ligacdes a,1-4
Poligalacturonase (PG) endo-PG ou exo PG 1 (mondmeros) e Acido péctico

exo-PG 2 (dimeros)

hidrélise

Polimetilgalacturonase (PMG) endo-PMG ou exo-PMG Pectina

trans-eliminacéao

Pectina liase (PL) endo-PL ou exo-PL Pectina

trans-eliminagéo

Pectato liase (PAL) endo-PL ou exo-PL Acido péctico
PECTINASE DESMETOXILANTE
Pectinesterase (PE) desesterificacdo de grupos metil Pectina

Fonte: ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001.
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As enzimas integrantes do grupo de pectinases despolimerizantes tém
como funcédo degradar o polimero de pectina ou acido péctico via hidrélise ou
trans-eliminacdo. Integram este grupo de enzimas as hidrolases: a)
polimetilgalacturonases (PMG), que tém como substrato preferencial a pectina, e
b) poligalacturonases (PG), que atuam preferencialmente sobre acidos pécticos.
Também fazem parte deste grupo as liases: a) pectina liase (PL), que tem
preferéncia por pectina e b) pectato liase (PGL) que tem preferéncia por acido

péctico.

1.2.1. Poligalacturonases — PG

As poligalacturonases catalisam a hidrdlise de liga¢des a,1-4 entre residuos
de 4&cido galacturénico nado esterificados. Apresentam como substratos
preferenciais acidos pécticos ou acidos poligalacturbnicos com baixo grau de
esterificacdo. Sua acdo pode se dar internamente a cadeia principal, liberando
oligbmeros (endo-PG) ou na extremidade nao-redutora, liberando monémeros
(exo-PG).

A hidrolise ao acaso das ligacbes internas da cadeia de &acido
poligalacturénico, catalisada pela endo-poligalacturonase (endo-PG) (EC
3.2.1.15), resulta em uma reducdo pronunciada da viscosidade de uma solucéao.
Pode-se obter 50% de reducédo de viscosidade com apenas 2-3% de quebra das
ligacdes glicosidicas (FOGARTY & KELLY, 1983). Para esta enzima, quanto maior

o grau de esterificacdo, menor a velocidade e a proporcdo de hidrélise, uma vez
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que sua acao catalitica é facilitada na presenca de grupos carboxilicos livres
(ROUMBOUTS & PILNIK, 1980). As endo-PG sao produzidas por uma grande
variedade de organismos, como fungos filamentosos, bactérias, leveduras, plantas
superiores e alguns nematoéides parasitos de plantas.

As exo-poligalacturonases (exo-PG) catalisam a hidrélise das ligacGes
terminais o,1-4 da cadeia de acido poligalacturénico por hidrolise (Figura 2). Entre
as exo-PG, dois grupos podem ser diferenciados através do produto final liberado:
exo0-PG1 (EC 3.2.1.67) que liberam mondmeros de acido galacturdnico e exo-PG2

(EC 3.2.1.82) que liberam dimeros (DA SILVA et al., 1997).

COOH COOH COOH COOH
oy oy o 4 oy
OH H OH H OH H OH  H Y /
.0 o o 0
K H H H H
‘ H  OH H  OH H H H  OH
COOH COOH COOH COOH

0 O o o H
OH n + OH H OH H OH H
o H,0 0 0
," H 2 H H H K
H OH H OH H OH H OH

Figura 2- Acdo das exo-poligalacturonases tipo 1 sobre &cido
poligalacturénico. Ocorre a liberacdo de um mondémero de acido

galacturdnico por hidrolise da molécula de pectina ndo esterificada.
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A medida que os substratos s&o hidrolisados pelas exo-PG, observa-se um
consideravel aumento da concentracdo de grupos redutores, causada epla
liberacdo de mondmeros de acido galacturénico, e por um lento decréscimo da
viscosidade das solu¢des. Segundo REXOVA-BENKOVA & MARKOVIC (1976),
uma reducédo de 50% da viscosidade s6 é alcancada quando cerca de 35-40% das
ligacdes glicosidicas sao hidrolisadas por esta poligalacturonase. As exo-PG sao
encontradas em diferentes frutos e vegetais e podem também ser produzidas por
fungos filamentosos e bactérias.

Para fungos fitopatogénicos, as poligalacturonases parecem atuar como um
fator de viruléncia, degradando a pectina presente na parede celular e
aumentando a acessibilidade para degradacgéo por outras enzimas, ocasionando a
lise celular e a destruicéo dos tecidos da planta (MARTINEZ et al., 1991; LANG &
DORNENBURG, 2000). J& em plantas, estas enzimas desempenham funcées
importantes, como o0 reconhecimento de sinais liberados pela acdo de
fitopatdgenos e herbivoros, o que ativa respostas de defesa (BERGEY et al.,
1999). Além disso, as PGs sdo imprescindiveis para o amadurecimento de frutos
(HADFIELD & BENNETT, 1998).

PGs de frutas geralmente s&o inativadas durante o seu processamento
industrial e, por isso, adicionam-se enzimas exdgenas. Altos niveis de PG s&o
usados para a producédo de alimentos infantis e para estabilizagcdo do suco de
laranja (SILVA et al., 2005). Estas enzimas séo utilizadas durante a maceracao de
frutas e para a extracdo e a clarificacdo de vinhos e sucos (LANG &

DORNENBURG, 2000).

21



Pela caracteristica da liberacdo de seus produtos, a determinacdo da
atividade enzimatica das poligalacturonases pode ser realizada pela medida da
reducdo de viscosidade de uma solucdo (para endo-PG) ou pelo aumento da

concentracdo de agucares redutores (para exo-PG).

1.2.2. Pectina liase — PL

Pectina liases rompem as ligacbes a,1-4 entre residuos de acido
galacturénico pelo mecanismo de trans-eliminagéo, formando uma dupla ligacéo
entre os carbonos 4 e 5 (Figura 3). Esta enzima pode ser subdividida em endo-PL
e exo-PL, liberando oligbmeros ou monémeros de acido galacturénico,

respectivamente.

COOH COOCH3 COOH COOCH3

P @w@

.

COOH CDOCH3 COOH COOCH3
©)
0
A N ‘/\r:
’ H OH

Figura 3- Acéo de exo-pectina liase sobre pectina. Notar a dupla ligacao
gerada pela acao desta enzima (caixa vermelha).
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As pectina liases clivam preferencialmente substratos com alta metilacao,
diminuindo a afinidade pelo substrato com a diminuicdo do grau de esterificacédo
(REXOVA-BENKOVA & MARKOVIC, 1976). Por esta razdo, é a Unica pectinase
capaz de despolimerizar, sem a acao anterior de outras enzimas, moléculas de
pectina altamente esterificada, diminuindo a viscosidade e a clarificacdo de sucos,
sem comprometer o conteudo de ésteres volateis responsaveis pelo aroma de
véarias frutas (ALANA et al., 1990). Muitas PLs s&o ativadas por célcio (UHLIG,
1998).

Estas enzimas sdo produzidas quase que exclusivamente por fungos
flamentosos e sdo, em sua maioria, extracelulares (REXOVA-BENKOVA &
MARKOVIC, 1976; SILVA et al.,, 1993). Entre os fungos, destacam-se os do
género Penicillium, como Penicillium italicum, Penicillium digitatum, Penicillium
griseoroseum e Penicilium oxalicum (utilizado neste trabalho), pelas
caracteristicas e quantidades de enzima secretada (ALANA et al., 1990). Nos
ultimos anos, diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos objetivando a producéo
e a caracterizacdo destas enzimas (ALANA et al., 1990; SILVA et al., 1993;
BARACAT-PEREIRA et al.,, 1994; MINUSSI et al., 1998). Porém, ainda faltam
informacdes quanto as propriedades e aplicacdes das mesmas.

Nas infeccbes causadas por fungos fitopatogénicos, estas enzimas,
juntamente com PGs, sdo responsaveis pelo apodrecimento de frutos e vegetais
durante a estocagem (COLLIMER & KEEN, 1986). PLs de fungos nao patogénicos
atuam na deterioracdo de matéria organica morta. Além disso, estas enzimas tém

um papel importante na industria téxtil e de alimentos (SILVA et al., 1993).
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1.2.3. Pectinesterase — PE

As pectinesterases (EC 3.1.1.11) sao pectinases conhecidas como
desmetoxilantes (ou desesterificantes) que catalisam a hidrélise de grupamentos

metoxil da pectina, liberando metanol (Figura 4).

COOH COOCH3 COOH COOCH3

T O n 0 H oy
OH H OH H OH H OH H S
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o H H H H !
’ OH H OH H H H OH
OOH CH3 H COOH + CH;OH
H O\ H O\H O H
H H H H H H H H ,»'
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H  OH H OH H H H OH

Figura 4- Acao da pectinesterase sobre a molécula de pectina. A enzima
pectinesterase atua sobre pectina altamente metoxilada, liberando

metanol.

A acao da PE tem pouco efeito sobre a viscosidade das solugbes. Esta
enzima atua sobre a pectina de alta mexotilacdo e a transforma em pectina de
baixa metoxilagdo, sendo, portanto, imprescindivel para a acdo de outras
pectinases, como as poligalacturonases, uma vez que estas atuam sobre pectina

de baixa metoxilagao.
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Estas enzimas sédo produzidas por plantas, fungos filamentosos, algumas
bactérias e leveduras. Aléem de auxiliar fitopatdgenos no processo de infeccdo em
plantas, nutricAo e atuar no amadurecimento de frutos, estas enzimas tém um
papel importante na industria de alimentos, disponibilizando pectina de baixa
metoxilacdo para as PGs e para utilizacdo em alimentos com baixas calorias

(VILARINO et al., 1993; AIZENBERG et al., 2002).

1.2.4 Aplicacéo das pectinases e mercado mundial

As pectinases sao enzimas empregadas em grande propor¢cdo em diversos
segmentos industriais. Sua utilizacdo em escala comercial iniciou-se a partir de
1930 para a preparacao de sucos e vinhos (KASHYAP et al., 2001). Na industria
de alimentos, estas enzimas séo aplicadas para a maceracao de polpas durante o
processamento das frutas, na extracdo e clarificacdo de sucos e na industria de
vinhos, de papel e de tecidos, entre outras.

A extracdo de sucos inicia-se com a prensagem das frutas. Porém, este
método pode gerar alguns problemas como excesso de viscosidade e turbidez
pela formacéo de particulas insollveis, especialmente quando s&o utilizadas frutas
ricas em pectina. A pectina é a principal causa da viscosidade de sucos e da
manutencdo de particulas em suspensdo, uma vez que estas particulas sdo
formadas pela interacdo eletrostatica entre pectina, proteinas e taninos.
Pectinases degradam parcialmente a pectina destas particulas, expondo as
cargas positivas das proteinas. Desta forma, as particulas se unem e precipitam. A

utilizag&o de pectinases neste processo acarreta em um aumento na extragéo de
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sucos, extracdo de pigmentos das frutas e clarificacdo (ALKORTA et al., 1998;
KAWANO et al., 1999; KASHYAP et al., 2001).

As pectinases, associadas com outras enzimas hidroliticas como celulases
e xilanases, vem sendo estudadas visando a aplicacdo na extracdo de diferentes
Oleos vegetais, como 0leo de palmeira, de oliva, de soja e de dendé (BOUVIER &
ENTRESSANGLES, 1992; FREITAS et al., 1997; KASHYAP et al., 2001).

Outra aplicacdo importante € na induastria téxtil, que utiliza pectinases
alcalinas, especialmente para o tratamento de fibras naturais como o rami e o
linho, com o objetivo de facilitar a degomagem das fibras e reduzir o impacto
ambiental gerado por residuos deste segmento industrial (BARACAT et al., 1989;
SHARMA & SATYANARAYANA, 2005). Outras aplicacdes ainda séo estudadas,
como para a producdo de protoplastos, industrias de papel, de café e de chas
(BORIN et al.,, 1996; KASHYAP et al., 2001; SHARMA & SATYANARAYANA,
2005). Pectinases de microrganismos ndo patogénicos estao também envolvidas
na decomposicdo de material organico vegetal, contribuindo para o ciclo do
carbono (ALANA et al., 1990; SILVA et al., 1993).

O mercado mundial de enzimas movimentou, em 1995, US$ 1 bilh&o.
Estima-se para 2005, um aumento no consumo, na ordem de US$ 1,7-2 bilhdes
(KASHYAP et al,, 2001). Segundo ALKORTA et al. (1998) o mercado de
pectinases responde por ¥ do mercado mundial de enzimas. No Brasil, 0 mercado
estimado de pectinases € de aproximadamente R$ 6 milhdes/ano (LNF, 2005).
Entretanto, em vista da escassez de dados e em virtude do aumento da producao

de sucos de frutas, o mercado de pectinases € provavelmente muito maior.
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1.3 Mercado da indlstria de sucos

1.3.1 Citricos

A cadeia de citricos compreende as frutas in natura, a producdo de sucos
(concentrado, reconstituido, pasteurizado e fresco), de 0Oleos essenciais e farelo
de polpa seca. As frutas citricas sdo as mais cultivadas em todo o mundo,
compreendendo uma producdo de 106,6 milhdes de toneladas em 2001
(ABECITRUS, 2005). No Brasil, observa-se um aumento na demanda de suco
pasteurizado embalado onde, em 1999, j4 alcancava 160 milhdes de litros
produzidos (MAPA, 2005).

A producao de laranja, principal fruto citrico, e a industrializacdo do suco
concentram-se em quatro paises, sendo o Brasil o principal produtor e exportador,
abrangendo 47% do mercado mundial, tendo movimentado no ano passado cerca
de US$ 85 milh6es em suco (SECEX, 2005; MAPA, 2005). A grande quantidade
de residuos gerados nesta area sao destinados a compostagem e a producéo de

racao animal.

1.3.2. Magéa

A maca é comercializada na forma fruta in natura, sucos concentrados e

alimentos infantis. O Brasil movimentou, em 2004, cerca de US$ 83 mil em suco e

produziu cerca de 850 mil toneladas da fruta (MAPA, 2005). O Rio Grande do Sul
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€ 0 segundo maior produtor desta fruta, especialmente na regido de Vacaria, onde

o clima é favoravel para o cultivo.

1.3.3. Maracuja

No Brasil, a cultura do maracuja vem crescendo a cada ano. O pais €&, hoje
em dia, um grande produtor e exportador da fruta, destacando-se o estado do
Para, com mais de um terco da producédo nacional, que é de aproximadamente
300 mil toneladas (BIBVIRT, 2005). Mais da metade da producéo nacional de
maracuja € exportada sob a forma de suco. Fato interessante nesta fruta é que a
casca perfaz 65-70% do total do fruto, onde a quantidade de pectina € de 40% da
mesma. Por seu aroma e sabor caracteristicos, a producdo de maracuja vem
crescendo a cada ano, o que indica um aumento na quantidade de casca que é,
na maioria dos casos, utilizada como adubo ou na producdo de racdo para

animais.

1.3.4. Uva

O mercado desta fruta vem crescendo a cada ano, tanto para a producéo
de sucos e vinhos quanto para a comercializacdo da fruta in natura. O Rio Grande
do Sul € o maior produtor de uva do Brasil. O movimento gerado por este mercado
foi de US$ 900 mil/2004, perdendo apenas para a comercializacdo da laranja,

principal produto de exportacéo brasileiro (MAPA, 2005).
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No estado, a regido da Serra Gaucha tem recebido destaque pela producao
da fruta, com a safra deste ano atingindo 500 mil toneladas (ABE, 2005). Os
residuos gerados por esta industria alcancaram cerca de 150 toneladas, sendo

depositados em aterros ou utilizados como adubo organico (ABE, 2005).

Com o aumento da demanda de energia, a atencdo mundial tem se voltado
para a utilizacdo de fontes renovaveis, particularmente residuos agroindustriais e
florestais, que sdo compostos ricos em celulose, lignina, amido, xilano e pectina
(KAUR et al., 2004). Como observado, o Brasil tem um alto potencial para a
producgéo de sucos de frutas, o que vem aumentando a cada ano. Desta forma, a
quantidade de residuos gerados por este segmento industrial vem crescendo, sem
ser dado um destino apropriado a estes. Portanto, os residuos gerados pelas
industrias de sucos podem ser empregados para a producdo de enzimas
pectinoliticas, diminuindo, assim, os custos de producao.

Neste trabalho, foi realizado um estudo de producéo e caracterizacdo de
preparados pectinoliticos para poligalacturonase, pectina liase e pectinesterase
utilizando residuos agroindustriais, bem como a aplicacdo dos mesmos para

extracdo de sucos de frutas como uva, laranja e maga.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Estudar, em escala laboratorial, a producdo de pectinases por fungos
filamentosos visando a obtencdo de preparados enzimaticos utilizando residuos

agroindustriais, bem como a caracterizacéo e a aplicacdo dos mesmos.

2.2. Objetivos especificos
— Isolar microrganismos provenientes de fontes ricas em pectina.
— Selecionar fungos filamentosos produtores de pectinases.
— Definir um meio de cultivo economicamente viavel que favoreca a producao
de pectinases.
— Caracterizar os preparados enzimaticos obtidos.

— Testar os preparados enzimaticos obtidos na extracdo de sucos de frutas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismo e manutencao

P. oxalicum (Curie & Tom) foi isolado de casca de laranja e classificado de
acordo com PITT (2000) pelo laboratério da profa. Maria Inez Sarquis (FIOCRUZ).
O fungo foi mantido em meio Souza (extrato de levedura 0,1%, pectina citrica 1%,
agar 1,5%, 0,1%(NH,),SO,, 0,09% K,HPO, e KH,PO, 0,01% MgSO, pH 5,0

(p/v)) (SOUZA et al., 2003) a 4°C.

3.2. Teste de selecao em placa

Inicialmente, diversos fungos filamentosos foram testados por selecdo em
placa para pectinases. A metodologia utilizada foi modificada de HANKIN &
ANAGNOSTAKIS (1975). O meio, composto por 0,1% extrato de levedura, 1,5%
agar, 0,5% pectina citrica, 0,1% (NH4).SO4, 0,09% K;HPO,4, 0,09% KH,PO,4 e
0,01% MgSOQ,, teve o pH ajustado para 5,0. Os microrganismos foram inoculados
e cultivados em placa contendo o meio seletivo (0,5 cm de altura) por 72h a 28°C.
Apos este periodo, trés circulos de 0,5 cm de diametro foram retirados da regiao
de crescimento de hifas jovens e colocados sobre uma placa nova do mesmo
meio contendo 0,5 cm de espessura. As placas foram incubadas por 24h a 28°C e,
apos este periodo, foi adicionado vermelho de ruténio 0,02% para visualizacao do

halo de degradacao (Figura 6).
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3.3. Teste de micotoxinas

P. oxalicum foi testado quanto a producdo das micotoxinas aflatoxina (B1,
B2, G1 e G2) e ocratoxina. O experimento foi realizado no laboratério de
Toxicologia do Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA)—- UFRGS. A
metodologia de LIN & DIANESE (1976) foi utilizada para inducdo da secrecéo
destas micotoxinas. A analise foi realizada em cromatografia de camada delgada
(TLC) com silica gel 60 como suporte e como fase movel, utilizando
tolueno:acetato de etila:cloroformio:acido férmico (35: 25: 25: 10).

Linhagens de Aspergillus spp. selecionadas no ensaio em placa também

foram analisadas quanto a producdo de micotoxinas.

3.4. Suspensdao de esporos

P. oxalicum foi cultivado em placas de Petri contendo meio Souza sélido
(item 3.1.) por incubacéo a 28°C até a esporulagdo. Os esporos foram coletados
com auxilio de alca de Drigalski em 3,0 mL de solucdo de Tween 80 0,01% (v/v),
esterilizada por filtragdo. A suspenséo de esporos obtida foi lavada duas vezes
com &gua destilada estéril por centrifugacdo (3000 x g durante 10 minutos). Os
esporos foram ressuspensos em agua destilada estéril e contados em camara de
Neubauer. Foi testada a presenca de contaminantes nas suspensoes, retirando-se
10 ul das mesmas e colocando-as em um tubo de ensaio contendo 3 mL de meio
LB liquido (1% de triptona; 5% de extrato de levedura; 1% de NaCl (p/v)).
Suspensdes novas contendo cerca de 10° esporos m/L foram utilizadas para

in6culo.
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3.5. Cascas de frutas utilizadas
Foram utilizadas cascas de frutas oriundas de supermercado, com excecao
da casca de uva, coletada na Vinicola Aurora (Bento Gongalves, RS). As cascas

foram secas em estufa a 50°C para desidratacéo e, na hora do uso, trituradas.

3.6. Cultivo de P. oxalicum
P. oxalicum foi cultivado a partir de um in6culo de 10° esporos/mL em 20
mL de meio Souza (item 3.1). Os frascos foram incubados em agitador orbital

170rpm a 28°C até 120h.

3.7. Ensaios enzimaticos:

3.7.1. Poligalacturonase (PG)

A atividade enzimatica de PG, foi determinada pela analise da liberacdo de
acucares redutores, seguindo a metodologia de MILLER (1959). A 0,9 mL de uma
solucao 0,1% &cido poligalacturénico (SPECTRUM) em 0,1 M tampéo acetato pH
5,0, foi adicionado 0,1 mL da enzima. O ensaio foi realizado por 30 minutos a
37°C. Transcorrido este tempo, adicionou-se 1mL de acido dinitrosalicilico (DNS).
As amostras foram fervidas 5 minutos e a leitura feita em 550 nm. Acido
galacturdnico (5 mg/mL) (SIGMA) foi utilizado para a curva padréo. Para o branco
da amostra, adicionou-se 1 mL de DNS antes da incubac&o a 37°C. Uma unidade

enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1
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umol de grupos redutores por minuto. Todas as reacfes foram realizadas em

triplicata.

3.7.2 Pectina liase (PL)

A atividade de PL foi determinada espectrofotometricamente pela medida
do aumento da absorbancia em 235 nm, conforme descrito por ALBERSHEIM E
KILLIAS (1962). A mistura da reacdo (1 mL) continha 0,9 mL de 0,1% pectina
citrica (SIGMA) em 0,1 M tampédo acetato pH 5,0 e 0,1 mL do preparado
enzimatico. O ensaio foi realizado por 30 minutos a 37°C. Uma unidade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima que produz 1 umol de uronideo
insaturado (e = 5500 M cm™) por min. Todas as reacdes foram realizadas em

triplicata.

3.7.3 Pectinesterase (PE)

A metodologia utilizada foi modificada de BARNBY et al. (1990). A 2 mL de
uma solucéo 1% pectina (SIGMA) em 0,1 M NaCl pH 7,5 foi adicionado 0,1 mL da
enzima. O pH foi mantido por 30 minutos com a adicdo de 0,02 M NaOH. Uma
unidade de PE foi definida como a quantidade de enzima que libera 1
miliequivalente de grupos carboxil por mL por minuto. Todas as reac¢des foram

realizadas em triplicata.
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3.8. Quantificacdo de proteinas totais
A medida de proteinas totais foi realizada pelo método do acido
bicinconinico (BCA - PROTEIN ASSAY, PIERCE), utilizando albumina sérica

bovina como padrédo (SMITH et al., 1985).

3.9. Otimizacao das condi¢fes de producdo de pectinases de P. oxalicum
Foi realizada a otimizacdo da producéo de trés pectinases de P. oxalicum:
poligalacturonase (PG), pectina liase (PL) e pectinesterase (PE). Cada enzima foi

analisada em separado, gerando trés meios de cultivo otimizados diferentes.

3.9.1. Cultivo de P. oxalicum em meio liguido com diferentes fontes de
carbono

O fungo foi cultivado a partir de um inéculo de 10° esporos/mL em 20 mL de

meio Souza (item 3.1.), alterando a fonte de carbono. Foram utilizados: pectina
citrica 1% (Farmos, SP, Brasil), glicose 1%, glicose 0,5% + pectina citrica 0,5%,
acido galacturbnico 1%, casca de uva 1%, casca de laranja 1%, casca de
maracuja 1% e casca de liméo 1% (p/v). Os frascos foram incubados em agitador
orbital 170rpm a 28°C até 96h. Ap6s o crescimento, o sobrenadante foi utilizado
para ensaios enzimaticos e o micélio coletado foi utilizado para determinacéo da

biomassa por secagem em estufa a 80°C até estabilizacéo do peso.
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3.9.2. Cultivo de P. oxalicum em meio liquido com diferentes
concentracdes da fonte de carbono selecionada

P. oxalicum foi cultivado conforme descrito anteriormente (item 3.6) por

96h. A fonte de carbono selecionada para a producdo de cada enzima

(poligalacturonase, pectina liase e pectinesterase) foi testada em quatro diferentes

concentracdes: 0,5, 1, 2 e 3% (p/v).

3.9.3. Cultivo de P. oxalicum em diferentes pH
P. oxalicum foi cultivado conforme descrito anteriormente em meio Souza
(item 3.6), com a fonte de carbono selecionada, bem como sua concentragdo. O
pH inicial foi ajustado com tampé&o citrato-fosfato 50 mM para valores entre 3,0 e
7,0 e com tampéo fosfato 50 mM para o valor de pH 8,0. Para o controle, foi

utilizado o meio Souza sem tamponamento.

3.9.4. Cultivo de P. oxalicum em diferentes temperaturas
O fungo foi cultivado em meio Souza com fonte de carbono, concentragéo
da mesma e pH selecionados em trés temperaturas diferentes: 28°C, 32°C e 36°C,

sendo que a primeira temperatura foi considerada como controle.

3.10. Caracterizacado dos preparados pectinoliticos
Apébs a otimizacdo dos meios de cultivo para a producado das trés enzimas
testadas neste trabalho (PG, PE e PL), foi realizada a caracterizacdo dos

preparados enzimaticos.
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Obs.: a caracterizacdo de cada uma das enzimas foi feita em preparados

individuais.

3.10.1. Influéncia do pH sobre a atividade enziméatica

As atividades de PG, PL e PE dos preparados enzimaticos otimizados
foram testadas em uma faixa de pH compreendida entre 3,0 a 10,0. Os tampdes
utilizados foram: acido citrico/fosfato de sédio para pH de 3,0 a 6,0; Tris-HCI para
pH de 7,0 a 9,0 e carbonato/bicarbonato de soédio para pH 10,0, todos a uma
concentracdo de 0,1 M. Para o controle, foi utilizado o ensaio padrdo. Os
substratos utilizados foram acido poligalacturénico para PG e pectina citrica para

PL e PE, com ensaios realizados em triplicata.

3.10.2. Influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica

Para o teste de temperatura 6tima das enzimas, 0s ensaios enzimaticos de
cada uma foram realizados em diferentes temperaturas, variando de 20 a 90°C,
sendo o controle realizado a 37°C. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.10.3. Efeito de detergentes

Os sobrenadantes dos preparados enzimaticos foram incubados por 10 min
a 37°C com os seguintes detergentes: SDS, Tween 20, Tween 80 e Triton x-100,
em duas concentracdes: 1 e 5 mM. Apds a incubacéo, as reacdes foram iniciadas
com a adicdo dos substratos respectivos para as trés enzimas: &cido

poligalacturénico para PG e pectina citrica para PL e PE. Todos os ensaios foram
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realizados em triplicata. O resultado esta apresentado como % de atividade

residual relativa ao controle sem detergente.

3.10.4. Efeito de aditivos e agente redutor

Os sobrenadantes dos preparados enzimaticos foram incubados por 10min
a 37°C com os aditivos PEG (polietilenoglicol) 6000 e glicerol, e o agente redutor
B-mercaptoetanol, nas concentracdes de 0,1 e 0,5%. Apos incubacéao, as reacdes
foram iniciadas com a adicao do substrato respectivo para cada enzima. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata e os resultados estao apresentados como %

de atividade residual relativa ao controle.

3.10.5. Efeito de céations e agente quelante

Os sobrenadantes dos preparados enzimaticos foram incubados por 10 min
a 37°C com os seguintes cations: zinco (ZnCl,), cobre (CuCl,), magnésio (MgCl,),
manganés (MnCl,), césio (CsCly), calcio (CaCl,) e cobalto (CoCly) nas
concentracbes de 1 e 5 mM. Foi testado também o efeito do agente quelante,
EDTA, sobre a atividade das enzimas em seus respectivos preparados, nas
concentracbes de 1 e 5 mM. Apds incubacado, as reacfes foram iniciadas com a
adicado do respectivo substrato de cada enzima. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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3.11. Aplicacédo dos preparados enzimaticos para extracdo de sucos

Os preparados enzimaticos obtidos através da otimizacdo dos meios de
cultivo para as trés enzimas foram utilizados para o teste de aplicacdo dos
mesmos na extracdo de sucos de frutas. Foram utilizadas as seguintes frutas: uva
(variedade niagara), laranja (variedade valéncia) e maca (variedade gala). A
metodologia de extracdo foi otimizada, seguindo KASHYAP et al. (2001) (Figura
5). As frutas foram selecionadas, lavadas, picadas (laranja e macad) ou esmagadas
(uva) e misturadas. Uvas esmagadas foram aquecidas a 50°C por 15 min e macas
picadas foram mantidas por 15 min em contato com oxigénio para destruicdo de
polifendis que poderiam inibir a acdo das pectinases (KASHYAP et al., 2001). As
frutas picadas e misturadas foram separadas em frascos com 20g cada. A cada
frasco foi adicionado um preparado enzimatico contendo 1 ou 10U/g de fruta de
cada enzima. Os preparados foram diluidos em 20 mM tampdao acetato pH 5,0 até
um volume que cobrisse as frutas contidas nos frascos (aproximadamente 10 mL).
Ao controle foi adicionado somente tampéo. Os frascos foram mantidos por 6h a
37°C com agitacdo. Apds este tempo, foi procedida a extracdo dos sucos através

de filtracdo em papel Whatman n. 1 e analise dos mesmos.

3.12. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de Tuckey (o= 0,05)
através do programa SPSS 10.0 for Windows. Os resultados foram apresentados
colocando-se letras ao lado das médias. Letras iguais indicam médias que nao

diferem significativamente.
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Figura 5- Metodologia desenvolvida para o ensaio de aplicacdo dos

preparados pectinoliticos produzidos por P. oxalicum.
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4. RESULTADOS

4.1 Selecdo de microrganismos produtores de pectinases e teste de
micotoxinas
Fungos filamentosos provenientes do Laboratério de Fungos de
Importancia Médica e Biotecnologica — UFRGS e alguns isolados de fontes ricas
em pectina, como casca de uva e laranja, foram testados para deteccdo de
pectinases através do halo de degradacdo em placa contendo pectina (item 3.2)

(Figura 6).

Figura 6- Teste em placa para selecdo de microrganismos produtores de
pectinases. Fotografia de placa mostrando o halo de degradacéo
gerado pelo fungo P. oxalicum. A uma placa contendo meio Souza,
foram adicionados trés pedacos de uma cultura de P. oxalicum cultivado
no mesmo meio por 72h. Apos 24h, a placa foi coberta com vermelho de

ruténio 0,02% para visualizacdo do halo de degradacao (transltcido).
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A Tabela 3 mostra os microrganismos testados, bem como o tamanho do
halo de degradacéo formado. Os trés fungos que apresentaram o maior halo, A.
niger, A. japonicus e P. oxalicum, foram selecionados para teste em cultivo em

meio liquido.

Tabela 3- Microrganismos testados para a producao de pectinases.

Microrganismo Origem Halo (cm)
A. niger* UFRGS 1,8
A. flavus UFRGS 1,6
A. awamori Casca de laranja 1,4
A. japonicus* Casca de laranja 1,7
P. restrictum UFRGS 0
P. oxalicum* Casca de laranja 2,0
P. gorgonzolla UFRGS 0
T. harzianum UFRGS 0
T. reesei UFRGS 0
T. koningii UFRGS 0
Aspergillus sp. 29 UFRGS 1,0
Aspergillus sp. 34 UFRGS 1,3
Isolado U1 Casca de uva 0

* fungos selecionados

UFRGS- laboratério de fungos de importancia médica e biotecnolégica.

Os fungos filamentosos foram inoculados em placas contendo meio Souza com
pectina. Apés 72h, pedacos de 0,5 cm foram recortados e colocados sobre placa nova
contendo o mesmo meio. Passada 24h, adicionou-se vermelho de ruténio para

visualizacéo do halo de degradacéo, que foi medido.
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Estes microrganismos selecionados foram cultivados em meio Souza (item
3.1) com pectina citrica como fonte indutora por 120h a 28°C, 170rpm. Apés este
tempo, foi realizado um ensaio para deteccdo de atividade de pectinases totais,
com modificacdo do ensaio para poligalacturonase (item 3.7.1), utilizando pectina
citrica 0,1% como substrato.

A partir deste experimento, foi selecionado o fungo P. oxalicum, por
apresentar a maior atividade de pectinases totais (Figura 7A). Este fungo foi
cultivado novamente em meio Souza contendo pectina citrica 1% por 120h a 28°C
e agitacdo (170rpm). Foram retiradas aliquotas a cada 12h para ensaios de
poligalaturonase, pectina liase e pectinesterase (itens 3.7.1, 3.7.2 e 3.7.3,
respectivamente). Pode-se observar que houve um pico de atividade para as trés
enzimas em 96h de cultivo (Figura 7B).

Estes trés microrganismos, juntamente com Aspergillus sp. n° 29 e 34
(Tabela 3) foram analisados quanto a producao e secrecdo de micotoxinas (item
3.3). Para estes fungos, ndo houve a deteccdo de nenhuma micotoxina testada

(dados n&o mostrados).
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Figura 7- Producdo de pectinases em meio liquido dos microrganismos
selecionados. (A) A. niger, A. japonicus e P. oxalicum foram cultivados
por 120h em meio Souza para detec¢cdo de pectinases totais; (B) cultivo
de P. oxalicum em meio Souza com pectina citrica 1% por 120h, com
retirada de aliqguotas a cada 12h, que foram analisadas quanto a
atividade de poligalacturonase (PG), pectina liase (PL) e pectinesterase
(PE).
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4.2. Otimizacdo da producdo de pectinases utilizando residuos
agroindustriais
P. oxalicum foi selecionado como sendo um produtor promissor de
pectinases. Visando otimizar o meio de producdo destas enzimas, utilizamos
fontes alternativas de pectina, como cascas de frutas, 0 que acarretaria em uma

diminuicao nos custos de producao.

4.2.1. Fontes de carbono

O fungo foi cultivado em meio Souza com diferentes fontes de energia,
incluindo cascas de uva, laranja, maracuja e limdo, além de glicose, acido
galacturdnico e pectina citrica como padrao, por 96h a 28°C e agitag&o (170rpm).

A Figura 8 mostra o perfil de produgéo de PG, PL e PE em meios contendo
as diferentes fontes de carbono. A producdo de PG alcancou valores maximos
com &cido galacturdnico (46,52 + 0,52 U.mL™) e casca de maracuja (41,46 + 2,95
U.mL™) em 96h de cultivo (Figura 8A e Tabela 4). Observa-se também que casca
de uva (4.57 + 0.21 U.mL™) ndo induziu a producdo, provavelmente devido ao
baixo contetdo de pectina presente nesta fonte. A producédo de PG foi fortemente
reprimida quando glicose 1% foi adicionada ao meio de cultivo (1,28 + 0,05 U.mL"
Y. Porém, quando glicose (0,5%) foi adicionada ao meio juntamente com pectina
(0,5%), a producéo de PG foi menos afetada (28,64 + 1,60 U.mL™).

Para a producédo de PL, a atividade maxima foi alcancada com casca de

laranja (9,59 + 0,07 U.mL™) apds 96h de cultivo (Figura 8B). Casca de uva e 4cido

45



galacturdnico (0,61 + 0,01 U.mL™) ndo promoveram a producéo de PL, enquanto
glicose 1% pareceu ter um efeito menos significativo (3,27 + 0,02 U.mL™).

A Figura 8C mostra que a producdo de PE por P. oxalicum alcancou a
maior atividade em meio contendo casca de laranja 1% (0,87 + 0,09 U.mL™) apés
72h de cultura. Interessantemente, outros resultados que apresentaram alta
atividade de PE foram os meios com fontes citricas, como casca de liméo (0,68 +
0,02 U.mL™), pectina citrica (0,78 + 0,07 U.mL™) e pectina citrica suplementada
com glicose 0,5% (0,67 + 0,05 U.mL™). Quando P. oxalicum foi crescido em meio
contendo glicose 1%, a producéo néo foi afetada (0,72 + 0,02 U.mL™), mantendo

83% da atividade, se comparada a casca de laranja.
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Figura 8- Atividade de pectinases secretadas por P. oxalicum cultivado em
diferentes fontes de carbono. O fungo foi cultivado em meio Souza
(96h, 28°C, 170rpm), alterando a fonte de carbono com: casca de uva
1%, casca de laranja 1%, casca de maracuja 1%, casca de limaol%,
pectina citrica 1%, pectina 0,5% + glicose 0,5%, glicose 1% e acido
galacturénico (AGal) 1%. (A) atividade de poligalacturonase (PG) com
acido poligalacturénico 0,1% como substrato; (B) atividade de pectina
liase (PL) com pectina citrica 0,1% como substrato; (C) atividade de
pectinesterase (PE) com pectina citrica 1% como substrato. Ensaios

realizados em triplicata e os resultados representam a média aritmética.
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Tabela 4- Atividade de pectinases secretadas por P. oxalicum cultivado em

diferentes fontes de carbono.

Fonte de carbono Atividade PG Atividade PL Atividade PE Proteina
(U/mL.minY)*  (U/mL.minY)*  (U/mL.min?)*  (mg.mL™)
Casca uva 457+0,21* 0% 0,4 +0,05% 0,536
Casca laranja 24,24 +1,71° 9,59 +0,07" 0,87 + 0,09° 0,975
Casca Maracuja 41,46 +2,92° 6,67+0 0,28 + 0,072 1,065
Pectina citrica 28,55+ 1,17° 7,27 +0,03° 0,78+0,07° 0,398
Casca liméo 25,08 +0,09° 5,60+ 0,08° 0,68 + 0,02° 1,398
Pectina + glicose 28,64+1,6°  1,89+0,01° 0,67 +0,05" 0,365
Acido galacturénico 46,52 +0,52° 0,61 +0,01° 0,4 + 0,05° 0,68
Glicose 1,28 £0,05* 3,27 + 0,02° 0,72 + 0,02° 0,884

* cultivo em 96h

** cultivo em 72h

a,b,c,d,e,f,g,h valores seguidos pelas mesmas letras n&o diferem significativamente segundo teste

de Tuckey (a=0,05)

A atividade de poligalacturonase (PG) foi determinada com &cido poligalacturénico 0,1%

como substrato, a de pectina liase (PL) com pectina citrica 0,1% como substrato e a

atividade de pectinesterase (PE) com pectina citrica 1% como substrato. Os ensaios

foram realizados em triplicata e os resultados representam a média aritmética + desvio

padrao.
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Baseado nos resultados da Tabela 4, casca de laranja 1% foi selecionada
como fonte de carbono para a continuacdo dos experimentos de otimizacao das
condicOes de producéo para as enzimas PL e PE. Para PG, como observado na
Tabela 4, acido galacturdnico e casca de maracuja nao diferem significativamente.
Portanto, como é de interesse diminuir custos, casca de maracuja foi selecionada

para a producao desta enzima.

4.2.2. Concentracao da fonte de carbono selecionada

Apos a selecdo da melhor fonte de carbono para a producdo de cada
enzima, foi realizado o teste de concentracdo desta fonte. Meios contendo casca
de laranja e casca de maracuja foram testados nas concentracdes de 0,5, 1, 2 e
3% (p/v).

A atividade de PG foi aumentada quando casca de maracuja foi usada na
concentracdo de 3% em 72h de cultivo (69,59 + 0,93 U.mL™?), mantendo-se
constante apés este periodo (70,55 + 0,65 U.mL™) (Figura 9A). A producédo de PL
foi estimulada quando casca de laranja foi utilizada a uma concentragéo de 1% em
96h de cultura (9,59 + 0,07 U.mL™) (Figura 9B). Para PE, casca de laranja a uma
concentracdo de 2% aumentou a producédo até 72h de cultivo do fungo, (2,93 +
0,09 U.mL™), diminuindo apds este tempo (Figura 9C).

Para continuar a otimizacdo do processo de producéo de pectinases por P.
oxalicum, casca de maracujd a uma concentracdo de 3% e 72h de incubacédo
foram as condicOes selecionadas para PG; casca de laranja 1% e 96h de cultivo

para PL; e, casca de laranja a uma concentracéo de 2% e 72h para PE.
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Figura 9- Efeito da concentracéo da fonte de carbono sobre a atividade de
pectinases secretadas por P. oxalicum. O fungo foi cultivado em
meio Souza (96h, 28°C, 170rpm) contendo casca de laranja para PL e
PE e casca de maracuja para PG, nas concentracdes de 0,5% (1), 1%
@®). 2% ©) e 3% (M ). (A) atividade de poligalacturonase (PG); (B)
atividade de pectina liase (PL); (C) atividade de pectinesterase (PE).
Ensaios realizados em triplicata e os resultados representam a média

aritmética.
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4.2.3. Efeito do pH do meio de cultivo sobre a producédo de pectinases
de P. oxalicum

Apés a selecdo da fonte de carbono e a concentracdo da mesma, foi
realizado o estudo do efeito do pH do meio de cultura sobre a producdo de
pectinases secretadas por P. oxalicum.

A atividade de PG foi maior no meio Souza contendo casca de maracuja
3% sem tamponamento (meio controle) (60,87 + 1,56 U.mL™). Para PL, a maior
atividade detectada foi observada no meio com casca de laranja 1% em pH 7,0
com 24h de cultivo (37,66 + 0,4 U.mL™), declinando consideravelmente apés este
tempo. A atividade de PE foi maior no meio contendo casca de laranja 2% em 72h
de cultivo e tamponado em pH 7,0 (8,17 + 0,09 U.mL™), aumentando quase 3

vezes em relacdo ao controle (Tabela 5).
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Tabela 5- Efeito do pH do meio sobre a producdo de pectinases por P.

oxalicum.
pH Atividade PG Atividade PL Atividade PE
(U/mL.minY)*  (U/mL.min™)*  (U/mL.min™")*
Controle 60,87 + 1,56' 3,22 +0,16° 2,93 +0,09¢
3,0 24,45 + 1,37 4,74 +0,36" 1,97 +0,05°
4,0 17,40 + 0,5° 7,99 +2,01° 1,80 £ 0°
5,0 32,87 +0,65° 9,49 +0,1¢ 2,67 +0°
6,0 26,98 + 0,82 10,00 +0,1° 2,80 + 0
7,0 29,50 + 0,43% 37,66 +0,4° 8,07 + 0,09°
8,0 22,66 +Q° 10,14 + 0,92° 1,50 + 0,05%
* 72h cultivo

** 24h cultivo

a,b,c,d,e valores seguidos pelas mesmas letras néo diferem significativamente
segundo teste de Tuckey («=0,05)

controle: meio sem tamponamento, com pH inicial de 4,5.

O fungo foi cultivado em meio Souza contendo casca de laranja 1 e 2% para PL e
PE, respectivamente, e casca de maracuja 3% para PG. O meio foi tamponado
com diferentes pH, variando de 3,0 a 8,0. Ensaios realizados em triplicata e os

resultados representam a média aritmética + desvio padréo.
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4.2.4. Efeito da temperatura sobre a producéo de pectinases por P. oxalicum
A Tabela 6 mostra o efeito de diferentes temperaturas sobre a producéo de
PG, PL e PE por P. oxalicum. A temperatura G6tima para a producédo de PG foi
32°C (80,22 + 0,04 U.mL™), enquanto para PL e PE a temperatura 6tima de cultivo
foi 28°C (37,65 + 0,4 U.mL™" e 8,17 + 0,09 U.mL™, respectivamente). Para estas
duas enzimas, a atividade decaiu consideravelmente nas outras temperaturas
testadas (32°C e 36°C). Os meios de cultivo otimizados ficaram da seguinte forma:
- PG: casca de maracuja 3%, 32°C por 72h e meio sem tamponamento;
- PL: casca de laranja 1% pH 7,0, 28°C por 24h;

- PE: casca de laranja 2% pH 7,0, 28°C por 72h.

Tabela 6- Efeito da temperatura de cultivo sobre a producdo de pectinases

por P. oxalicum.

Temperatura Atividade PG Atividade PL  Atividade PE
(U/mL.min?)  (U/mL.min?) (U/mL.min™)

28°C 69,6 + 0,93 37,65 +0,40° 8,17 +0,09°
32°C 80,22 +0,04° 02 0,37 + 0,052
36°C 43,49 +0,09° 0,05+0,01° 1,46 +0,09°

a,b,c Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente segundo teste de
Tuckey (a=0,05)

O fungo foi cultivado em meio Souza contendo casca de laranja 1 e 2% pH 7,0 para PL e
PE, respectivamente, e casca de maracuja 3% para PG. Ensaios realizados em triplicata

e os resultados representam a média aritmética + desvio padréo.
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4.3. Caracterizacdo dos sobrenadantes (preparados enzimaticos) dos meios
de cultivo otimizados para a producéo de pectinases por P. oxalicum

ApoOs a otimizacdo do meio de cultivo para a producéo de PG, PL e PE por

P. oxalicum, os sobrenadantes, chamados de preparados enzimaticos, foram

caracterizados quanto ao efeito do pH, temperatura, detergentes, aditivos, agente

redutor, cations e EDTA sobre a atividade das enzimas.

4.3.1. Influéncia do pH sobre a atividade das enzimas

O efeito do pH sobre a atividade das trés pectinases utilizadas neste
trabalho foi verificado utilizando-se acido poligalacturénico como substrato para
PG e pectina citrica como substrato para PL e PE, com pH variando entre 3,0 a
10,0.

Para poligalacturonase, o pH parece ndo afetar a atividade da enzima
presente no preparado enzimatico otimizado, tendo uma atividade alta em todos
0s pHs testados. Porém, observa-se uma atividade mais pronunciada em pHs
acidos (Figura 10A). O perfil de atividade para pectina liase mostra uma atividade
otima em pH 6,0 para a enzima neste preparado (Figura 10B). Para
pectinesterase, a atividade 6tima da enzima no preparado foi em pH 9,0 (Figura

10C).
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Figura 10- Influéncia do pH sobre a atividade das pectinases presentes nos
sobrenadantes de cultivo de P. oxalicum. Os preparados
enzimaticos otimizados para cada enzima foram ensaiados com os
substratos de cada enzima - 4cido poligalacturénico para PG e pectina
citrica para PL e PE - com pH variando entre 3,0 e 10,0 (A)
poligalacturonase; (B) pectina liase e (C) pectinesterase. Ensaios

realizados em triplicata.
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4.3.2. Influéncia da temperatura sobre a atividade das enzimas
PG, PL e PE foram ensaiadas em diferentes temperaturas. PG presente no
preparado enzimético otimizado apresentou atividade 6tima entre 30 e 50°C. PL e

PE tiveram atividade 6tima em 40°C, conforme mostrado na Figura 11.

4.3.3. Efeito de detergentes

O efeito de diferentes detergentes sobre PG, PL e PE presentes nos
preparados enzimaticos foi determinado, utilizando-se como substrato acido
poligalacturénico para PG e pectina citrica para PL e PE. SDS teve o maior efeito
inibitério para todas as enzimas em ambas concentracfes testadas, com efeito
mais pronunciado para PL e PG, levando a total inibicdo das mesmas. Para PE, o
efeito foi menor, com reducéo de aproximadamente 30%. Tween 20, Tween 80 e
Triton X-100 néo tiveram efeito inibitdrio sobre a atividade de ambas as enzimas
dos preparados na concentracdo de 1 mM e na concentracdo de 5 mM para PE.
Estes detergentes pareceram auxiliar a agdo das enzimas, aumentando suas
atividades, especialmente para PG, onde o aumento foi de 50%. Porém, Triton X-
100 na concentragdo de 5 mM, pareceu interferir na atividade das enzimas PG e

PL significativamente, com reducéo de 60 e 70%, respectivamente (Tabela 7).
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Figura 11- Influéncia da temperatura sobre a atividade das pectinases
presentes nos sobrenadantes de cultivo de P. oxalicum. Os
preparados enziméticos otimizados para cada enzima foram ensaiadas
com seus respectivos substratos - acido poligalacturénico para PG e
pectina citrica para PL e PE - com temperatura variando entre 20 e
90°C. (A) poligalacturonase (PG); (B) pectina liase (PL) e (C)
pectinesterase (PE). Ensaios realizados em triplicata.
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Tabela 7- Efeito de detergentes sobre a atividade das pectinases presentes

nos sobrenadantes de cultivo de P. oxalicum.

Poligalacturonase Pectina liase Pectinesterase
iImM 5SmM ImM SmM ImM 5mM

C 100 100 100 100 100 100
SDS 460 O 0 0 69,76 65,12
Tween 20 153,31 76,73 96,02 85,35 143,20 130,24
Tween 80 146,17 77,14 102,76 93,24 120,77 117,71
Triton X-100 151,73 43,28 91,99 29,78 112,96 109,40

Os preparados enzimaticos otimizados para cada enzima foram incubados por 10min com
os detergentes testados. O ensaio foi disparado com a adicdo dos respectivos substratos
- 4cido poligalacturénico para PG e pectina citrica para PL e PE. Ensaios realizados em
triplicata e os resultados estdo apresentados como % de atividade residual relativa ao

controle.

4.3.4. Efeito de aditivos e agente redutor

O efeito de aditivos e de um agente redutor sobre a atividade de PG, PL e
PE presentes nos preparados enzimaticos foram analisados (Tabela 8). Para PG,
os aditivos PEG 6000 e glicerol ndo tiveram efeito negativo quando utilizados na
concentragdo de 0,1%. Porém, com o aumento da concentracao, glicerol reduziu a
atividade em torno de 30%. Para a enzima PL, ambos os reagentes interferiram de
forma drastica na atividade enzimética, com uma reducdo de aproximadamente
100%. Para PE, os aditivos e 0 agente redutor tiveram um efeito inibitério sobre a

enzima do preparado enzimético, com reducao entre 20 e 30%.
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Tabela 8- Efeito de aditivos e de agente redutor sobre a atividade das

pectinases presentes nos sobrenadantes de cultivo de P.

oxalicum.
Poligalacturonase Pectina liase Pectinesterase
0,1% 0,5% 0,1% 0,5% 0,1% 0,5%
C 100 100 100 100 100 100
PEG 6000 100,53 96,84 1,38 1,37 88,12 88,12
glicerol 103,74 72,64 1,40 1,33 87,04 83,37
B-mercaptoetanol 51,90 42,18 1,18 0,15 88,12 87,80

Os preparados enziméticos contendo as enzimas foram incubados por 10min com os
aditivos e o0 agente redutor testados. O ensaio foi disparado com a adicdo dos respectivos
substratos - acido poligalacturbnico para PG e pectina citrica para PL e PE. Ensaios
realizados em triplicata e os resultados estdo apresentados como % de atividade residual

relativa ao controle.

4.3.5. Efeito de cations e EDTA

O efeito de diferentes cétions e EDTA sobre a atividade das pectinases PG,
PL e PE presentes nos preparados enzimaticos foram analisados (Tabela 9). Para
PG, Zn e Cu causaram uma reducao significativa da atividade em torno de 60 a
70% nas duas concentracdes testadas. Mn, Ca e Co também causaram efeito
negativo, porém mais sutil, aproximadamente 10-20%. Os outros cations testados,
Mg e Cs, pareceram favorecer a atividade enzimatica. Interessantemente, todos
0s cations testados diminuiram (ou aumentaram) seu efeito quando testado na

concentracdo de 5 mM.
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Para a enzima PL, o cation Cu teve o maior efeito inibitério, com reducéo da
atividade em torno de 98%. Co também teve um efeito inibitério, porém mais sutil,
entre 10 e 25% para 1 e 5 mM, respectivamente. Os outros cations testados,
praticamente nao tiveram efeito inibitério ou indutor. Para PE, somente o céation Cu
teve efeito inibitério, com reducdo em torno de 40% para as duas concentracfes
testadas. Os outros cations nao tiveram efeito sobre a atividade desta enzima em
seu respectivo preparado.

O efeito de EDTA também foi analisado para as trés enzimas. A Tabela 9
mostra que este agente quelante ndo teve efeito sobre nenhuma das enzimas,

sugerindo que elas ndo necessitam de cofatores para que exergcam sua atividade.
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Tabela 9- Efeito de cations e EDTA sobre a atividade das pectinases

presentes nos sobrenadantes de cultivo de P. oxalicum.

Poligalacturonase Pectina liase Pectinesterase
imM 5mM iImM 5mM imM 5mM
C 100 100 100 100 100 100
Zn 39,6 41,4 98,0 96,4 97,6 96,2
Cu 31,6 33,0 2,3 1,2 65,8 58,4
Mg 104,2 108,7 106,2 105,1 99,82 98,98
Mn 96,36 100,55 100,26 100,2 103,2 103
Cs 117,6 1227 99,64 99,1 100,26 100,26
Ca 80,56 84,06 100,34 99,84 99,34 98,47
Co 87,36 91,15 88,25 76,87 92,46 92,12
EDTA 98,48 97,15 101,2 99,2 98,67 98,1

Os preparados enziméticos contendo as enzimas foram incubados por 10min com o0s

diferentes cations testados e EDTA. O ensaio foi disparado com a adicao dos respectivos

substratos - acido poligalacturénico para PG e pectina citrica para PL e PE. Ensaios

realizados em triplicata e os resultados estdo apresentados como % de atividade residual

relativa ao controle.

62



4.4. Aplicacao dos preparados enzimaticos produzidos por P. oxalicum com
atividade de pectinases na extracdo de sucos de frutas.

Os preparados enzimaticos obtidos através da otimizacdo dos meios de
cultivo para as trés enzimas foram utilizados em um teste de aplicacdo dos
mesmos na extracdo de sucos de frutas, conforme descrito anteriormente (item
3.11 e Figura 5). Foram utilizadas as seguintes frutas: uva (variedade niagara),
laranja (variedade valéncia) e maca (variedade gala).

A Figura 12 mostra os resultados obtidos neste experimento. Houve um
aumento na extracdo de sucos para todas as frutas, com a adicdo de todos o0s
preparados enzimaticos e nas duas concentracfes testadas, com excecdo de PG
e PE na concentragcdo de 1U para uva. Quando 10U das enzimas foram
adicionadas, observou-se um aumento significativo na extracdo de sucos.

Para uva, foi observado também um aumento na extracdo de cor e
diminuicdo da turbidez do suco para as trés enzimas analisadas (Figura 12A).
Para laranja, observa-se uma diminuicdo significativa da turbidez do suco quando
adicionado PG 10U (Figura 12B). J& para macéa, observa-se claramente a extracédo
de cor para as trés enzimas testadas, bem como a diminuicdo da turbidez para PG

e PL (Figura 12C).
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Figura 12- Aplicacdo dos preparados enzimaticos com atividade de
pectinases produzidos por P. oxalicum na extracdo de sucos de
frutas. (A) uva; (B) laranja; (C) maca. Fotografia dos sucos utilizando
10U das enzimas: PG- poligalacturonase, PL- pectina liase, PE-
pectinesterase. Os gréficos indicam o volume (mL) coletado ap6s 6h
de incubacdo. Ensaio realizado em triplicata e os valores indicam a

média aritmética.
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5. DISCUSSAO

O mercado de pectinases responde por ¥4 da movimentacdo mundial de
enzimas, com estimativa de aumento no consumo para este ano (ALKORTA et al.,
1998; KASHYAP et al, 2001). O Brasil produz, por ano, quantidades
consideraveis de residuos agroindustriais derivados do processamento de sucos
que podem ser utilizados como fonte de carbono para a producdo de pectinases
em escala comercial.

Neste trabalho, realizamos a producao, a caracterizacdo e a aplicacdo de
preparados pectinoliticos produzidos pelo fungo P. oxalicum utilizando residuos
agroindustriais. Detectamos, neste trabalho, a atividade de pectinesterase para
este fungo, ndo detectada em um trabalho anterior (IKOTUN, 1984).

O cultivo do isolado P. oxalicum para producao de pectinases foi realizado
pelo método submerso e aerdbico, similar a metodologia aplicada para os fungos
A. niger (AGUILAR & HUITRON, 1987; BAILEY & PESSA, 1990), P. expansum
(SILVA et al., 1993), Botrytis cinerea (LEONE & VAN DER HEUVEL, 1987) e para
a levedura Kluyveromyces wickerhamii (MOYO et al, 2002), sendo esta
metodologia de uso frequiente para a producdo de pectinases. Porém, o método
de fermentacdo semi-sélida também vem sendo utilizado para a producao destas
enzimas (PASTOR et al., 2002; KASHYAP et al., 2003; FONTANA et al., 2005).

A producdo de pectinases é fortemente influenciada pelo tipo e
concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio, bem como pH e temperatura da

cultura (AGUILAR & HUITRON, 1987; FAWOLE & ODUNFA, 2003; OLSSON et
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al., 2003) e pela presenca de substancias pécticas, incluindo cascas de frutas
(AGUILAR & HUITRON, 1987; ISMAIL, 1996; CROTTI et al., 1999).

O fungo P. oxalicum foi selecionado como o melhor produtor de pectinases,
tendo a producdo destas enzimas alcancado valores maximos em 4 dias de
cultivo. Quando utilizamos diferentes fontes de carbono para a producdo de
poligalaturonase (PG), observamos maior atividade em meio contendo casca de
maracuja 1% e acido galacturénico 1%. Este composto, por ser 0 monémero da
pectina, poderia atuar reprimindo a producéo por repressao catabdlica, 0 que néo
foi observado. Esta falta de repressdo sugere que a producdo de PG por P.
oxalicum pode ser constitutiva, conforme demonstrado para Aspergillus sp.
(AGUILAR & HUITRON, 1990) e K. wickerhamii (MOYO et al., 2002). Esta falta de
repressdo pode também sugerir que o &cido galacturbénico, na concentracao
utilizada, poderia atuar como indutor, conforme descrito para Aspergillus sp.
(AGUILAR & HUITRON, 1987).

A producdo de PG foi fortemente inibida por glicose 1%, sugerindo
repressdo catabolica, assim como detectado para o fungo A. japonicus.
(TEIXEIRA et al.,, 2000). Porém, houve um aumento da atividade da enzima
qguando a glicose foi utilizada na concentracdo de 0,5% juntamente com pectina
0,5%. Foi observada repressdo da atividade somente nas primeiras 24h,
sugerindo que a glicose tenha sido consumida durante este periodo, resultando na
sintese de PG induzida pela presenca de pectina no meio, o que disponibilizaria
acido galacturdnico para nutricdo do fungo. Resultados similares foram detectados
para K. wickerhamii (MOYO et al., 2002) e Saccharomyces fragilis (WINBORNE &

RICHARD, 1978).
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Para a producéo de pectina liase (PL), casca de uva e acido galacturénico
nao promoveram a producdo desta enzima, sugerindo repressao catabolica pelo
mondmero da pectina, assim como relatado para P. griseoroseum (BRUMANO et
al., 1991).

Atividades menores de pectinesterase (PE) foram encontradas no meio
contendo casca de uva e de maracuja. Uma inducdo menor, comparada a casca
de laranja, verificada quando estas fontes estavam presentes no meio, poderia
ocorrer devido a forma da pectina presente nestas cascas nao ser altamente
esterificada (substrato preferencial da PE). Quando o fungo foi cultivado no meio
contendo glicose (1%), a producédo néo foi afetada, mantendo 83% da atividade
alcancada com casca de laranja. Este resultado sugere que a sintese de PE por P.
oxalicum pode ser constitutiva, diferentemente do que foi reportado para A. niger
(MALDONADO et al., 1998).

Foi observado também que casca de uva ndo induziu niveis altos de
atividade para PG e PL. O conteddo de pectina presente na uva € baixo. Além
disso, apresenta naturalmente leveduras em sua casca que poderiam ter
degradado a pectina para nutricdo celular, diminuindo ainda mais a quantidade do
substrato e ocasionando uma inibicdo da producdo destas pectinases por P.
oxalicum.

Tendo selecionado a melhor fonte de carbono para a producédo de
pectinases por P. oxalicum, foi realizado o teste de concentracdo da mesma,
sendo selecionadas casca de maracuja a uma concentracdo de 3% e 72h de
cultivo para PG, casca de laranja 1% e 96h de cultivo para PL e casca de laranja a

uma concentracdo de 2% e 72h para PE. Assim como LEONE & VAN DER
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HEUVEL (1987), NAIR et al. (1995) e TEIXEIRA et al. (2000), estes resultados
sugerem que as diferentes pectinases produzidas sdo afetadas pelo tipo e
concentracdo do substrato presente no meio de cultivo.

Quando realizamos a otimizacdo do pH do meio de cultivo para a producéo
de pectinases por P. oxalicum, verificamos que, para PG, alta atividade foi
detectada no meio sem tamponamento, que apresenta pH inicial de 4,5. Para A.
niger, pH acidos também foram detectados (BAILEY & PESSA, 1990; FAWOLE &
ODUNFA, 2003). Para PL, foi detectada uma grande producdo em pH 7,0 com
24h de cultivo. Este requerimento de pH neutro ou alcalino para a producéo de PL
ja foi demonstrado para outros microrganismos (MANACHINI et al., 1988; SILVA
et al., 1993).

A temperatura 6tima para producdo de PG foi 32°C, enquanto para PL e PE
foi 28°C. Existem variacbes de temperaturas Otimas para a producdo de
pectinases por diferentes fungos (AGUILAR E HUITRON, 1987; HOURS et al.,
1988; FAWOLE & ODUNFA, 2003; SOUZA et al., 2003).

Apbés a otimizacdo das condicdes de producdo para cada uma das
pectinases testadas, foi realizada a caracterizacdo dos sobrenadantes de cultivo,
denominados preparados enziméticos, produzidos por P. oxalicum. Foram
analisadas propriedades como temperatura e pH 6timo das enzimas e efeito de
detergentes, aditivos, agente redutor, cétions e EDTA.

O preparado enzimético otimizado para PG apresentou um pH étimo entre
3,0 e 5,0. Porém, foi detectada atividade elevada em todos os pH testados, entre
3,0 e 10,0, sugerindo que possa haver mais de uma PG secretada e que estas

tenham atividade 6tima em diferentes pH ou que a(s) PG(s) secretada(s) tenham
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estabilidade em uma ampla faixa de pH. De acordo com IKOTUN (1984), P.
oxalicum produz duas PGs. O pH o6timo para PGs fungicas é acido, incluindo
preparacdes comerciais (BAILEY & PESSA, 1990; DOS et al., 2002). Este
resultado € bastante interessante, uma vez que o preparado enzimatico otimizado
para P. oxalicum apresenta atividade de PG em pH alcalino, importante para
aplicacdes industriais que requerem condi¢cfes mais alcalinas, como no tratamento
de vegetais e fibras naturais (HOONDAL et al., 2002). Para o preparado otimizado
para a enzima PL, foi detectada a maior atividade em pH 6,0, estando de acordo
com WHITAKER (1984), com culturas de A. niger (ZETELAKI-HORVATH, 1982) e
P. italicum (ALANA et al., 1990). Para PE, a atividade maior foi detectada em pH
9,0, diferindo da PE encontrada para o isolado A. oryzae A-3, com pH 5,5 (UEDA
et al., 1982). Este resultado também ¢€ interessante para aplicacdo industrial que
requer condi¢cdes mais alcalinas.

A temperatura 6tima encontrada para as enzimas presentes nos preparados
enzimaticos foi: 30-50°C para PG e 40°C para PL e PE. Resultados similares
foram encontrados para PL do fungo endofitico Paenibacillus amylolyticus
(SAKIYAMA et al., 2001), de Aureobasidium pullulans (MANACHINI et al., 1988) e
P. expansum (SILVA et al., 1993); para PG de A. niger (BAILEY & PESSA, 1990),
de P. frequentans (BORIN et al., 1996) e de Sporotrichum thermophile (KAUR et
al., 2004); e para PE de A. aculeatus (CHRISTGAU et al, 1996). A atividade em
temperaturas altas, como as obtidas para as trés enzimas em seus respectivos
preparados é uma propriedade desejavel, especialmente para a aplicacdo em
industrias de processamento de frutas, como clarificacdo de suco de maca

(KASHYAP et al., 2001; FAWOLE & ODUNFA, 2003).
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O efeito de detergentes sobre a atividade de PG, PL e PE de P. oxalicum foi
analisado. Os detergentes foram testados porque podem ser adicionados nas
formulacdes de detergentes usados na industria téxtil. A total perda de atividade
de PG foi detectada na presenca de SDS, detergente ibnico com carater
desnaturante, sugerindo que interacbes ibnicas sao importantes para a
estabilidade da enzima. A enzima foi inibida por Triton X-100, Tween 20 e Tween
80 na concentracdo de 5 mM. Resultados similares foram encontrados para o
fungo S. thermophile (KAUR et al., 2004). SDS causou a total inibicdo da atividade
de PL, podendo estar interferindo na estrutura da enzima, desestruturando
interacdes idnicas, assim como relatado para PG. Apenas SDS inibiu a atividade
enzimatica de PE, entre 30 e 40%, sendo esta inibicdo menor, se comparada aos
dois outros preparados analisados. Os outros detergentes tiveram efeito indutor
para esta enzima nas duas concentracbes testadas. Esta propriedade é
importante, para uma futura aplicagdo comercial, ja que estes detergentes
poderiam ser adicionados a formulacéo para aumentar a atividade da enzima.

A atividade de PG e PL foi inibida por B-mercaptoetanol nas duas
concentracdes testadas, com reducdo de 50 e 99%, respectivamente, sugerindo o
papel critico de pontes dissulfeto na manutencdo de uma conformacéo apropriada
para a atividade das enzimas, conforme relatado para PG de S. thermophile
(KAUR et al., 2004). Os aditivos testados ocasionaram uma pequena inibicdo da
atividade de PE, entre 10 e 20%. As pontes dissulfeto parecem nédo ser
imprescindiveis para a estabilidade desta enzima, uma vez que o agente redutor

B-mercaptoetanol ocasionou uma baixa inibicdo (10%). PEG e glicerol foram
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utilizados para testes, pois podem ser adicionados em formulacdes, ou estarem
presentes no suco, como € o caso do glicerol presente no vinho, sendo importante
testar o efeito destes aditivos.

A atividade de PG presente no preparado enzimatico otimizado foi inibida
por Zn*? e Cu™, entre 60-70%, para as duas concentracdes testadas, como
relatado para a levedura K. wickerhamii, também inibida por Zn*? (MOYO et al.,
2002). Cs*? e Mg*™ estimularam a atividade da enzima. A atividade de PL foi
fortemente inibida por Cu*?, com atividade residual de 2%, enquanto Mg*
estimulou a acédo da enzima. Efeitos semelhantes foram encontrados para PLs de
P. italicum (ALANA et al., 1990), B. cinerea (REYES et al., 1984), P. amylolyticus
(SAKIYAMA et al.,, 2001) e P. paxilli (SZAJER & SZAJER, 1982). O preparado
enzimatico contendo PE teve uma diminuicdo da atividade de 40% quando Cu*?foi
adicionado. Houve também um aumento da atividade quando utilizado Mn*?. Estes
resultados mostram que os cations Mg*?, Mn*? e Cs*? poderiam ser utilizados em
formulagbes para aumentar a atividade das enzimas. Como ocorre para outras
enzimas, como proteases, estes cations podem estar recobrindo algumas porc¢des
da superficie da mesma aumentando a estabilidade, ou interferindo na acdo de
possiveis inibidores da enzima presentes no preparado. Como ocorre com
pectinases de outros organismos, 0 agente quelante EDTA néo inibiu a atividade
de PG, PL e PE, sugerindo que céations ndo sdo essenciais para suas atividades.
Resultados similares foram detectados para PL de P. expansum (SILVA et al.,
1993) e P. italicum (ALANA et al., 1990), para PG de S. thermophile (KAUR et al.,

2004) e K. wickerhamii (MOYO et al., 2002).
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Observamos melhoras significativas na extracdo de sucos para 0s trés
preparados testados e nas duas concentracdes utilizadas, mantendo o aroma
caracteristico de cada fruta. Como descrito por KASHYAP et al. (2001), o suco de
maca contém 91-92% de pectina esterificada que pode ser facilmente clarificado
com a adicdo PL. Este resultado foi observado no teste realizado. A adicdo do
preparado enzimatico contendo esta enzima diminuiu a turbidez do suco, além de
aumentar muito a extracdo de cor. Quando o preparado contendo PG foi
adicionado as frutas testadas, observou-se acentuada diminuicdo da viscosidade,
visto a capacidade que esta enzima tem em diminuir a viscosidade, como
amplamente relatado (REXOVA-BENKOVA & MARKOVIC, 1976; KAWANO et al.,
1999; KASHYAP et al., 2001). O aumento da extracdo de sucos de uva e maca foi
também relatado por KAUR et al. (2004) utilizando 3U.g* de PG de S.
thermophilus, tendo um aumento de 10 e 30% para uva e maca, respectivamente.
Nos experimentos realizados neste trabalho, obtivemos um aumento de 50 e
110% na extracdo de sucos com 1U.g™* PG para macé e laranja, respectivamente,
e 30% com 10U.g™* PG para uva. Os melhores resultados de rendimento de suco
foram conseguidos com 10U.g™" PL, com um aumento de 50, 250 e 350% para
uva, maca e laranja, respectivamente.

Observa-se claramente a extracdo de cor para uva, quando adicionado o
preparado contendo PG, assim como observado para magéa nos trés preparados
testados, caracteristica fundamental para os sucos. Além disso, uma das
principais caracteristicas e beneficios relacionados ao consumo de vinho tinto é a
presenca de antocianinas, substancia antioxidante que combate os radicais livres

e, possivelmente, a diminuicdo do colesterol. O uso de pectinases aumenta a
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extracdo deste corante (KASHYAP et al.,, 2001). A cor é uma caracteristica
importante de sucos e, principalmente de vinhos tintos, sendo de extrema
relevancia para a classificacdo dos mesmos, podendo contribuir na expansao do
mercado nacional e internacional dos vinhos produzidos no pais, além de agregar
valor ao produto final. A cor também pode ser um fator relevante e diferencial na
conquista de novos mercados pelos diferentes sucos produzidos no pais.

Os diferentes preparados produzidos por P. oxalicum, como mostrado neste
trabalho, tém a capacidade de extrair sucos com diferentes caracteristicas, o que
pode ser, comercialmente, de suma importancia na conquista de diferentes
mercados, atendendo a demanda de anseios por sucos com determinadas
caracteristicas, como mais ou menos cor, maior viscosidade, entre outras. Um
diferencial das grandes industrias na conquista de novos mercados é ter
flexibilidade no processo de producdo com caracteristicas diferentes do produto
final, o que se pode alcancar com a escolha e a aplicagdo dos diferentes
preparados enzimaticos produzidos neste trabalho, gerando produtos com
caracteristicas diferentes. Além disso, os trés preparados obtidos podem ser
aplicados em diferentes segmentos na industria de alimentos.

Preparados pectinoliticos produzidos por outros microrganismos foram
testados com o intuito de reduzir a coesdo de tecidos vegetais, como na
maceracao de cenoura e extracdo de pectina de liméo por extratos de A. kawachii,
(CONTRERAS ESQUIVEL & VOGET, 2004) e na maceragédo de pepino por PL de
P. italicum (ALANA et al., 1990) e de P. paxilli (SZAJER & SZAJER, 1982).

As condi¢fes utilizadas para o ensaio de extragcdo de sucos subestimam a

condicao real, uma vez que, para a extracdo de sucos na industria, as frutas sédo
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prensadas. Nos experimentos realizados neste trabalho, ndo houve qualquer tipo
de pressdo mecanica, somente o contato das frutas picadas com os preparados
enzimaticos testados, seguido da filtragem. Com o processo mecanico associado
aos preparados enzimaticos, pratica aplicada na industria, podemos ter resultados
ainda mais promissores e significativos, levando a um aumento no aproveitamento
da fruta em geral. Os resultados de extracdo de cor e volume de suco poderiam
ser ainda mais pronunciados se associados ao processo de prensagem.

O tratamento das frutas com os preparados pectinoliticos produzidos
demonstrou ser comercialmente interessante por: (i) acarretar em um aumento na
extragcdo de sucos; (i) diminuir a viscosidade e turbidez; (iii) aumentar o
aproveitamento das frutas (diminuicdo de residuos); (iv) aumentar a extracdo de
cor; (v) gerar sucos com caracteristicas diferentes e, (vi) ndo necessitar concentrar
0s preparados produzidos. Além disso, a utilizacdo de residuos agroindustriais
acarreta em diminuicdo nos custos e aumento da producdo das trés enzimas

testadas neste trabalho.
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6. CONCLUSOES

O meio de cultivo foi otimizado com residuos agroindustriais para a
producdo das trés enzimas: PG- 3% casca de maracuja, meio sem
tamponamento, 72h e 32°C, com um aumento de 200%; PL- 2% casca de
laranja, 24h, 28°C e pH 7,0, com um aumento de 400%; PE- 1% casca de
laranja, 72h, 28°C e pH 7,0, com um aumento de 950% em relacdo a

atividade inicial do trabalho.

PG tem pH 6timo de 5,0, temperatura étima entre 40 e 50°C, inibida por
SDS (5mM), B-mercaptoetanol, Cu*? e Zn*?

PL tem pH 6timo 6,0, temperatura 6tima de 40°C, inibida por SDS (5mM),
B-mercaptoetanol, PEG 6000, glicerol e Cu*?

PE tem pH 6timo 9,0, temperatura 6tima de 40°C, inibida por Cu*?
Preparados pectinoliticos produzidos por P. oxalicum aumentam a extracao

de suco e cor e diminuem a turbidez das frutas testadas, em especial para

a concentracéo de 10 U/g fruta
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- O trabalho: Otimizacdo do processo de purificacdo de uma quitinase de
Metarhizium anisopliae e producdo de anticorpos policlonais, apresentado no XV
Saldo de Iniciacdo Cientifica, em 2003, recebeu DESTAQUE.

- 3%lugar na IV Maratona de Empreendedorismo da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul, com o Plano de Negdcios BIOPLUS, em janeiro de 2004.

2.6) Bolsade Iniciacao Cientifica:

- Universidade de Caxias do Sul — Instituto de Biotecnologia, Laboratorio de
Enobiotecnologia.
Titulo: Os fatores “killers” de leveduras na industria de vinificacao.
Periodo: setembro/1996 a agosto/1997
Orientador: prof. Dr. Juan L. Carrau

Ageéncia financiadora: UCS

- Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro Nacional de
Pesquisa de Uva e Vinho (EMBRAPA - CNPUV), Laboratério de Microbiologia
Titulo: Selegéo de leveduras e produtos de metabalitos.

Periodo: setembro/1997 a junho/1999
Orientador: Prof. Dr. Gildo A. da Silva
Agéncia financiadora: EMBRAPA

- Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Centro de Biotecnologia,

Laboratério de Biologia Molecular de Fungos Filamentosos
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Titulo: Construcdo de linhagens transgénicas de fungos filamentosos para o
controle bioldgico

Periodo: abril/2000 a fevereiro/2001

Orientador: prof. Dr. Augusto Schrank

Agéncia financiadora: FAPERGS

- Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Centro de Biotecnologia,
Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica
Titulo: Regulacdo da secrecdo de quitinases e proteases do entomopatdgeno e
acaricida Metarhizium anisopliae
Periodo: mar¢o/2001 a fevereiro/2003
Orientador: prof. Dra. Marilene H. Vainstein
Agéncia financiadora: FAPERGS

- Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Centro de Biotecnologia,
Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica
Titulo: Analise comparativa da sintese de quitinases dos fungos Metarhizium
anisopliae e Trichoderma harzianum
Periodo: maio/2003 a fevereiro/2004
Orientador: prof. Dra. Marilene H. Vainstein
Agéncia financiadora: FAPERGS

3) Atividades relacionadas ao ensino

a) Docéncia em curso de extensao:

Curso: Biotecnologia, clonagem e transgénicos, ministrado para alunos da

3% série do ensino médio do Colégio Anchieta (11h).
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4) Atividades profissionais

a) Estagios extra-curriculares:

- Universidade de Caxias do Sul — Instituto de Biotecnologia, Laboratério de
Enobiotecnologia

- Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Centro Nacional de Pesquisa de
Uva e Vinho (EMBRAPA - CNPUV), Laboratorio de Microbiologia

- Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Centro de Biotecnologia,
Laboratério de Biologia Molecular de Fungos Filamentosos e Laboratorio de

Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica

b) Participacdo em cursos de extensao e atualizacao:

- Curso: Biologia e comportamento das serpentes do Rio Grande do Sul,
promovido pela Universidade de Caxias do Sul, no periodo de 16 a 23 de
abril de 1996, Caxias do Sul — RS.

- Curso: Organizacdo e montagem de um laboratério alternativo para o ensino de
Ciéncias, promovido pela Universidade de Caxias do Sul, em 26 de junho de
1996 (8 horas/aula), Caxias do Sul — RS.

- Curso de extensdo: Biologia Molecular aplicada a Clinica, promovido pela
Fundacdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre, no
periodo de 07 a 09 de agosto de 2000, Porto Alegre — RS.

- Curso: Producdo e andlise de produtos transgénicos, promovido pelo 46°
Congresso Nacional de Genética, no periodo de 19 a 23 de setembro de

2000, Aguas de Linddia — SP.
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- Curso: Eletroforese Bi-dimensional, promovido pela Amersham Biosciences do
Brasil, no periodo de 10 a 12 de julho de 2001, Porto Alegre — RS.

- Seminario de Atualidades Genéticas, promovido pela Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul, no periodo de 10 a 12 de abril de 2002, Porto
Alegre — RS.

- Curso tedrico-pratico: Sequenciamento e analise de genomas Il, promovido pelo
Grupo de Genbmica Estrutural e Funcional, no periodo de 08 a 12 de

novembro de 2004, Porto Alegre — RS.

c) Participacdo em eventos e representacdo em entidades de classe:

- XXIll Congresso Brasileiro de Zoologia, Cuiabad — 13 a 18 de fevereiro de 2000.

- 46° Congresso Nacional de Genética, Aguas de Linddia — 19 a 23 de setembro
de 2000.

- XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular,
Caxambu — 19 a 22 de maio de 2001.

- XXIII Reunido de Genética de Microrganismos, Pirendpolis — 3 a 5 de marc¢o de
2002.

- XI Reunido Estadual de Biotecnologia Vegetal, Bento Gongalves — 6 e 7 de
novembro de 2002.

- XXIV Reunido de Genética de Microrganismos (REGEM), Gramado — 07 a 10 de
marco de 2004.

- VI Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica (ENZITEC), Rio de Janeiro —

05 a 07 de abril de 2004.
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