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Capitulo 1

Resumo, Introducao, Objetivo e Justificativa

Resumo

Como consequéncia da producéo significativa de suco, as cascas, como um
dos principais residuos, tem se tornado um problema ambiental e para isso tem sido
necesséario determinar formas viaveis para transforma-las em produtos Uteis ou de
dispor adequadamente delas buscando um impacto ambiental positivo e um
interesse econbmico. O trabalho objetivou produzir, purificar parcialmente e
caracterizar pectinases secretadas pelo fungo Aspergillus oryzae quando crescido
em casca de maracujd-amarelo como unica fonte de carbono por 10 dias a 28°C em
agitacdo constante (120 rpm). ApOs ultrafiltracdo com membrana de 10 kDa, o
concentrado foi avaliado na sua capacidade de reduzir a viscosidade do suco de
goiaba e no processo de biopurga téxtil, obtendo resultados satisfatorios. Posteriores
etapas cromatograficas, filtracdo em gel (Sephacryl S-200) e troca ibnica (HiTrap Q
FF.), purificaram parcialmente uma pectinase, PEC-P1, a qual foi caracterizada
quanto ao melhor pH e temperatura, efeito de ions e compostos fendlicos,
especificidade pelo substrato, termoestabilidade e analises de gel de eletroforese
SDS-PAGE e zimograma. Além disso, a enzima foi testada quanto a sua capacidade
de reduzir a viscosidade do suco, obtendo resultados insatisfatorios. A PEC-P1
apresentou maior atividade no pH 4,5 e nas temperaturas de 55°C, 70°C e 75°C. Os
fons Ag*, Cu®*, Fe**, Fe*", Co?*, Ca* e Hg* e 0o EDTA tiveram efeito negativo, em
diferentes porcentagens, e o fon Cu? ativou a atividade enzimatica. A PEC-P1 foi
ativada pelo acido ferulico, cinamico e 4-hidroxibenzoico e inibida por acido tanico e
a vanilina. No gel sob condi¢bes desnaturantes do extrato bruto, do concentrado e
da PEC-P1 foram detectadas duas bandas de proteina de aproximadamente 43 e 45
kDa, coincidente com a coloracdo para atividade de pectinase. A meia vida a 50°C
foi de 1440 minutos.
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Este trabalho se apresenta como o primeiro registro da producdo de
pectinases pelo fungo A. oryzae crescido em casca de maracuja-amarelo como fonte

de carbono em meio liquido.

Palavras-chaves: Pectinase, Aspergillus oryzae, purificacdo parcial, casca de

maracuja-amarelo, meio submerso.



Abstract

As a result of significant production of juice, peels, as a major waste has
become an environmental problem and it has been necessary to determine feasible
ways to turn them into useful products or dispose of them properly seeking a positive
environmental impact and an economic interest. The study aimed to produce, purify
and partially characterize pectinases secreted by the fungus Aspergillus oryzae when
grown in yellow passion fruit peel as the sole carbon source for 10 days at 28°C
under constant agitation (120 rpm). After 10 kDa ultrafiltration membrane, the
concentrate was evaluated on its ability to reduce the viscosity of guava juice and
biopurga textile process, obtaining satisfactory results. Subsequent chromatographic
steps, gel filtration (Sephacryl S-200) and ion exchange (HiTrap Q FF.) Partially
purified a pectinase, PEC-P1, which was characterized as the best pH and
temperature, effect of ions and phenolic compounds, substrate specificity,
thermostability and analysis of SDS-PAGE gel and zymogram. Furthermore, the
enzyme was tested for its ability to reduce the viscosity of the juice obtained
unsatisfactory results. The PEC-P1 showed greater activity in the pH 4.5 and at
temperatures of 55°C, 70°C and 75°C. The Ag®, Cu®*, Fe*", Fe**, Co*, Ca*" and
Hg** ions and EDTA had a negative effect, in different percentages, and Cu®* ion
activated enzyme activity. The PEC-P1 was activated by ferulic acid, cinnamic acid
and 4-hydroxybenzoic acid and inhibited by tannic acid and vanillin. The gel under
denaturing conditions of the crude extract, concentrate and PEC-P1 two protein
bands of approximately 43 and 45 kDa, coincident with staining for pectinase activity

were detected. The half-life at 50°C was 1440 minutes.

This work presents itself as the first record of pectinase production by the
fungus A. oryzae grown in yellow passion fruit peel as the carbon source in liquid

medium.

Keywords: Pectinase, Aspergillus oryzae, partial purification, the yellow passion fruit

peel, submerged medium.



1. Introducéo

As pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas, de alta massa
molecular, que degradam as substancias pécticas que, por sua vez, Sao
polissacarideos estruturais da lamela media e da parede celular primaria das plantas
superiores (JAYANI et al., 2005). As substancias pécticas sdo caracterizadas pelo
alto conteddo de residuos de acido galacturbnico unido por ligagdes a-1,4

parcialmente esterificados por grupos metil éster (KASHYAP et al., 2001).

As pectinases sao classificadas de acordo com a preferencia pelo substrato,
mecanismo de reacdo e padrdo de acdo sobre a cadeia do polimero de
galacturonato (COLLMER et al., 1988; SOARES et al., 2001). Elas apresentam
diferentes preferéncias pelas formas metiladas ou ndo metiladas da pectina ou pela
clivagem das ligagBes glicosidicas internas ou terminais da cadeia da molécula
(REID; RICARD, 2000). Estas sdo amplamente utilizadas na industria de
processamento de frutas e vegetais, porque reduzem a viscosidade de sucos e
facilitam os processos de extracdo, maceracéo, liquefacéo e de clarificacdo (NAIDU;
PANDA, 1998).

As leveduras e os fungos filamentosos sdo 0S micro-organismos mais
importantes para a producdo de enzimas de interesse biotecnolégico e industrial
devido a grande variedade de atividades cataliticas, a possibilidade da producado das
enzimas por processos fermentativos em grande escala e a simplicidade dos

requerimentos nutricionais (BON et al., 2008).

As fibras de algoddo contém aproximadamente 10% de impurezas nao-
celulésicas, cujo contetudo depende da variedade e do ambiente de crescimento. A
pectina € uma das principais impurezas nao celulésicas das fibras de algodao e esta
localizada principalmente na cuticula da parede primaria. A natureza hidrofébica de
ceras e pectinas € responsavel pelo comportamento hidrofébico do algod&o natural
que impede um tingimento uniforme e um acabamento eficiente, etapas comumente

realizadas sob condi¢bes aquosas (KALANTZI et al., 2008).
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A aplicagdo da biotecnologia também esta crescendo na industria téxtil. O uso
de enzimas em substituicdo aos produtos quimicos, normalmente utilizados em
alguns processos téxteis, reduz consideravelmente o impacto ambiental assim como
os danos as fibras. Fato este pelo qual nos ultimos anos, com a crescente
conscientizacdo e preocupacdo com o meio ambiente, muitas pesquisas tém sido
desenvolvidas com o objetivo de aplicar enzimas nas diferentes etapas do
beneficiamento téxtil. O uso de enzimas na etapa da purga (biopurga) visa obter
tecidos de fibras naturais com boas propriedades fisico - quimicas, mecanicas e alta
hidrofilicidade. Em relagdo ao processo alcalino, a biopurga € realizada sob
condi¢bes mais brandas, com menor consumo de energia e de produtos auxiliares

téxteis, reducdo da carga poluente e do volume de efluentes.

Estudos sobre estratégias de purificagdo que utilizam processos Unicos,
simples e de baixo custo os quais possam produzir altos fatores de purificacdo e de
recuperacdo de enzimas, sdo de grande interesse para a industria biotecnolégica.
Os processos de extracdo liquido-liquido sdo amplamente utilizados na industria
quimica devido a sua simplicidade, baixo custo, e facilidade de ampliacdo de escala.
Particularmente, o sistema micelar de duas fases aquosas (SMDFA) baseia-se no
fato de que certas solu¢des micelares, sob determinadas condic¢des, sdo capazes de
se separar espontaneamente em duas fases aquosas, ainda que imisciveis, entre as
quais proteinas e outras biomoléculas podem se distribuir desigualmente (LIU et al.,
1998).

1.1. Substancias pécticas

Os polissacarideos da parede celular das plantas sdo os compostos
organicos mais abundantes da natureza. Estes compostos consistem
principalmente, de polissacarideos tais como celulose, hemicelulose e pectina,
formando a estrutura holocelulésica, e de complexos fendlicos como a lignina
(Figura 1). Juntos, os polissacarideos e a lignina fornecem alta complexidade e
rigidez a parede celular das plantas (SOUZA, 2013). Os fatores que envolvem a
deposicdo da pectina durante a formacdo da parede celular ainda n&o estdo
elucidados (CANTERI et al., 2012).
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Figura 1. Composi¢do quimica da parede celular e as enzimas envolvidas na sua degradacéo.

Quimicamente, as pectinas sdo um complexo coloidal de polissacarideos
acidos, composto de residuos de a-D-acido galacturdnico (GalA) unidos por ligacdes
a-1,4 (UENOJO et al., 2007) (Figura 2) e grau variavel de grupos carboxilas metil
esterificadas (ALANA et al., 1992) que se encontram principalmente na lamela média
e na parede celular primaria de plantas superiores sob a forma de pectato de calcio
e de magnésio (SIEIRO et al., 2012). Ao contrario das proteinas, lipideos e acidos
nucleicos, as substancias pécticas nao tém um peso molecular definido. As massas
moleculares relativas de substancias pécticas podem variar desde 25 até 360 kDa
(JAYANI et al., 2005). As cadeias laterais da molécula de pectina podem estar
formadas por L-ramnose, arabinose, galactose e xilose (KASHYAP et al., 2001). Em
geral, a L-ramnose faz parte da cadeia principal, enquanto que a arabinose e
galactose sdo encontrados nas cadeias laterais ligadas a cadeia principal por

ligagOes covalentes.
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Figura 2. Estrutura primaria de uma molécula de pectina (ALANA et al., 1992)

Com base no tipo de modificacbes da cadeia principal, as substancias
pécticas sdo classificadas em galacturonanas, protopectina, acido péctico, acido
pectinico e pectina (KASHYAP et al., 2001).

As galacturonanas séo polissacarideos que consistem fundamentalmente de
a-1,4 4cido galacturénico com um grau variavel de esterificagdo (HEREDIA et al.,
1995).

A protopectina € uma substancia insolivel em agua, presente na parede
celular dos vegetais, formada a partir da associacdo das cadeias laterais da
molécula de pectina com proteinas, hemicelulose e celulose. Quando submetida a
hidrolise pelas protopectinases, a protopectina € convertida em &cido pectinico ou
pectina (YOSHITAKE et al., 1994).

Os &cidos pécticos sdo galacturonanas contendo pequena quantidade de
grupos metoxila. Os sais de acidos pécticos sao chamados de pectatos.
(MCFEETERS; ARMSTRONG, 1984).

Os acidos pectinicos sdo galacturonanas com varios grupos metoxilas que
possuem a propriedade de formar gel com aclUcares e acidos ou com outros
compostos tais como sais de calcio (UENOJO et al., 2007). Os sais de acidos
pectinicos sdo chamados de pectinatos (REDDY; SREERAMULU, 2012).

A pectina € um nome genérico para a mistura de diversas composi¢coes

contendo acido pectinico como principal componente, com graus variaveis de



8

esterificacdo por grupos metil. A pectina em sua forma nativa € localizada na parede
celular e pode estar associada com outros polissacarideos e proteinas estruturais
para formar protopectina insolivel (REXOVA-BENKOVA; MARKOVIC, 1976).

A pectina pode ser dividida em duas regides: regides ndo ramificadas
(Smooth regions) e em regides ramificadas (Hairy regions) (Figura 3), sendo
composta por trés polissacarideos estruturalmente bem caracterizados:
homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana | (RGI) e ramnogalacturonana II
(RGI).

Regido ramificada Regido ndo ramificada Regiéo ramificada
A A A
[ 1 4 | I |
Ramnogalacturonana I Homogalacturonana Ramnogalacturonana |

O D-Acido @ @ L-Arabinose © D-Apiose & O-Acetil

O L-Ramnose @ D-Galactose ® L-Futose ?  O-Metil

@ D-Acido Glucurénico ® L-AcidoAcérico @ D-Xilose (@ Borato
© L-Galactose

Figura 3. Estrutura basica da pectina. Adaptada de Scheller et al. (2006).

A homogalacturonana (HG) representa a cadeia principal da molécula de
pectina (Figura 3). E o polissacarideo péctico mais abundante na parede celular,
correspondendo a cerca de 60-65% do total da pectina. Apresenta unidades de
acido a-D-galactopiranosilurénico em ligagdes a-1—4 num padrio linear. Os grupos
carboxilas estdo parcialmente metil-esterificados. A homogalacturonana esta
envolvida no controle da porosidade da parede celular, na integridade, na rigidez
relativa, nas propriedades mecanicas, na adesédo intercelular e no controle do

ambiente idnico da parede celular (CANTERI et al., 2012).
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A ramnogalacturonana | (RGI) consiste em uma cadeia que alterna residuos
de acido galacturbnico com residuos de ramnose [l1—4-a-D-GalA-(1—2)-a-L-
Ramnose(1—4)] (Figura 3), nos quais podem ser encontradas ligadas
covalentemente, cadeias laterais de residuos de acucares neutros como galactose e
arabinose por ligagdes glicosidicas a-(1—5) (SILVA et al., 2013). A composicao de
acucares de RG-l pode ser altamente heterogénea e o comprimento das cadeias
pode variar consideravelmente. Nas RG-I os residuos de acido galacturénico séo
frequentemente acetilados nas posicées C2 e C3 (YADAV et al.,, 2009). A RG-I
representa 20-35% da pectina (SILVA et al., 2013).

A ramnogalacturonana Il (RGIl) € o segmento estruturalmente mais complexo
e compde 10% da pectina (Figura 3). Essa estrutura, altamente conservada nha maior
parte das espécies vegetais, consiste de um esqueleto de homogalacturonana de,
no minimo, oito unidades monoméricas, contendo cadeias laterais de até 12
diferentes tipos de acgucares, alguns muito peculiares como apiose, acido acerico,
acido 3-deoxi-lixo-2-heptulosarico (DHA) e &cido 3-deoxi-mano-2-octulosénico
(KDO). A RG-Il esta presente em paredes celulares como dimeros em ligacbes
cruzadas por um borato diol éster entre unidades apiosil na cadeia lateral
(LEROUXEL et al., 2006).

1.2. Enzimas pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas ou pectinases sdo produzidas por plantas
superiores e micro-organismos. Elas sdo de importancia primordial nas plantas
auxiliando na extensdo da parede celular vegetal e no amolecimento de alguns
tecidos vegetais durante o0 amadurecimento e armazenagem. Elas também auxiliam
no balanco ecoldgico, através dos processos de decomposicdo e reciclagem de
residuos vegetais (MURAD; AZZAZ, 2011).

As pectinases agem através de reacdes de desesterificacdo (esterases) e
despolimerizacéo (hidrolases e liases). As enzimas pectinoliticas mais conhecidas e
estudadas sdo aquelas que degradam as cadeias de homogalacturonana (HG) da

pectina (Tabela 1).
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Tabela 1. Enzimas pectinoliticas que degradam as cadeias de HG da pectina.

Classificagcdo da

Nome Sigla Enzyme Comission
(EC)
Esterases
Pectina metil esterases PE EC3.1.1.11
Pectina acetil esterases EC3.1.1.6
Hidrolases
Endo-polimetilgalacturonases Endo-PMG EC 3.2.1.41
Exo-polimetilgalacturonases Exo-PMG
Endo-poligalacturonases Endo-PG EC 3.2.1.15
Exo-poligalacturonases Exo-PG EC 3.2.1.67
Liases
Endo-pectina liases Endo-PL EC 4.2.2.10
Endo-pectato liases Endo-PGL EC4.2.2.2
Exo-pectato liase Exo-PGL EC 4.2.2.9

A pectina metil esterase (PE) (EC 3.1.1.11) catalisa a desesterificacdo dos
grupos metil da pectina, formando metanol e acido péctico. Estas enzimas agem,
preferencialmente, em um grupo metil-éster de uma unidade de galacturonato
proxima a uma outra ndo esterificada (KASHYAP et al.,, 2001). A pectina acetil
esterase (EC 3.1.1.6) promove a desacetilacdo das cadeias de HG da molécula de
pectina (UENOJO et al., 2007).

As hidrolases catalisam a hidrolise de ligagdes glicosidicas a(1—4), e séo
classificadas de acordo com sua preferéncia pelo substrato: as
polimetilgalacturonases (PMG) agem sobre a pectina, preferencialmente com alto
grau de metilacdo, liberando 6-metil-D-galacturonato; as poligalacturonases (PG)
agem sobre o acido péctico (acido poligalacturdnico), liberando D-galacturonato. Os

dois grupos séo, ainda, subdivididos em endopectinases, as quais atuam ao acaso
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sobre ligacdes internas, e exopectinases, que removem moléculas de &cido D-
galacturonico a partir da extremidade n&o redutora (ROMBOUTS; PILNIK, 1980;
KASHYAP et al., 2001). As endo-PMG (EC 3.2.1.41) e exo-PMG sé&o responsaveis,
respectivamente, pela clivagem randémica da ligacdo glicosidica a-1,4 na pectina
altamente esterificada ou na extremidade ndo redutora da cadeia de pectina. As PG,
classificadas em endo-PG (EC 3.2.1.15) e exo-PG (EC 3.2.1.67), catalisam,
respectivamente, a hidrélise randémica e sequencial da ligacdo glicosidica a-1,4 do

acido péctico na extremidade nao redutora da cadeia.

As liases catalisam a clivagem de ligacbes glicosidicas a(1—4) por
transeliminacdo. Séo divididas em: pectina liases (PL), que atuam sobre a molécula
de pectina, produzindo unidades de 6-metil-A-4,5-D-galacturonato; e pectato liases
(PGL), que clivam o &cido péctico, liberando A-4,5-D-galacturonato. As PGL
possuem absoluta dependéncia de Ca®', sofrendo, portanto, forte inibicdo por
agentes gquelantes como EDTA. Ja as PL ndo apresentam tal dependéncia, porém

podem ser estimuladas na presenca de Ca®" e outros cations (JAYANI et al., 2005).

As liases também sao classificadas em endo e exopectinases (ROMBOUTS;
PILNIK, 1980; PITT, 1988), porém todas as pectina liases descritas até hoje séo
endoenzimas (SINITSYNA et al., 2007). A endo-PL (EC 4.2.2.10) catalisa a clivagem
randémica da ligacdo glicosidica a-1,4 da pectina. A endo-PGL (EC 4.2.2.2) catalisa
a clivagem aleatéria da ligacéo glicosidica a-1,4 do acido péctico, enquanto que a
exo-PGL (EC 4.2.2.9) catalisa a clivagem sequencial da ligacéo glicosidica a-1,4 do
acido péctico na extremidade da cadeia (KASHYAP et al., 2000) (Figura 4).
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Figura 4. Diferentes tipos de pectinases e seus modos de acéo sobre substancias pécticas. (a) R = H
para PG e CH; para PMG, (b) PE e (c) R = H para PGL e CHj3 para PL. A seta indica o lugar onde as
pectinases atuam sobre as substancias pécticas. PG: poligalacturonase, PMG:
polimetilgalacturonase, PE: pectinesterase, PGL: pectato liase, PL: pectina liase (GUMMADI; PANDA,
2003).

A degradacdo completa da molécula de pectina envolve ainda a acdo de
enzimas que degradam a cadeia de ramnogalacturonana (RG). As RG hidrolases
promovem a hidrolise de ligacdes internas de RG, liberando oligbmeros saturados
(MUTTER et al., 1998): as RG ramnohidrolases promovem a clivagem hidrolitica da
cadeia de ramnogalacturonana liberando ramnose da extremidade ndo redutora
(MUTTER et al., 1994) e as RG galacturonohidrolases liberam acido galacturénico
da extremidade nado redutora da cadeia de ramnogalacturonana via hidrélise
(MUTTER et al.,, 1998). As RG liases promovem a transeliminacédo de ligacdes

internas de RG entre um residuo de ramnose e um de galacturonato, liberando um
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oligbmero com um residuo insaturado de galacturonato na extremidade n&o
redutora, e um residuo de ramnose na extremidade redutora do outro oligbmero
(MUTTER et al., 1996). As RG acetilesterases promovem a hidrolise dos grupos

acetil da molécula de ramnogalacturonana (LEEUWEN et al., 1992).

As Xilogalacturonases promovem a clivagem hidrolitica da ligagdo entre
residuos de galacturonato que possuem cadeia lateral de xilose da molécula de RG,
liberando dimeros xilose - acido galacturénico (VLUGT-BERGMANS, VAN DER et
al., 2000).

A primeira aplicacdo industrial de pectinase foi em 1930 na preparacdo de
vinhos e sucos de frutas (UENOJO et al., 2007). A maioria das enzimas
pectinoliticas comerciais sdo produzidas a partir de fungos, principalmente
Aspergillus niger (RIBEIRO et al., 2010). Algumas das atuais aplicacdes das

pectinases na industria estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Aplicacdes industriais das pectinases.

Aplicacdes das pectinases Fonte

Amadurecimento de frutas, clarificacdo e reducdo de HENRIKSSON et al.,
viscosidade em sucos, tratamento preliminar do suco 1999

de uva para industrias vinicolas, extracdo de polpa

de tomate, fermentacdo de cha e chocolate,

tratamento de residuos vegetais, desengomagem de

fibras na industria téxtil.

SAWADA et al., 1998;
CALAFELL et al., 2005

Nutricdo animal. MURAD; AZZAZ, 2011

Enriguecimento proteico de alimentos infantis, HOONDAL et al., 2002;
extracdo de Oleos vegetais, no tratamento de UENOJO et al., 2007
efluentes industriais, na redugcdo do amargor

excessivo em cascas de frutas citricas, na

restauracdo do aroma perdido durante secagem de

frutas, no melhoramento da textura de frutas e

vegetais processados.

Desengomagem de fibras na indUstria de papel.

Industria farmacéutica CHAMBIN et al., 2006
Elaboracéo de biofilmes biodegradaveis HOAGLAND; PARRIS,
1996

Extracdo de pectina e de sabores e pigmentos a SOWBHAGYA,
partir de materiais vegetais CHITRA, 2010
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O mercado mundial de enzimas na indastria de alimentos foi estimado em
US$ 3,3 bilhdes em 2010 devendo atingir até 2015 US$ 4,4 bilhdes (DEWAN, 2011).
No segmento de alimentos e bebidas, 0 mercado de enzimas espera atingir cerca de
US$ 1,3 bilhdes em 2015 tendo como base um valor de US$ 975 milh6es em 2010,
com uma taxa de crescimento anual de 5,1% (DEWAN, 2011). No Brasil, a producéo
enzimatica esta destinada a 41% para mercado de detergentes, 26% de alimentos,
8% de racdes e 25% de outros setores como, por exemplo, o téxtil. Em 2008, o
mercado das enzimas de todos os setores envolvidos no Brasil exportou US$
38.251,97 e importou US$ 91.603,31 (HAUSMANN et al.,, 2011; SIMOES et al.,
2011).

O uso das enzimas nos processos industriais apresenta muitas vantagens ja
que sao naturais, aceleram a maior parte dos processos bioquimicos, de baixo
consumo energético, possuem baixa toxicidade e sdo altamente especificas para
determinadas acdes. Além disso, sdo capazes de alterar as caracteristicas de
variados tipos de residuos sem o uso de altas temperaturas, solventes organicos e
extremos de pH, oferecendo, ao mesmo tempo, maior especificidade na reacao,
pureza no produto e redugdo no impacto ambiental (CHERRY; FIDANTSEF, 2003;
MUSSATTO et al., 2007).

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias da Alimentacdo (ABIA), a
industria de produtos alimenticios e bebidas teve um faturamento de R$ 431,9
bilhdes em 2012, o que corresponde ao 9,5% do Produto Interno Bruto (PIB) do
Brasil, dos quais R$ 20,4 bilhdes corresponderam a industria de derivados de frutas
e vegetais (ABIA, 2014). As pectinases sdo enzimas que contribuem para quase

25% das vendas globais de enzimas alimentares (TARI et al., 2007).

1.3. Fungo filamentoso Aspergillus oryzae

O reino Fungi consiste em um grupo de organismos eucariéticos que inclui
micro-organismos tais como leveduras e fungos filamentosos. Até o momento, foram
descritas 72.000 espécies de fungos, porém estima-se que haja pelo menos 1,5

milhdes de espécies no mundo (HAWKSWORTH, 2001), ou seja, apenas cerca de
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7

5% da diversidade estimada €& conhecida. O reino divide-se nos Filos
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e Deuteromycota. O Filo
Ascomycota € constituido por 32,200 espécies distribuidas em diversos ambientes
terrestres e aquaticos (LEITE, 2010). Podem se apresentar na forma leveduriforme
ou micelial com micélios septados. Sua reproducdo pode ser assexual ou sexual. A
reproducao assexual acontece por gemacgéo, fissdo, fragmentacdo ou formacao de
clamidésporos ou conidios. Para que aconteca a reproducdo sexual € necessario

gue dois nucleos compativeis se unam.

O crescimento e as distintas atividades metabdlicas dos organismos sdo uma
resposta as condicbes do meio ambiente fisico-quimico que os rodeia. Os fungos,
como todo organismo vivo, podem modificar seu ambiente e utilizar os compostos
quimicos presentes no meio como fonte de energia e como elementos basicos para
seu crescimento e reproducdo, o que permite sua ubiquidade. Na natureza, existe
uma grande abundancia de polimeros que podem ser aproveitados pelos fungos
como fonte nutricional, principalmente residuos de origem vegetal, onde a
biodegradacdo destes constitui um dos mais importantes ciclos do carbono na
natureza. Durante a decomposicao, os componentes dos materiais lignocelul6sicos
sdo progressivamente despolimerizados e, finalmente, transformados em diéxido de
carbono e agua, fechando o ciclo do carbono que se iniciou na fotossintese
realizada pela célula vegetal quando ainda ativa (GALVAGNO; FORCHIASSIN,
2010).

A forma de nutricdo dos fungos é absortiva, ou seja, sdo capazes de
incorporar moléculas pequenas no interior do seu organismo, as quais utilizam como
fonte de matéria e energia para seu crescimento. Para isso se faz necessaria a
secrecdo de sistemas enzimaticos ao meio que possam degradar macromoléculas
como polissacarideos, a moléculas de menor tamanho. A producéo e liberagdo das
enzimas no meio esta sujeita a mecanismos de regulacao e sintese. Estas ndo séao
produzidas de modo constante, sendo sua sintese induzida pelo substrato
adequado, além de ser reprimida por agucares como a glicose (FERRAZ, 2010;
GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010).
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Aspergillus (Eurotiales; Trichocomaceae) é um género amplamente
distribuido com mais de 250 espécies de fungos filamentosos, grande parte
saprofitas, pertencentes ao filo Ascomycota (ROKAS, 2013) e distribuidas em cinco
secOes denominadas de Nigri, Flavi, Circumdati, Cremei e Candidi (MACHIDA;
GOMI, 2010). Algumas espécies de Aspergillus produzem, regularmente, os dois
tipos de esporos, sexuais e assexuais; em outras espécies a forma sexual € rara e
para outras espécies 0s esporos sexuais nunca foram descritos (MACHIDA; GOMI,
2010). A Secao Flavi contém potentes produtores de micotoxinas bem como estirpes
produtoras de metabolitos usados na industria alimenticia. A espécie A. oryzae junto

com A. flavus, A. parasiticus e A. sojae pertencem a esta se¢éo (YU et al., 2004).

O fungo filamentoso A. oryzae (Figura 5) foi isolado pela primeira vez a partir
de koji por H. Ahlburd em 1876 e identificado como Eurotium oryzae sendo mais
tarde renomeado A. oryze por F. Cohn (MACHIDA et al., 2008).

10pm JEOL 11/11/2013 — 10pm JEOL 11/11/2013
X 2,500 15.0kV SEI SEM WD 14mm  2:50:04 15.0kV SEI SEM WD 14mm  3:10:04

Figura 5. Microscopia eletrénica de varredura do fungo A. oryzae (A. Esporos - aumento 2500x; B.

Conidio - aumento 1200x).

As micotoxinas, toxinas de origem fungica, sdo metabdlitos secundarios
definidos como “produtos naturais produzidos por fungos que evocam uma resposta
toxica quando introduzidos em baixa concentracdo em vertebrados superiores e
outros animais por rotas naturais tais como ingestao, contato com a pele, inalagao
ou rotas ndo naturais como inje¢cdo por meio de agulhas” (BENNETT, 1987). Pela

propriedade de produzir baixos niveis de algumas micotoxinas sob algumas
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condicdes propicias de fermentacdo ou estresse que propiciem a sintese desses
compostos (OLEMPSKA-BEER et al., 2006), o A. oryzae apresenta o “status GRAS”
(Generally Regarded As Safe) outorgado pela FDA (Food and Drug Administration)
(ABE et al., 2006) que permite o uso de seus metabolitos na fabricacéo de alimentos
humanos e animais. A utilizacdo de A. Oryzae também tem o aval da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (FAO WHO, 1987).

Alguns dos metabolitos secundarios produzidos pelo fungo A. oryzae que
podem ser toxicos para 0s seres humanos e animais sdo: aspergillomarasmina,
acido ciclopiazénico (CPA), acido kéjico, maltorizina, &acido 3-nitropropibnico e
violaceina. A presenca destes compostos deve ser avaliada cuidadosamente com

base no conhecimento da taxonomia, bioquimica e genética (BLUMENTHAL, 2004).

O genoma do A. oryzae RIB40 (ATCC - 42149) foi completamente
sequenciado e analisado por Machida e colaboradores (2005) consistindo em oito
cromossomos com um tamanho de 37,6 Mb, sendo este maior, aproximadamente
34% e 29%, quando comparado com o genoma do A. fumigatus e A. nidulans,

respectivamente.

Devido ao histérico uso como fonte segura de enzimas nativas e um
comprovado crescimento em condi¢des de producao industrial, os fungos A. oryzae
e A. sojae, chamados de mofos koji, tém sido amplamente utilizados na producéo de
alimentos fermentados da culinaria asiatica por mais de mil anos. Alguns dos
produtos elaborados a partir dos seus metabolitos sdo o sake (vinho de arroz),
shochu (bebida fermentada), shoyu (molho de soja), miso (pasta de soja), tofu,

temperos e vinagre (ABE et al., 2006).

Diversos estudos tem demonstrado a aplicacdo do fungo A. oryzae na
producéo de diferentes enzimas a partir da utilizacdo de subprodutos como é o caso
de proteases produzidas no farelo de arroz (CHUTMANOP et al., 2008), de
pectinases produzidas em tangerina, laranja, limédo-taiti e casca de limado doce
(DARTORA et al.,, 2002). Este também esta sendo utilizado na producdo de

cutinases para a biodegradacdo de plastico quando cultivado em polibutileno de
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succinato (PBS) e succinato de polibutileno co-adipato (PBSA) como fonte de
carbono (MAEDA et al., 2005), no tratamento de efluentes da industria téxtil
promovendo descoloracdo e a diminuicdo da toxicidade de corantes téxteis reativos
(CORSO; ALMEIDA, 2009), na producdo de lipases (OHNISHI et al., 1994), de
glutaminase (YANO et al., 1988) e na biorremediagdo de solos contaminados com
inseticidas (BHALERAO; PURANIK, 2009).

1.4. Maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg)

O maracuja é um fruto que pertence a familia das Passifloraceas, da ordem
Passiflorales, originario da América Tropical, possuindo150 espécies utilizadas para
diversas finalidades, desde alimenticias, medicinais até ornamentais. As espécies
mais cultivadas no Brasil e no mundo sdo o maracuja-amarelo (Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Degener), maracuja-roxo (Passiflora edulis) e maracuja-doce
(Passiflora alata). Seu nome é de origem indigena das tribos Tupi e Guarani, e

deriva de murukuia, que significa “alimento em forma de cuia” (PIRES et al., 2011).

O Brasil é o principal produtor mundial de maracuja, com uma producéo anual
de 776.097 toneladas em 2012 (IBGE, 2012), sendo a regiao nordeste o mais
importante polo produtor do pais produzindo 563.346 toneladas (72,59%) em 44.932
hectares (IBGE, 2012) (Figura 6).
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Nordeste 72,59%

Figura 6. Producgdo nacional de maracujd-amarelo (IBGE, 2012).

7

A exportacdo de maracuja ainda € incipiente. Tem ocorrido em pequena
escala, sob as formas de fruta fresca, e, principalmente, suco concentrado. Os
principais destinos sdo 0s paises europeus. A participacdo da fruta fresca no total
das exportacbes de maracujad do Brasil tem sido restringido a 1,5%, porque o
mercado interno absorve quase a totalidade da producdo. O suco concentrado
representa a maior parcela da exportacdo sendo atualmente comercializado na
Holanda, Estados Unidos, Porto Rico, Japdo e Alemanha, os quais importam 76%
do suco concentrado produzido no Brasil (MELETTI, 2011).

O seu principal uso esta na alimentacdo na forma de sucos, doces, geléias,
sorvetes e licores. Além disso, a literatura etnofarmacoldgica registra sua indicacao
como tranquilizante suave, diurético, analgésico, no combate a insbnia, as
convulsdes, as contragcdes musculares e a doengas inflamatérias da pele (COSTA,;
TUPINAMBA, 2005; CONCEICAO; ARAUJO, 2011).

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg) (Figura 7),
também conhecido como “maracuja-azedo”, & originario do Brasil (ANDERSEN;
ANDERSEN, 1989) e cultivado em quase todo o territorio nacional. O Brasil € um

importante produtor mundial de maracuja-amarelo, sendo essa cultura tipica de
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regibes tropicais, com condi¢des climaticas adequadas ao seu cultivo. Embora a
espécie P. edulis seja nativa do Brasil, seu cultivo sé adquiriu expressao econémica
na década de 1980, com o incentivo da agroinddstria de sucos e, principalmente,

devido a crescente demanda no mercado da fruta fresca (MELETTI, 2011).

Figura 7. Frutos de maracuja-amarelo (MELETTI, 2011)

Em termos nutricionais, o maracuja apresenta excelentes qualidades
nutritivas, sendo rico em minerais e vitaminas, principalmente A e C, alcaloides
inddlicos, flavonoides, esterois, lignanos e carotenoides (COSTA; TUPINAMBA,
2005). O fruto do maracuja in natura é composto pela casca (aproximadamente
50,3%), pelo suco (23,2%) e pelas sementes (26,2%) (FERRARI et al., 2004).

A casca do maracuja corresponde entre o 40 e 50% do peso total dos frutos
(OLIVEIRA et al., 2002; MACHADO et al., 2003) sendo rica em fibras sollveis,
principalmente pectina (11 — 18%) (D"ADDOSIO et al., 2005; YAPO; KOFFI, 2006)
niacina (vitamina B3), ferro, calcio, magnésio, sbédio e fosforo (Tabela 3)
(D"ADDOSIO et al., 2005; GONDIM et al., 2005).
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Tabela 3. Composicdo centesimal e de minerais de cascas in natura de maracuja-amarelo (P. edulis
fo. flavicarpa) (GONDIM et al., 2005).

Quantidades em 100 g

Parametros de cascas
Calcio (mg) 44,51
Calorias (Kcal) 29,91
Carboidratos (g9) 6,78
Cinzas (9) 0,57
Cobre (mg) 0,04
Ferro (mQ) 0,89
Fibras (g) 4,33
Lipideos (g) 0,01
Magnésio (mg) 27,82
Potassio (mg) 178,40
Proteinas (g) 0,67
Sodio (mQ) 43,77
Umidade (g9) 87,64
Zinco (mgQ) 0,32

Alguns dos destinos dos residuos gerados a partir da elaboracédo de produtos
a base de maracuja sdo a suplementacdo da racdo animal de aves e bovinos
(OTAGAKI; MATSUMOTO, 1958; TOGASHI et al., 2007), substrato para producao
de diversas enzimas (CROTTI et al., 1999; SILVA et al., 2005; ZILLY et al., 2012),
matéria prima para elaboracdo de doces (OLIVEIRA et al.,, 2002) e biscoitos
(ISHIMOTO et al., 2007), em silagem (CRUZ et al., 2010), na producéo de pectina
(D"ADDOSIO et al., 2005; KLIEMANN et al., 2009) e em biorremediacdo (JACQUES
et al., 2007). A farinha produzida a partir da casca tem atividades hipoglicemiantes e
hipolipemiantes em humanos (RAMOS et al., 2007) e seu consumo nao apresenta
risco a saude (MEDEIROS et al., 2009). Ichimura e colaboradores (2006)
demonstraram o efeito anti-hipertensivo do extrato metandlico da casca de P. edulis

em ratos naturalmente hipertensos.
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1.5. Biopurga (BioScouring)

O algodao € a forma mais pura de celulose encontrada na natureza, sendo
uma fibra de origem vegetal proveniente de espécies pertencentes ao género
Gossypium (SHORE, 1995). E cultivado em paises com climas subtropicais tais

como Asia, Africa, Egito, india e Américas do Norte e do Sul.

As fibras de algoddo consistem principalmente de longas cadeias de
moléculas celulésicas de alto peso molecular e sdo polimerizadas a partir de
mondmeros de B-D-glicose (NIAZ et al., 2011). Do ponto de vista estrutural, as fibras
de algoddo sdo constituidas por cuticula, parede primaria, parede secundaria e

[imen, como estéo representados na Figura 8 (LEWIN, 2006).

Cuticula

Camadade
transigao

2SS e St oo

Parede secundaria 4—1

Parede
primaria pura

Figura 8. Representacdo esquematica da estrutura morfologica da fibra de algodao (LEWIN, 2006).

A parede celular vegetal primaria é rica em celulose, xiloglucanos, pectinas,
ceras, corantes naturais e minerais. Esta representa 2,5% do peso total da fibra e é
a responsavel pela sua hidrofobicidade. A parede secundaria & a parte principal da
fibra constituida principalmente de celulose e representa 91,5% do peso total da
fibora com um indice de cristalinidade de 70%. As duas paredes apresentam
diferentes graus de cristalinidade como também diferentes orientacées nas cadeias
moleculares. O limen é a parte mais interna da fibra do algodado sendo composta de
residuos de protoplastos (LI; HARDIN, 1998; HOONDAL et al., 2002).
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A maior parte dos sais de acidos pécticos e pectatos, presentes nas fibras,
sdo insoluveis em agua e responsaveis pela ligacdo entre ceras e proteinas
formando a barreira protetora da fibra. A quantidade e a composicao dessa barreira
variam de acordo com as condi¢des de crescimento, fatores climaticos e a variedade
do algoddo (HOONDAL et al., 2002).

A cuticula € a parte mais externa da fibra constituida por ceras, gorduras,
lignina, proteinas e pectinas e é responsavel pelas propriedades hidrofobicas das
fibras no seu estado natural ajudando a proteger a parte externa da fibra. A
composicdo quimica do algodao esté apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Composicdo aproximada do algodao (LEWIN, 2006).

Composicao (% peso seco)
Quantidade tipica

Constituinte

(%) Faixa (%)
Celulose 95,0 88,0 - 96,0
Proteina (%N) 1,3 1,1-1,9
Substancias pécticas 0,9 0,7-1,2
Cinzas 1,2 0,7-1,6
Cera 0,6 0,4-1,0
Acucares totais 0,3 0,1-1,0
Acidos organicos 0,8 0,5-1,0
Pigmentos Tragos -
Outros 1,4 -

Antes do tecido de algodao cru ser tingido em processos umidos, ele deve ser
limpo a fim de torna-lo hidrofilico. O método industrial convencional inclui um
tratamento com hidréxido de sédio a altas temperaturas seguido de uma extensiva
lavagem. Neste processo, constituintes hidrofobicos (ceras e gorduras) e outros
compostos nao celulésicos (pectinas, proteinas e &cidos organicos) sao

saponificados ou degradados até sua solubilidade em agua, emulsionados e
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dispersos e com isso a superficie das fibras de algoddo muda de uma que resiste a
umectabilidade pela agua por outra que absorve a agua rapidamente. O processo de
purga alcalina tem como objetivo a producdo de um algodéo absorvente que logo

sera tingido para gerar um produto final (Figura 9).

Fibras

[Fosio | res
Tecelagem/malha j/
Tecidos cinzas
Pré-Tratamento h
| Tecidos brancos
Tingimento/impressao
Tecidos coloridos

| Desengomagem | | Finalizagao

Tecidos hidrofilico

Tecidos hidrofébico

Branqueamento

Tecido finalizado

Figura 9. Representacdo esquematica da cadeia de processamento de algodéo, desde a preparacao

da fibra até o consumidor (Agrawal, 2005).

Geralmente, a purga alcalina é realizada com uma solucdo diluida de
hidroxido de sédio, carbonato de sodio ou peroxido de hidrogénio (1 a 4%) durante
30 a 60 minutos sob condicbes atmosféricas ou sob pressdo a uma temperatura
entre 75° e 130°C. Estes produtos quimicos ndo sé removem as impurezas como
também atacam a celulose, reduzindo a resisténcia e o peso do tecido de algodéo.
Além disso, a agua residual tem uma alta demanda quimica e bioquimica de
oxigénio (grau DQO e DBO, respectivamente) e sal. Apesar da purga alcalina ser
efetiva e o custo do hidroxido de sodio ser baixo, 0 processo ndo € ecologicamente

viavel, pois consome grandes quantidades de energia, agua e agentes auxiliares.

As enzimas tém sido utilizadas na industria téxtil desde o final de 1980. Em
1999 foram incorporadas no processo de purga (NIELSEN et al., 2009). Atualmente

existem varias enzimas comerciais produzidas por diversos microrganismos que
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atuam em varias etapas do processo da transformacdo do algoddo (KLUG-
SANTNER et al., 2006; AGRAWAL et al., 2008; AHLAWAT et al., 2009) (Figura 10).

Fenol oxidase

Peroxidase

Catalase Azoredutase

| |
| Vb |

Desengomagem Purga Alvejamento Tingimento Acabamento ]

Llpase

Figura 10. Fluxograma do beneficiamento quimico na indistria téxtil e aplicagbes de enzimas nos
processos téxteis (ANDREAUS; CAVACO-PAULO, 2008).

Celulase
Protease
Lacase

A biopurga refere-se a remocao enzimatica de pectinas, ceras, hemiceluloses
e sais minerais da superficie das fibras celulésicas do algoddo cru. As pectinases
quebram a pectina na cuticula do algodao e, assim, ajudam na remocédo de ceras,
proteinas, 6leos e outras impurezas durante a extracdo (MANGOVSKA et al., 2004).

A pectina esta ligada covalentemente a hemicelulose ou celulose ou por
ligacdes de hidrogénio a outros componentes da parede celular. Ou seja, a pectina
interage consigo mesma formando pontes transversais que ligam a molécula com
outros componentes da parede. Essas ligacbes sdo formadas entre blocos de
galacturonanas ndo esterificados ou com pequenas esterificacdes metilicas com
cargas negativas e ions de célcio com carga positiva por interacdes eletrostéaticas.
Isto gera ligagBes dos grupos hidroxilicos dos polissacarideos e ligacdes idnicas
com o grupo carboxilico da pectina (LOSONCZI et al., 2005). Consequentemente, a
remocao dos ions de calcio pode acelerar a degradacéo das substancias pécticas. O
tensoativo EDTA € o quelante mais eficiente nos processos téxteis (CSISZAR et al.,
2001). Este modifica a estrutura do substrato, removendo os ions de célcio das
pontes transversais (LOSONCZI et al.,, 2005). Esse processo de remocdo do ion
calcio pode levar ao aumento da catalise enzimatica, além de proporcionar uma
maior mobilidade das cadeias pécticas e facilitar o ataque das enzimas (CALAFELL

et al., 2005). O SDS € um surfactante anidnico que age como detergente que auxilia
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na remocdo de Oleos presentes nas fibras de algodéo, facilitando a acdo das
pectinases. Além disso, mantem a enzima dissolvida, tornando-a disponivel para a
acao catalitica (AHLAWAT et al., 2009).

O processo de biopurga pode ser feito a temperaturas e pH moderados e no
final do processo o algodao apresenta uma estrutura de celulose quase intacta, com
menor perda de peso e maior resisténcia (MANGOVSKA et al., 2004). No processo,
varios parametros influenciam no resultado do tratamento tais como a concentracéo

da enzima, a temperatura, o pH e a relagdo do banho e o nivel da agitacao.

O resultado final deste processo € um tecido/fio com alta capacidade
hidrofilica, o qual € necessario para 0s processos subsequentes, tais como
mercerizacdo, alvejamento, tingimento, estamparia e acabamento. Além de
pectinases, amilases sdo usadas na desengomagem (remoc¢éo do amido), enquanto
que celulases séo utilizadas na etapa de remocdo de fibrilas da superficie de
substratos celuldsicos (bio-polishing) na etapa de acabamento do produto, tornando

os tecidos mais brilhantes e suaves.

O processo de biopurga traz muitas vantagens para o produto final, o meio
ambiente e operacional, tais como a diminuicdo do impacto ambiental, produzindo
um efluente mais limpo; a ndo alteracdo da estrutura do algoddo, permitindo a
retencdo de suas propriedades naturais da fibra e a diminui¢cdo do consumo de agua
quando comparado com o0s processos alcalinos. Além disso, a desativacdo das
enzimas envolvidas no processo pode ser feita simplesmente com o aumento da
temperatura ou mudanca de pH. A biopurga permite trabalhar em condi¢cées mais
brandas de temperatura, pressdao e pH, fornecendo seguranca operacional
(BUSCHLE-DILLER et al.,, 1998; HOONDAL et al., 2002; CAVACO-PAULO;
GUBITZ, 2003; MANGOVSKA et al., 2004; MONTEIRO et al., 2009).
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1.6. Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas (SMDFA)

Desde sua primeira mencdo em 1956, o Sistema Micelar de Duas Fases
Aquosas (SMDFA) tem sido utilizado na purificacdo de proteinas, de componentes

celulares e na extracédo de virus (FRANCO et al., 2008).

O SMDFA faz parte de um processo de transferéncia de um soluto de uma
fase liquida para outra fase liquida imiscivel em contato com a primeira denominada
de extracdo liquido-liquido. Este sistema € constituido primeiramente por moléculas
de tensoativos ou surfactantes que tendem a formar micelas oferecendo
simultaneamente um ambiente hidrofobico e outro hidrofilico, o que permite a
seletividade na particdo das biomoléculas (RANGEL-YAGUI et al., 2003).

Os agentes tensoativos sdo moléculas anfifilicas compostas de uma porcao
hidrofilica ou polar, comumente denominada “cabeca polar’, e uma porgao
hidrofébica ou apolar, comumente denominada “cauda apolar’. Os tensoativos
podem ser classificados em trés classes gerais: (a.) iGnicos (possuindo cabeca
positivamente carregada — catidonicos — ou negativamente carregada — anionicos),
(b.) néo-ibnicos (possuindo uma cabeca polar capaz de realizar ligacbes de
hidrogénio com a &agua), e (c.) zwiteribnicos (possuindo uma cabeca caracterizada
por um dipolo) (ISRAELACHVILI, 2011).

Os tensoativos em solucdo aquosa podem exibir diversos tipos de
comportamento, dependendo da concentracdo. Em solugbes com concentracdo de
tensoativo abaixo da concentracdo micelar critica (CMC), especifica para cada
tensoativo, as moléculas de tensoativo adsorvem na interface ar-agua, projetando
suas caudas apolares em direcdo a fase ar de forma a minimizar o contato com a
agua e, portanto, diminuindo a tensao existente na interface ar-agua. Entretanto, a
maioria dos tensoativos apresenta solubilidade minima na fase aquosa,
caracterizada pelo carater hidrofobico da cauda apolar. Desta forma, em solucdes
com concentragOes de tensoativo superiores a CMC, as moléculas de tensoativo
formam agregados conhecidos como micelas, nas quais as caudas hidrofébicas se

associam no interior minimizando o contato com a agua e as cabecas polares
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permanecem na periferia da micela maximizando seu contato com a &gua
(TANFORD, 1980; CHEVALIER; ZEMB, 1990) (Figura 11).

As micelas sdo compostos dinamicos constituidos de dezenas a milhares de
mondmeros de agentes tensoativos que estdo continuamente e reversivelmente
trocando mondémeros umas com as outras (Figura 11) (PUVVADA; BLANKSCHTEIN,
1990). A formacdo de micelas reflete um balanco complexo de varias forcas
intermoleculares, incluindo interacbes de van der Waals, eletrostaticas, estéricas,
hidrofébicas e de ligacdes de hidrogénio (TANFORD, 1980; ISRAELACHVILI, 2011).
A principal forca atrativa resulta do efeito hidrofébico associado as caudas apolares.
A forca repulsiva contraria é resultado das interacdes estéricas (existente entre as
cabecas hidratadas de tensoativos nao-ibnicos) e eletrostaticas (existente entre as
cabecas possuindo cargas semelhantes) associadas as cabecas hidrofilicas. O
processo de micelizacao é resultado de um balanco entre estas forcas atrativas e
repulsivas (KAMEI, 2001).

Cauda do Cabeca do
surfactante surfactante
A A
f\/.
1’. —
;)/\/'. ..ﬁ}\
o
Monomeros de surfactante Micelas
!
o=yl

o

A

Tempo de reac&o varia de milissegundos a minutos

Figura 11. Estrutura geral dos surfactantes no meio hidrofébico. Os circulos negros representam as
cabecas do tensoativo (por¢des hidrofilicas) e as linhas curvas pretas representam as caudas do
tensoativo (por¢des hidrofébicas). H& formacdo de micelas em solugdo aquosa quando a
concentracdo minima critica (CMC) é atingida, ficando as cabecas em contato com a agua e as
caudas para dentro da micela. Nota-se que, como indicado pelas setas, as micelas e as moléculas de
tensoativos que a constituem fazem parte de um equilibrio termodinamico reversivel (LIU et al.,
1996).
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Para determinados tensoativos, como o Triton® X-114, uma solucdo micelar
isotrépica, homogénea submetida a determinadas condicdes como aumento de
temperatura e adicdo de sais, por exemplo, pode espontaneamente se separar em
duas fases liquidas aquosas e imisciveis (Figura 12). Como a concentracdo de
tensoativos nas duas fases é superior a CMC, micelas estdo presentes em ambas
as fases. Porém, o tamanho médio e o grau de polidispersdo das micelas séo
diferentes nas duas fases, pois a concentracédo de tensoativo é diferente (LIU et al.,
1998). Em uma das fases, denominada de “regime diluido” ou “pobre em micelas”,
as micelas encontram-se isoladas umas das outras em solucdo. Nesta fase, o
elevado teor de agua, 75 a 80% em massa, das fases formadas garante a
conservacao das propriedades biolégicas das biomoléculas de interesse (FRANCO
et al., 2008). Na outra, denominada de “regime semi-diluido ou concentrado” ou “rico
em micelas” as micelas apresentam-se enoveladas formando uma rede. A distincéo
neste ambiente fisico-quimico das duas fases formadas consiste na base da
utilizacao destes sistemas em processos de extracdo de materiais bioldgicos (LIU et
al., 1996; KAMEI et al., 2002).

Aumento da
temperatura

g | — || e
)

interf Fase rica em
@?@ nterfase micelas
Solucio micelar Sistema Micelar de
homogénea duas Fases Aguosas

Figura 12. Representacdo esquematica da separacdo de fases em um sistema micelar aquoso
utilizando Triton® X-114 com o aumento da temperatura. A solugdo micelar tem uma Gnica fase em
temperaturas baixas e se separam com o aumento da temperatura, ficando uma na parte superior

(fase pobre em micelas) e uma fase na parte inferior (fase rica em micelas) (LIU et al., 1996).

O fenbmeno de separacgdo de fases pode ser representado por uma curva em

forma de sino, denominada de “curva binodal” ou “curva de coexisténcia”, com
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concavidade para cima ou para baixo dependendo da separagdo de fases ser
induzida pelo aumento ou diminuicdo da temperatura, respectivamente. A curva
binodal, desta forma, representa o limite, em funcdo da temperatura e da
concentracdo de tensoativo, no qual a solugcdo micelar se separa em duas fases
macroscopicas (NIKAS et al., 1992). A temperatura na qual h4 uma separacéo das
duas fases € conhecida como ponto-de-névoa (cloud point). Esta temperatura €
extremadamente sensivel a interacdo no sistema e depende da estrutura, do peso
molecular e da concentracdo do polimero e da presenca de outros solutos néo
formadores de fases (RAGHAVARAQO et al., 2003).

A particdo de proteinas pelo SMDFA depende principalmente das
propriedades fisicas e quimicas como ponto isoelétrico, a superficie de
hidrofobicidade, massa molar e as caracteristicas do meio tal como o tipo de
surfactante ou polimero, a sua concentracdo, pH e a concentracao e tipo de sal e da
temperatura (RAGHAVARAO et al.,, 2003; MAZZOLA et al., 2008). A fase de
separacdo de cada sistema muda de acordo com o polimero (peso molecular e
concentracdo) e a quantidade e concentracdo de sal presente no sistema. Por isso,
ter conhecimento da curva bimodal € essencial quando se trabalha com o SMDFA.

Este método oferece algumas vantagens de versatilidade, curta fase de
separacao, eficiéncia, segura para o meio ambiente em comparacdo com 0S
métodos convencionais, baixo custo e facilidade de aplicacdo a larga escala, ndo
emprega compostos organicos volateis como solventes e em alguns casos, permite
a reciclagem dos surfactantes, sendo posteriormente utilizados em outra separacao.
Na é&rea de biotecnologia tem sido sugerido no lugar ou como processo
complementar a cromatografias para reduzir o custo do processamento de muitos
produtos biolégicos (MINUTH et al., 1995; RAGHAVARAQO et al., 2003; ROSA et al.,
2013).

Em 1981, Bordier fez o primeiro trabalho demonstrando a possibilidade de
separar proteinas por extracdo em sistemas de duas fases aquosas com o auxilio de
agentes tensoativos nao-ionicos como o Triton® X-114 (octilfenoxi polietoxietanol)

(Figura 13) a 4°C, o qual ajuda a preservar a integridade das moléculas. Nesse tipo
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de sistema, as proteinas hidrofilicas foram encontradas exclusivamente na fase
pobre em micelas (fase inferior do sistema de duas fases aguosas micelares),
enquanto que as proteinas com carater hidrofobico na fase rica em micelas (fase

superior do sistema).

o) otH
HsC ;
HsC
HsC HsC CHg

Figura 13. Molécula do surfactante octilfenoxi polietoxietanol n&o-iénico (Triton® X-114) (SIGMA-
ALDRICH)

Diversas pesquisas tém sido realizadas usando o Triton® X-114 no SMDFA
na purificacdo de diferentes proteinas (BORDIER, 1981; HOLM et al., 1986;
SANCHEZ-FERRER et al., 1990, 1994; LIU et al., 1996; BECKER et al., 2009). O
seu uso apresenta varias vantagens como simplicidade na sua manipulacdo, a
reprodutibilidade dos resultados obtidos, a manutencdo da atividade bioldgica das

moléculas e a possibilidade de trabalhar em larga escala (PRYDE, 1986).
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2. Justificativa

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de maracuja, sendo a
regido nordeste a principal produtora do pais (IBGE, 2012). Com isso, sdo gerados
varios tipos de residuos agroindustriais tais como cascas que podem ser utilizados
em varios processos industriais tais como na producdo de farinha para racdo animal
e na producdo de enzimas além das propriedades hipoglicemiantes e
hipolipemiantes em humanos (RAMOS et al., 2007), diminuindo o impacto ambiental

gerado pelo descarte inapropriado deste tipo de residuos.

As pectinases constituem um grupo de enzimas que catalisam a degradacédo
das substancias pécticas presentes no material vegetal. Estas enzimas sao comuns
na natureza, sendo produzidas por bactérias, fungos, leveduras, insetos, nematodas,
protozoarios e plantas e podem ser utilizadas em uma grande variedade de
processos industriais. Estudos prévios indicam que o fungo A. oryzae (BLU-37),
isolado de residuos de algoddo da industria téxtil, € um eficiente produtor de
pectinases (SIQUEIRA et al., 2010). O fungo A. oryzae tem sido bastante estudado
na producdo de diversas enzimas quando crescido em diversos substratos além da
importancia na alimentacdo asiatica devido a seu “status GRAS” (Generally
Regarded As Safe) outorgado pela FDA (Food and Drug Administration) e ao aval da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o que permite uso de seus metabolitos em

diversos processos industriais, sem afetar a saide humana nem animal.

A viabilidade da comercializacdo e da producdo em escala industrial de
enzimas obtidas por meio da biotecnologia depende significativamente das técnicas
empregadas na purificagdo destas. A baixa concentragdo inicial dos produtos
obtidos, sensibilidade térmica e a necessidade de preservar as principais
propriedades dos compostos tornam 0s processos de recuperagcao onerosos para 0s
custos globais de produgdo. Desenvolver técnicas de purificacdo eficientes,
minimizando o nimero de etapas necessarias para a recuperacao desejada, é uma
das preocupacOes atuais na area da biotecnologia, pois isto significa reducéo de
custos bem como de perdas do produto (HUENUPI et al., 1999). A extracdo liquido-

liguido pelo sistema micelar de duas fases aguosas € uma operacao unitaria que
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pode oferecer as vantagens necessarias para a producdo de um bioproduto com

essas caracteristicas.

3. Objetivos

e Produzir, purificar parcialmente e caracterizar pectinases produzidas pelo
fungo A. oryzae cultivado em casca de maracuja-amarelo como fonte de

carbono em meio submerso.

e Clarificar o extrato bruto concentrado obtido a partir do cultivo do fungo A.
oryzae em casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono utilizando

um sistema micelar de duas fases aquosas.

e Comparar os efeitos do extrato bruto concentrado de A. oryzae quando
crescido em casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono com
outras enzimas de origem comercial, com e sem produtos auxiliares, no

processo de biopurga da industria téxtil.
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CAPITULO 2
PRODUCAO, PURIFICACAO PARCIAL E
CARACTERIZACAO DE PECTINASES PRODUZIDAS
PELO FUNGO Aspergillus oryzae CRESCIDO EM
CASCA DE MARACUJA-AMARELO COMO FONTE
DE CARBONO

Resumo

Uma pectinase extracelular foi parcialmente purificada a partir de amostras de
extrato bruto do fungo mesdfilo A. oryzae quando cultivado em casca de maracuja-
amarelo como fonte de carbono. A andlise bromatol6gica determinou que casca de
maracuja é particularmente rica em hemicelulose, seguido por lignina e celulose. O
perfil de inducdo mostrou que a atividade pectinolitica aumentou de forma constante
atingindo um valor elevado no décimo dia de crescimento. A pectinase (PEC-P1) foi
parcialmente purificada por ultrafiltracdo e cromatografias de filtracdo em gel
(Sephacryl S-200) e de troca ibnica (HiTrap Q FF). A eletroforese sob condi¢cbes
desnaturantes do extrato bruto, do concentrado e da PEC-P1 mostrou duas bandas
de proteina de aproximadamente 43 e 45 kDa, coincidente com as bandas de
atividade de pectinases detectadas através do zimograma. A PEC-P1 apresentou
maior atividade em pH 4,5 e a 55°C, 70°C e 75°C. A atividade enzimatica foi inibida
por fons Ag*, Cu®*, Fe?*, Fe**, Co®*, Ca®" e Hg*", EDTA e compostos fendlicos, acido
tanico e vanilina. A enzima foi ativada pelo fon Cu®* e por compostos fenélicos, acido
ferdlico, cindmico e 4-hidroxibenzoico. O concentrado diminuiu a viscosidade do

suco de goiaba em 4,15%.

Palavras-chaves: A. oryzae, pectinase, casca de maracuja-amarelo, meio

submerso, viscosidade.
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Abstract

An extracellular pectinase was isolated from samples of crude extract of A.
oryzae mesophilic fungus when grown on yellow passion fruit peel as the carbon
source. The bromatological determined that passion fruit peel was particularly rich in
hemicellulose, followed by lignin and cellulose. The profile showed that induction of
pectinolytic activity increased steadily reaching the highest value on the tenth day of
growth. The pectinase (PEC-P1) was partially purified by ultrafiltration, gel filtration
chromatography, gel filtration chromatography (Sephacryl S-200) and ion exchange
(HiTrap Q FF). The gel under denaturing conditions of the crude extract, concentrate
and PEC-P1 showed two protein bands of approximately 43 and 45 kDa, coincident
with that staining for pectinase activity. PEC-P1 was more active at pH 4.5 and 55°C,
70°C and 75°C. The enzyme activity was inhibited by some ions (Ag*, Cu?*, Fe*,
Fe*, Co*, Ca*, Hg*"), EDTA and phenolic compounds (tannic acid and vanillin).
The enzyme was activated by Cu®* ion and phenolic compounds (ferulic acid,
cinnamic acid and 4-hydroxybenzoic). The viscosity of guava juice was decreased by

4.15% when incubated with the concentrate sample.

Keywords: A. oryzae, pectinase, yellow passion fruit peel, submerged medium,

viscosity.
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1. Introducéo

A producdo agricola brasileira € uma das mais importantes do mundo,
produzindo e exportando café, acucar de cana, soja, mandioca, frutas, entre outros e
produtos a bases destes gerando uma grande quantidade de residuos (SOCCOL;
VANDENBERGHE, 2003). Nos ultimos anos houve um aumento na tentativa de
tornar mais eficiente a utilizacdo desses residuos, cuja disposi¢cdo no meio ambiente
causa seérios problemas de poluicdo. Com o0 advento da inovacéo biotecnoldgica na
area de enzimas e tecnologia das fermentacfes, novas perspectivas estdo sendo

criadas.

O maracuja pertence a familia Passifloraceae, constituida por quase 200
espécies nativas no Brasil. E uma fruta tipica da América Tropical e o Brasil € o
principal produtor mundial, sendo a regido nordeste o mais importante polo produtor
do Pais. A casca do maracuja-amarelo (Passiflora edulis flavicarpa) representa mais
da metade do peso total do fruto e seu descarte inapropriado gera problemas
ambientais como mau cheiro ao redor das industrias de suco e foco para a presenca
de animais (FERREIRA et al., 2010). Um dos objetivos da industria de alimentos é
encontrar formas de aproveitamento para os seus residuos, transformando-os em
beneficios financeiros e minimizando os impactos ambientais (RUGGIERO et al.,
1996).

Uma das aplicagBes em potencial desses residuos consiste na sua utilizagédo
como fonte de carbono em bioprocessos para obtencdo de produtos de maior valor
agregado, tais como enzimas, alcoois, acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos
secundarios biologicamente ativos e compostos aromaticos (ALKORTA et al., 1998;
UENOJO et al., 2007; JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013) agregando valor a cadeia
produtiva, além de reduzir as emissdes de carbono para a atmosfera e contribuir
para a viabilidade econdmica de tais processos, uma vez que estes produtos

apresentam baixo valor econdémico no final da cadeia produtiva.

As substancias pécticas sdo macromoléculas glicosidicas de alto peso

molecular que formam o maior componente da lamela média, uma fina camada de
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material adesivo extracelular entre as paredes primérias de células de vegetais
superiores (UENOJO et al.,, 2007). O esqueleto péctico é primariamente um
homopolimero de &acido galacturénico ligado em a(1—4), com grau variavel de

grupos carboxilas metil esterificados (CANTERI et al., 2012).

As enzimas encarregadas da hidrolise das substancias pécticas séo
amplamente conhecidas como pectinases, e incluem poligalacturonases, pectina
esterases, pectina liases e pectato liase, dependendo do modo de acdo. Estas séo
produzidas por uma ampla variedade de micro-organismos tais como bactérias,

leveduras, fungos e actinomicetos (ALKORTA et al., 1998).

As pectinases foram as primeiras enzimas a serem utilizadas industrialmente
(RIBEIRO et al., 2010). O seu uso na producéo de suco esta relacionado com varios
processos como clarificagdo, maceracéo, extracdo, estabilizagcdo da cor do suco
durante o armazenamento e no aumento de rendimento. Uma variedade de
pectinases com atividade enzimatica em diferentes intervalos de pH e temperaturas

permite ampliar o campo de acéo destas enzimas (RIBEIRO et al., 2010).
2. Objetivo

Produzir, purificar parcialmente e caracterizar pectinases secretadas pelo
fungo A. oryzae quando crescido em casca de maracuja-amarelo como fonte de
carbono em fermentacdo submersa.
3. Material e métodos

3.1. Origem dos reagentes

Os reagentes pectina de frutas citricas, xilana de aveia, carboximetil-celulose

(CM-celulose), manana, celulose microcristalina (avicel) e o corante vermelho de

ruténio foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). As colunas
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cromatograficas Sephacryl S-200 e HiTrap™ Q Fast Flow (HiTrap Q FF), o papel
filtro (FP) (Whatman No. 1) e o kit de marcador de massa molecular Low Molecular
Weight (LMW) foram adquiridos da GE Healthcare Life Sciences (Piscataway, NJ,

USA). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
3.2. Residuos Agroindustriais
3.2.1. Origem dos residuos

As frutas maduras de maracuja-amarelo (Passiflora edulis sims), liméo-
taiti (citrus latifolia), laranja ‘péra’ (Citrus sinensis L. Osbeck) e goiaba-
vermelha (Psidium guajava L) foram adquiridas de um fornecedor local de
Brasilia, DF. O p6-de-filtro (residuo do tratamento do algodao) foi adquirido da

industria Hantex - Residuos Téxteis Ltda., Gaspar, SC.
3.2.2. Pré-tratamento

As frutas de maracujd-amarelo, limdo-taiti e laranja ‘péra’ foram
lavadas em &agua corrente, descascadas e secas a 65°C por 48 horas em
estufa. O pé-de-filtro foi previamente autoclavado a 121°C por 2 horas e,
posteriormente, lavado em &gua corrente e seco a 65°C por 48 horas em
estufa. Todos os substratos, apds a secagem, foram triturados em moinho de
bancada para obtencéo de pequenas particulas homogéneas (Figura 14).
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Figura 14. Residuos agroindustriais pré-tratados: A. Casca de maracuja-amarelo; B. Casca de liméo-

taiti; C. Casca de laranja ‘péra’; D. P4-de-filtro.

3.2.3. Andlise Bromatologica

A andlise bromatologica da casca de maracuja-amarelo foi feita pelo
Professor Dr. Carlos Frederico de Souza Castro - laboratorio de Quimica
Tecnoldgica do Instituto de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano, Rio Verde
— GO, utilizando as metodologias descritas por Li e colaboradores (2004) e Lin

e colaboradores (2010).
3.2.3.1. Analise dos extraiveis

Foram pesados 5 g do material lignoceluldsico (mp) e transferidos
para um extrator Soxhlet. A extracdo ocorreu por 8 horas, usando-se
cerca de 300 mL de hexano PA. Apés a extracao, o material foi seco a
35 - 40°C até atingir peso constante e pesado (m;). A diferenca de
massa corresponde ao teor de extraiveis (mg — m;). O percentual de

extraiveis (%E) foi calculado por:

m m
0 1« 100%

my

WE =
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3.2.3.2. Anélise da Hemicelulose

Foi utilizado 1 g (m;) do material lignocelulésico (livre de
extraiveis). Este material foi acrescido de 10 mL de solucdo aquosa de
hidréxido de sodio (500 mM - 20 g/L). A mistura foi fervida por 3,5 horas,
filtrada e lavada com agua destilada. O residuo sélido foi seco a 35 -
40°C e pesado até atingir peso constante (my). A diferenca das massas
corresponde a hemicelulose. O percentual de hemicelulose (%HC) foi

calculado por:

m; —m,

% HC = X 100%

3.2.3.3. Anédlise de Lignina

Foi utilizado 1 g (m3) do material lignoceluldsico (livre de extraiveis)
e este foi acrescido de 30 mL de solugdo aquosa de acido sulfarico
(72% - 72 mL de acido sulftrico concentrado com 28 mL de &gua
destilada). A mistura ficou em repouso por 24 horas e depois foi diluida
com 300 mL de &agua destilada e fervida por 1 hora. A mistura foi
filtrada e o residuo sdlido foi lavado com &gua destilada. O residuo
sélido foi seco a 35 - 40°C e pesado (m,4). Esta massa corresponde ao

teor de lignina. O percentual de lignina (%L) foi calculado por:

3.2.3.4. Analise de Celulose

A celulose foi determinada pela diferenca entre a massa original e
os teores de extraiveis, hemicelulose e lignina. O percentual de celulose

(%/C) pode ser determinado por:
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% C =100 — %E — %HC — %L

3.3. Isolamento, manutencéo e identificacdo do fungo

O fungo filamentoso A. oryzae (BLU-37) foi isolado da compostagem natural
de residuos da industria de rebeneficiamento de fibras de algoddo (Hantex Ltda.,
regido do Vale do lItajai, Gaspar, SC) e, posteriormente, identificado fenotipicamente
pelo professor Dr. Luis Roberto Batista do Laboratério de Microbiologia de Alimentos
da Universidade Federal de Lavras (UFLA) (SIQUEIRA et al., 2010). A identificacéo
genotipica foi feita no Laboratério de Microbiologia: Interacdo Planta-Praga do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia sob a supervisdo do
professor Dr. Robert Miller conforme metodologia no Anexo 1. O isolado encontra-se
depositado na Micoteca do laboratorio de Enzimologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Brasilia dentro do ambito da rede Sisbiota de fungos
filamentosos com autorizagcédo de acesso e de remessa de amostra de componente
do patrimbnio genético nimero 010770/2013-5 sob supervisdo do Professor Dr.

Edivaldo Ximenes.

3.4. Conservacao do fungo

O isolado foi mantido em meio solido Batata-Dextrose-Agar (BDA) contendo
caldo de batata 2,0% (p/v), dextrose 1,0% (p/v) e agar 2,0% (p/v), com repiques
realizados periodicamente e preservado a -80°C em criotubos, contendo glicerol
50% (V/v).

3.5. Cultivo em meio liquido

O fungo A. oryzae foi submetido a cultivos submersos utilizando diferentes
fontes de carbono, entre elas casca de limé&o-taiti (Citrus latifolia), casca de
maracuja-amarelo (Passiflora edulis sims), fibra de algodao (p6-de-filtro) e casca de
laranja ‘péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) em frasco do tipo Erlenmeyer de 1 L

contendo 200 mL de meio liquido com a seguinte composicdo (DUARTE et al.,
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2012): 0,7% de KHyPO4 0,2% de K;HPO, 0,05% de MgSO, 7H,O; 0,16%
(NH4)2SO4; 0,06% de extrato de levedura e 1% (p/v) da fonte de carbono
lignoceluldsica (casca de liméo-taiti, de maracuja-amarelo, de laranja ‘péra’ ou po-
de-filtro, separadamente), em pH 6,8. A inoculacdo foi feita por suspensdo de
esporos (10° ou 10" esporos/mL) obtidos de cultura pura em BDA. O cultivo foi
realizado por seis dias a 28°C com agitacado constante de 120 rpm. Os meios de
cultura contendo a massa micelial foram filtrados a vacuo em funil de Bichner com
papel de filtro (Whatman N° 1) e armazenados a 4°C, com adicdo de 0,1% de azida
sbédica. O filtrado, denominado extrato bruto (EB), foi usado como fonte de

holocelulases.
3.6. Determinacéo da atividade enzimatica das holocelulases

Os ensaios enzimaticos para a determinagcdo de holocelulases
(endoglicanase/CMCase, xilanase, pectinase e mananase) foram realizados pelo
método de DNS, conforme descrito por Miller (1959) e adaptado por Vale (2012),
tendo 5 uL de enzima e 10 uL de substrato 1% (Anexo 2). A incubacao foi realizada
a 50°C por 30 minutos (FILHO et al., 1993). Apés este periodo, foram adicionados
30 uL de DNS e a mistura foi novamente incubada por 10 minutos a 97°C (MILLER,
1959), sendo, posteriormente, acrescentado 150 uL de agua destilada. A quantidade
de acucares redutores foi quantificada pela leitura da absorbancia a 540 nm

(SpectraMax M2e, Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, EUA).

Para o ensaio de FPase (celulase total), foi utilizado como substrato papel
Whatman numero 1, em forma de tiras de 0,5 x 3 cm, com, aproximadamente 25 mg
de massa. As tiras de papel foram incubadas com 75 pL de solucdo de enzima por 1
hora, a 50°C. Para a determinacdo de avicelase (exoglicanase), foi utilizado 50 pL
de solucdo 1% de celulose microcristalina (avicel) em tampéo acetato de sédio 50
mM, pH 5 e 50 pL de solucdo de enzima por 2 horas, sob agitacdo, a 50°C. Os
ensaios de FPase e avicelase foram interrompidos e analisados como descrito

acima.
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As atividades enziméticas foram expressas em Ul/mL, sendo definida como a
quantidade de acuUcares redutores liberados na unidade de tempo por mililitro de

enzima (umol de agucar redutor/min/mL).

Para determinar a quantidade de agucar redutor liberado durante os ensaios
enzimaticos foram construidas curvas de calibracdo com acido D-galacturdnico, D-
xilose, D-glicose e D-manose. Estas foram realizadas com uma solu¢cédo estoque de
2 mg/mL de cada monossacarideo variando a concentracdo do acucar redutor entre
0,2 — 1,2 mg/mL com agua destilada, totalizando sempre o volume final de 15 uL. Do
gréfico foi obtida a equacao da reta que foi utilizada para quantificar o total de aglcar

redutor apés a leitura.

3.7. Proteina Total

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976) utilizando o Kit Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, EUA).
Uma solucdo de BSA (albumina sérica bovina) (0,1 mg/mL) foi usada para

construcdo da curva padrdo, de acordo com instru¢des do fabricante.

3.8. Curva de producdo enziméatica

A producéo de pectinases pelo fungo A. oryzae quando crescido em casca de
maracuja-amarelo como fonte de carbono foi mensurada a cada 24h durante um
periodo de 20 dias. O cultivo foi realizado em triplicata como descrito no item 3.5 do
presente capitulo. Aliquotas de 1 mL foram retiradas diariamente e a atividade de
pectinases e proteina total foram determinadas conforme item 3.6 e 3.7 do presente

capitulo, respectivamente.

3.9. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os experimentos de microscopia eletrénica de varredura foram realizados no

Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia Celular do
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Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade de Brasilia sob a supervisdo da

Professora Dr. S6nia Bao.

A colonizagdo da casca do maracuja-amarelo pelo fungo A. oryzae ap6s 10
dias de cultivo foi analisada mediante imagens obtidas através de MEV. A massa
micelial, apos filtracdo ao vacuo em funil de Bichner com papel de filtro comum, foi
submersa por cinco horas na solucdo fixadora Karnovsky (0,1 M; pH 7,2)
(KARNOVSKY, 1965) (Anexo 3) e, posteriormente, lavada trés vezes com o tampao
cacodilato de sodio (0,05 M pH 7,4). Posteriormente, o material foi pos-fixado com
tetroxido de 6smio (1%) durante 1 hora, lavado com agua destilada e desidratado
gradualmente utilizando acetona em diferentes concentracdes (30%, 50%, 70%,
90% e 100% v/v) por 15 minutos cada uma. Posteriormente, o material foi submetido
ao procedimento de secagem ao ponto critico com CO;, no equipamento Balzers
moddelo CPD 030 (Balzers Union AG, Liechtenstein, Alemanha), fixado no porta
espécime (stubs) com fita de carbono dupla fase e revestido em camara de vacuo
com vapores de ouro no equipamento Balzers modelo SCD 050 (Balzers Union AG,
Liechtenstein, Alemanha) e submetido a analise no microscopio eletrébnico de
varredura marca JEOL, modelo JSM-700 1F (JEOL Ltd., Toquio, Jap&o) a 15.0 kV.

3.10. Ultrafiltracao

O extrato bruto, obtido apés cultivo do fungo por 10 dias, foi concentrado dez
vezes pelo processo de ultrafiltragcdo utilizando uma membrana com retencéo de 10
kDa (suporte em Polyethersulfone) e 76 mm de diametro (Amicon Millipore Co.,
Bedford, MA, USA) pelo sistema Amicon Filtration System-Stirred Cells com presséao
de 75 psi a 4°C. O material resultante da cromatografia de exclusdo molecular foi

concentrado trés vezes com membrana de retengéo de 30 kDa.
3.11. Purificagéo parcial em cromatografia de exclusao molecular
A purificacdo parcial foi realizada a 24°C. Aliguota da amostra concentrada

pelo processo de ultrafiltracdo foi fracionada por cromatografia de filtragdo em gel

em coluna Sephacryl S-200 (3,0 cm x 71,0 cm) equilibrada com tampéao fosfato de
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sédio (50 mM pH 7) e NaCl (0,15 M). Fracdes de 3 mL foram eluidas com fluxo de
20 mL/h. O perfil de proteina total foi determinado pela leitura das fracdes no
comprimento de onda de 280 nm no SpectraMax M2e (Molecular Devices Co.,
Sunnyvale, CA, EUA). A atividade de pectinase foi determinada conforme descrito
no item 3.6 do presente capitulo. Fracdes correspondentes a pectinase foram
coletadas e concentradas pelo sistema de ultrafiltragcdo conforme descrito no item
3.10 com uma membrana de retencédo de 30 kDa. O concentrado foi armazenado a

4°C para uma posterior cromatografia de troca ibnica.

3.12. Cromatografia de troca idnica

A cromatografia de troca idnica foi realizada a 19°C. Um volume de 5 mL da
amostra previamente concentrada foi aplicado em uma coluna de 5 mL de troca
ionica HiTrap™ Q Fast Flow (HiTrap Q FF - GE Healthcare), previamente equilibrada
com tampédo fosfato de sédio (10 mM pH 7,0) no Sistema Akta purifier (GE
Healthcare). A amostra de 5 mL foi eluida com o mesmo tampao citado
anteriormente sob um fluxo fixo de 60 mL/h e ap6s 15 mL de eluicao foi aplicado o
gradiente linear de NaCl (0 — 1,0 M). Fracbes de 1 mL foram coletadas e analisadas
quanto a presenca de proteinas no comprimento de onda a 280 nm. O grau de
pureza das amostras foi analisado por eletroforese sob condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE).

3.13. Caracterizacdo enzimatica

Para determinar o efeito do pH na atividade de pectinase, as amostras de
extrato bruto, concentrado e a enzima parcialmente purificada (PEC-P1) foram
avaliadas na presenca de tampdes de diferentes valores de pH no intervalo de 3,0 -
9,0. Os tampdes avaliados foram acetato de sodio 50 mM (pH 3,0 — 6,0), fosfato de
sédio 50 mM (pH 6,0 - 7,5) e tris-HCI (pH 7,5 - 9,0). Todos os tampdes,
independentemente do pH, foram ajustados para a mesma forca ibnica com NaCl. A
determinacdo do efeito do pH na atividade de pectinase foi feita em microensaio
através do método do acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) conforme previamente

descrito no item 3.6.
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Para avaliar o efeito da temperatura na atividade de pectinase foram
realizados ensaios enzimaticos como descrito no item 3.6 do presente capitulo
alterando a temperatura de incubacao de 40°C até 70°C. Todos 0s ensaios foram

feitos em quintuplicata e os desvios padrées foram menores que 10% da média.

3.14.Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

O grau de pureza das amostras enzimaticas (extrato bruto, concentrado e
PEC-P1) foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des
desnaturantes, conforme descrito por Laemmli (1970). Eletroforese descontinua em
gel de poliacrilamida a 12% (v/v) foi realizada utilizando sistema Mini-Protean Tetra
Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) para mini-gel (60 x 80 x 0,75 mm)
contendo SDS 0,1% (p/v). O gel concentrador foi preparado a 5,0% (v/v) contendo
SDS 0,1% (p/v). As amostras foram previamente submetidas a precipitacdo por
solucéo de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v) em agua e incubadas por 1 h a 4°C.
Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 18.600 x g por 15
minutos a 4°C. Posteriormente, as amostras foram lavadas por duas vezes com 1,0
mL/tubo de acetona P.A. refrigerada e centrifugadas nas mesmas condi¢coes
anteriores. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos,
para secagem. ApOs este periodo, as amostras foram ressuspensas em 20 pL de
agua milli-Q, e, a este volume, foram adicionados 10 pL de tampao de amostra [tris-
HCI 312 mM, pH 7; SDS 2,0% (p/v); azul de bromo fenol 0,05% (p/v); glicerol 20%
(v/v) e B-mercaptoetanol 5,0% (v/v)]. A mistura foi aquecida por trés minutos a 98°C.
A eletroforese foi realizada em tampao [tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM e SDS
0,075% (p/v), pH 8,3 apobs diluicdo], a temperatura ambiente, submetida a 25 mA por
40 minutos. O marcador de massa molecular Low Molecular Weight (LMW) (GE
Healthcare) contendo as proteinas fosforilase b (97,0 kDa), soroalbumina bovina
(66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbbnica (30,0 kDa), inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa) foi utilizado como referéncia de
migracéo para determinagao das massas moleculares aparentes. Uma concentracao

de 10 ug/mL de proteina por gel foi definida para cada amostra.
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3.15.Coloracgéo de proteinas por nitrato de prata

Apoés a separacdo das amostras em SDS-PAGE, as bandas protéicas foram
reveladas utilizando o método descrito por Blum e colaboradores (1987). O gel foi
incubado sob agitagcdo em solucao fixadora [metanol 40% (v/v), &cido acético 7%
(v/v)] por 1 hora, a qual foi reservada para a etapa final de coloracdo. Em seguida, o
gel foi lavado por trés vezes em solucéo etanol a 50% (v/v) durante 20 minutos cada,
sob agitacdo. Apés as lavagens, o gel foi incubado por 1 minuto em solucdo de
tiossulfato de sédio 0,02% (p/v), lavado trés vezes com agua destilada durante 10
segundos cada e incubado em solucdo de coloracdo [nitrato de prata 0,2% (p/v),
formaldeido 0,03% (v/v) para 50 mL de agua destilada] por 15 minutos sob agitacéo.
Novamente, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada, durante 10 segundos
cada e submetido a solugéo reveladora [carbonato de sédio 6,0% (p/v), tiossulfato
de sodio 0,004% (v/v), formaldeido 0,02% (v/v) para 50 mL de &gua destilada]. A
reacao foi interrompida com solucéo fixadora apdés o surgimento das bandas. O gel
foi armazenado em solucdo acido acético 0,5% (v/v), para ser foto-documentado,
posteriormente, em scanner comercial Hewlett Packard Scanjet modelo G2410
(Hewlett-Packard Co.; Palo Alto CA, USA).

3.16. Zimograma

As amostras enzimaticas de extrato bruto, concentrado e PEC-P1 foram
submetidas a técnica de zimograma através da eletroforese em gel de poliacrilamida
em condicdes desnaturantes a 12% (v/v), como descrito no item 3.14 do presente
capitulo, co-polimerizado com solucédo pectina de frutas citricas 0,1% (v/v) como
descrito por Cruickshank e Wade (1980). O preparo das amostras também foi
realizado como descrito no item 3.14 do presente capitulo. O marcador de massas
moleculares utilizado como referéncia de migracdo para determinacdo das massas
moleculares aparentes foi o Low Molecular Weight (LMW), conforme ja mencionado
item 3.14. Apds a eletroforese, o gel foi incubado duas vezes em solucdo Triton® X-
100 2,5% (v/v) por 30 minutos cada a 28°C sob agitacdo. Em seguida, o gel foi
incubado em tampéo fosfato de sdédio 50 mM, pH 7,0 por 90 minutos a 50°C sob

agitacdo. A reacao foi interrompida pela incubacdo do gel a 4°C por uma hora.



59

Posteriormente, o gel foi lavado com agua destilada e imerso em solugédo vermelho
de ruténio 0,02% (p/v) por 30 minutos a 50°C sob agitacdo. Por fim, o gel foi
descorado com agua destilada até o aparecimento das bandas translicidas. O gel
foi foto-documentadas em scanner comercial. Uma concentracdo de 10 ug/mL de

proteina por gel foi definida para cada amostra.

3.17. Termoestabilidade

O estudo da termoestabilidade das atividades pectinoliticas das amostras do
extrato bruto e concentrado foi determinada a 50°C através da incubacdo por um
periodo maximo de 32 horas. Para PEC-P1, a termoestabilidade foi determinada a
55°C e 70°C e 60 minutos de incubacdo. A atividade enzimatica residual foi
determinada pelo método DNS (MILLER, 1959) como descrito no item 3.6 do

presente capitulo.
3.18.Efeito de ions metalicos

Para avaliar o efeito dos ions metédlicos e EDTA na atividade enzimética, a
PEC-P1 foi incubada com Ag*, K*, Na*, Co*, Ca®', Cu®*, Fe?, Hg**, Mg*, Mn?",
Zn**, AI** Fe*) e EDTA, separadamente, em concentracées finais de 1 mM e 10 mM
por 20 minutos a 28°C, e a atividade residual de pectinase foi quantificada conforme
descrito no item 3.6 do presente capitulo. Os desvios-padréo foram calculados como
percentuais da média para o ensaio correspondente. A atividade foi expressa como
atividade relativa, sendo que o valor de 100% de atividade correspondeu a atividade

realizada na auséncia de ions metalicos.

3.19. Efeito de compostos fendlicos

O efeito de compostos fenélicos na atividade da PEC-P1 foi avaliado pela pré-
incubacgédo a 28°C da amostra enzimatica com vanilina, acido ferulico, p-coumarico,
cinamico, 4-hidroxibenzdico e tanico, na concentracdo de 1 mg/mL, dissolvidos em
agua (vanilina e &cido ferulico) ou etanol (acidos cinamico, 4-hidroxi-benzéico, p-

cumarico e tanico). O efeito de inibicdo foi quantificado apds a incubagéo da enzima
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com os compostos fenodlicos. A atividade enzimética foi determinada conforme
descrito no item 3.6 do presente capitulo. Os controles foram feitos com a pré-
incubacédo das enzimas com agua ou etanol e submetidos as mesmas condi¢cdes de
ensaio. Os desvios-padrao foram calculados como percentuais da média para o
ensaio correspondente. A atividade foi expressa como atividade relativa, sendo que
o valor de 100% de atividade correspondeu a atividade realizada na auséncia de

compostos fendlicos.

3.20.Viscosidade

Para avaliar uma possivel aplicacéo industrial do concentrado e da PEC-P1,
foi determinado o efeito da acdo enzimatica na viscosidade da polpa de goiaba-
vermelha (Psidium guajava L) conforme protocolo modificado de Surajbhan e
colaboradores (2012). A viscosidade foi determinada utilizando um viscosimetro
rotacional digital da marca Brookfield, modelo DV-E (Brookfield Engineering,
Stoughton, MA, USA) equipado com cilindros de diametros diferentes (spindles), em
que o cilindro adequado é utilizado conforme a viscosidade do fluido. Para o suco de
goiaba foi utilizado um cilindro namero 3 (referencia RV-3) a 60 rpm.

A polpa foi produzida no laboratério utilizando um liquidificador caseiro
simples em uma propor¢do de 1:1 (p/v) com agua destilada e, posteriormente,
peneirada e incubada em frascos do tipo erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de
polpa a 40°C, 180 rpm por 60 minutos. As concentragdes do concentrado e da PEC-
P1 foram 0,2% e 0,5% (v/v). Apés o periodo de incubacao, procedeu-se a inativacao
enzimatica, aquecendo o material a 97°C por cinco minutos. O resfriamento foi feito
por imersdo em agua até atingir 28°C para, posteriormente, realizar as leituras da
viscosidade. Os experimentos foram feitos em triplicata, utilizando-se para cada
repeticdo, uma nova amostra. O controle foi feito com a substituicdo da enzima pelo

tampéao fosfato de sédio, 10 mM pH 7,0 nas mesmas condi¢des de ensaio.

3.21.Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos & ANOVA One way e post-hoc teste Tukey de

comparacdo pareada, com nivel de significAncia de 0,05%. Todas as analises
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estatisticas foram feitas no software Past (PAleontological STatistics) Versdo 2.15
(HAMMER et al., 2001).

4. Resultados e discussao

4.1. Producéao de pectinases

O cultivo do fungo A. oryzae em meio liquido suplementado com as cascas de

maracuja-amarelo (Passiflora edulis sims), limao-taiti (citrus latifolia) e laranja ‘péra’

(Citrus sinensis L. Osbeck), além do pé-de-filtro (residuo do tratamento do algodéo),

separadamente, como fonte de carbono por 6 dias mostrou que a casca de

maracuja-amarelo foi a fonte de carbono que proporcionou a maior atividade

pectinolitica (242,80 Ul/mL) e especifica (1,279 Ul/mg), quando comparado com 0s

outros substratos sendo este escolhido para dar continuidade ao trabalho (Figura

15).

Atividade pectinolitica (Ul/mL)
Concentragdo de Proteina (mg/mL)

0,10

0,05

0,00

Casca de Laranja Casca de Limdo

W Atividade pectinolitica

Concentragdo de proteinas

-

Casca de Maracuja Algoddo (Pé-de-Filtro)

B Atividade especifica

1,400

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200

0,000

Atividade especifica (Ul/mg)

Figura 15. Determinacao da atividade pectinolitica e dosagem de proteinas totais (BRADFORD,

1976) do cultivo em meio liquido do fungo A. oryzae crescido em quatro fontes de carbono (maracuja-

amarelo, limao-taiti, laranja ‘péra’ e po-de-filtro — 1%) por seis dias a 28°C com agitacdo constante

(120 rpm).
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Maller (2008) avaliou a producédo de enzimas pectinoliticas do fungo A. niveus
quando cultivado em diferentes fontes de carbono destacando a casca de maracuja
como um dos melhores substratos para a producédo destas enzimas. Este trabalho
se apresenta como 0 primeiro registro da producdo de pectinases pelo fungo A.
oryzae crescido em casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono em meio

liquido.

A analise bromatologica determinou que a casca de maracuja-amarelo
apresenta boa porcentagem de hemicelulose (38,7%), seguido de lignina (30,2%) e
de celulose (25,9%) (Tabela 5). Um baixo nivel de extraiveis (5,2%), compostos
organicos de baixo peso molecular, tais como acidos grassos, ceras e terpenos,
também foi detectado. Portanto, esses valores justificam o estudo da utilizacdo das
cascas de maracuja-amarelo para a inducdo de pectinases, celulases e xilanases

por fungos filamentosos.

Tabela 5. Analise bromatoldgica da casca de maracuja-amarelo.

: » Extraiveis Hemicelulose - Celulose
Material/Andlise Lignina (%)
(%) (%) (%)

Casca de Maracuja - Sem
] 52+0,3 38,7+35 30,2+15 25917
Pré-tratamento

AplOs a selecdo da fonte de carbono, foi realizado um perfil cinético de
inducao utilizando a casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono por 20 dias,
avaliando diariamente a producdo de pectinases e de proteinas totais. O perfil de
inducdo de pectinases demonstrou que o décimo dia foi o tempo ideal para a
inducdo de pectinases nesta fonte de carbono (Figura 16). O fato das pectinases
serem produzidas tardiamente deve-se que a producao e liberagdo das enzimas ao
meio esta sujeita a mecanismos de regulacdo e sintese, visto que 0 processo de
inducdo dessas enzimas esta sujeito a modificacdes na estrutura do substrato que
ocorrem durante o crescimento do fungo (FERRAZ, 2010; GALVAGNO;
FORCHIASSIN, 2010).
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Figura 16. Perfil cinético de producdo de pectinases pelo fungo A. oryzae crescido em casca de
maracuja como fonte de carbono por 20 dias.

Imagens obtidas por MEV (Figura 17) mostram a colonizacdo do substrato
pelas hifas, apresentando um crescimento heterogéneo. A biodegradacdo dos
materiais lignoceluldsicos, como a casca de maracuja, por fungos é atribuida a acéo
de uma serie de enzimas tais como pectinase e compostos extracelulares de baixa
massa molecular tais como alcool veratrilico, lignina-peroxidases, acido oxalico e
lacases (ARANTES; MILAGRES, 2009; AGUIAR; FERRAZ, 2011). Do ponto de vista
microscopico, observa-se que a a¢ao dos fungos lignoceluliticos ocorre por meio da
penetracdo das hifas no limem das células vegetais. As hifas, ai instaladas
produzem uma grande diversidade de metabdlitos extracelulares que, entdo, atuam
degradando a parede celular vegetal (FERRAZ, 2010). O cultivo em substratos
lignoceluldsicos possibilita fornecer elementos a nutricdo fungica, semelhante ao que

ocorre em habitats naturais.
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Figura 17: Micrografias por MEV da casca de maracuja-amarelo colonizada pelo fungo A. oryzae
apos 10 dias de cultivo (A. Aumento 200x; B e C Aumento 450x).

4.2. Caraterizacdo do extrato bruto

A Tabela 6 apresenta os dados das atividades de holocelulases detectadas
no extrato bruto proveniente do cultivo do fungo A. oryzae em casca de maracuja.
Estes dados sdo semelhantes aos encontrados na literatura. Duarte e colaboradores
(2012), apos o cultivo do A. oryzae em residuos do beneficiamento do algodéo,
detectaram atividades de xilanase e mananase inferiores as detectadas neste
trabalho. Ja os resultados da atividade pectinolitica, CMCase, FPase e Avicelase
foram semelhantes. Siqueira e colaboradores (2010) apds o cultivou do fungo A.
oryzae no mesmo substrato utilizado por Duarte e colaboradores (2012) detectou

Y

atividade xilanolitica superior a detectada nos dois trabalhos. A atividade
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pectinolitica e avicelase foram semelhantes e mananase, CMCase e FPase foram
inferiores. Quando cultivado o mesmo isolado em engagco de bananeira, as
atividades xilanolitica e pectinolitica foram superiores. Dados da atividade de

mananase, CMCase, FPase e avicelase foram inferiores.

Tabela 6. Holocelulases presentes no extrato bruto de A. oryzae crescido em casca de maracuja-

amarelo por 10 dias.

Atividade enzimatica Atividade especifica
(Ul/mL) (Ulimg)
Extrato Bruto
Pectinase 0,224 £ 0,05 1,311
Xilanase 0,710+ 0,01 3,817
Mananase 0,423 £ 0,02 2,274
CMCase 0,188 + 0,03 1,010
FPase 0,157 + 0,08 0,844
Avicelase 0,030 £ 0,00 0,161

Os residuos agroindustriais representam uma importante fonte alternativa
para o crescimento microbiano e producdo de enzimas. A hidrélise enzimatica da
holocelulose presente nesses residuos requer um arsenal de enzimas, incluindo

celulases, hemicelulases e pectinases (SIQUEIRA et al., 2010).

O Brasil € o principal produtor mundial de maracuja e sua utilizacao industrial
ou doméstica, gera, inevitavelmente, grandes quantidades de residuos. A casca
constitui cerca de metade da massa do fruto, de 50 a 55 g por 100 g. Este descarte
gera um grande impacto ambiental e a procura por solugdes torna-se um alvo

importante para a biotecnologia (SEIXAS et al., 2014).

Os fungos do género Aspergillus tém varias caracteristicas que 0s tornam 0s
organismos ideais para aplicacbes industriais, tais como boa capacidade de
fermentacao e altos niveis de secrecdo de proteinas em particular uma ampla gama
de enzimas para a degradacdo dos polissacarideos da parede celular da planta as

quais séo de grande importancia para a industria alimentar (VRIES; VISSER, 2001).
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O efeito da temperatura e do pH sobre pectinases presentes no extrato bruto
esta demonstrado nas Figuras 18A e 18B, respectivamente. A pectinase apresentou
maior atividade no intervalo de pH 6,0 - 7,5 (tampéao fosfato de sédio 50 mM), sendo
mais ativa em pH 7,0 e 40°C. A menor atividade de pectinase foi verificada no
intervalo de pH 7,5 - 9,0. Nesse caso em tamp&o Tris HCI 50 mM, resultado
semelhante ao pH final do meio de cultivo, o qual ndo apresentou variacdo ao
decimo dia de cultivo. O pH final do meio de cultura depende da espécie do fungo e
do tipo de cultura (ISMAIL, 1996).
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Figura 18. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade pectinolitica do extrato bruto.
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4.3. Ultrafiltracao

O sistema pectinolitico de A. oryzae foi fracionado por ultrafiltragdo usando
membrana de corte de 10 kDa. A presenca de atividade pectinolitica no ultrafiltrado
se deve, provavelmente, a habilidade de algumas poligalacturonases de mudarem
sua conformacdo e permitir sua passagem pela membrana de ultrafiltracdo (LEI et
al., 2007). O perfil de holocelulases de cada uma das fracbes € apresentada na

Tabela 7. A atividade de pectinase teve um aumento de 315,17% no concentrado.

Tabela 7. Perfil enzimatico do extrato bruto e das fragbes, ultrafiltrado e concentrado, usando

membrana de corte de 10 kDa.

Fragéo Atividade pectinolitica Atividade especifica
(Ul/mL) (Ulimg)
Extrato Bruto
Pectinase 0,248 £ 0,03 0,568
Xilanase 0,710+ 0,01 1,628
Mananase 0,433 £0,02 0,993
CMCase 0,298 + 0,01 0,683
FPase 0,462 + 0,07 1,059
Avicelase 0,062 £ 0,03 0,142
Concentrado
Pectinase 0,930 £ 0,03 0,322
Xilanase 0,543 £ 0,02 0,189
Mananase 0,442 + 0,02 0,154
CMCase 0,922 + 0,02 0,324
FPase 0,539 + 0,05 0,188
Avicelase 0,069 + 0,03 0,024
Ultrafiltrado
Pectinase 0,106 + 0,01 0,592
Xilanase 0,181 + 0,02 0,937
Mananase 0,117 £ 0,02 0,606
CMCase 0,111 + 0,02 0,575
FPase 0,005 + 0,01 0,026
Avicelase 0,036 + 0,05 0,186
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A escolha da fracdo concentrada se deu em fungdo da alta atividade
especifica quando comparados com as outras enzimas presentes tais como
xilanases, mananases, CMCases e avicelases. O efeito da temperatura e do pH
sobre pectinases presentes no concentrado esta demonstrado, respectivamente, nas
Figuras 19A e 19B. A atividade pectinolitica no concentrado foi mais significativa a
50°C e no pH 7,0 (tampéo fosfato de sédio — 50 mM). As pectinases alcalinas estao
entre as enzimas industriais mais importantes e de grande importancia na area
biotecnolégica com varias aplicagcbes no processamento téxtil, no tratamento de
adguas residuais pécticas, na fabricacdo de papel, fermentacbes café e cha, na
extracdo de 6leo e na purificacdo de virus de plantas (KASHYAP et al., 2001;
HOONDAL et al., 2002). A producéao de pectinases por fungos filamentosos torna se
mais barata quando cultivados em residuos agroindustriais, tais como a casca de
maracuja, e ao mesmo tempo contribui se na eliminacdo dos residuos gerados na

inddstria, os quais sdo um problema ambiental.
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Figura 19. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade pectinolitica do concentrado.
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As amostras de extrato bruto e concentrado foram submetidas a ensaios de
termoestabilidade (Figura 20) nos quais foi dosada a atividade residual de pectinase
apos um periodo de incubacédo a 50°C. Nesta temperatura, a atividade enzimatica do
extrato bruto foi reduzida em 93,66% apds 8 horas de incubacédo. O concentrado
teve uma diminuicdo de 47,18% e 83,17% da atividade enzimatica apos 8 e 24 horas

de incubacéao, respectivamente.

Guo e colaboradores (2002) purificaram e caracterizaram parcialmente uma
endo-poligalacturonase produzida pelo fungo A. niger a qual era estavel em
temperaturas abaixo de 35°C, mas era rapidamente inativada quando incubada a
40° e 50°C com perdas de 45% e 74% da atividade enzimética, respectivamente
apos 30 minutos de incubacéo e foi quase inativada a 60°C durante 5 minutos. Uma
pectina metilesterase produzida pelo fungo Fusarium asiaticum apresentou atividade
enzimatica constante quando incubada a 25°C e 95°C durante 5 e 10 minutos
(GLINKA; LIAO, 2011).
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Figura 20. Termoestabilidade da pectinase do extrato bruto e concentrado a 50°C.

As estabilidades térmica em determinadas temperaturas e pH sao
considerados 0s parametros mais importantes a serem avaliados para a aplicacao

industrial de pectinases. Um melhor conhecimento das propriedades das pectinases
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microbianas é importante na comercializagdo da producao industrial e na aplicacéo
destas enzimas em varios processos industriais (GUMMADI; PANDA, 2003).

4.4. Cromatografia de filtracdo em gel (Sephacryl S-200)

O perfil cromatografico do concentrado em resina de Sephacryl S-200

mostrou somente um pico de atividade de pectinase (Figura 21).
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Figura 21. Perfil cromatografico do concentrado em Sephacryl S-200

Na cromatografia de filtracdo em gel, a atividade enzimatica foi eluida a partir
da fracdo 71, com uma atividade de 0,314 Ul/mL, que corresponde a 213 mL de
corrida até a fracdo 76, com uma atividade de 0,236 Ul/mL que corresponde a 228
mL de corrida. Todas as fragbes foram reunidas e concentradas por ultrafiltracéo
com membrana de retencdo de 30 kDa e armazenadas a 4°C para a posterior
cromatografia de troca ibnica. A atividade pectinolitica da fragdo concentrada
(CONC2) ap0s ultrafiltracdo foi de 0,217 Ul/mL com uma concentracdo de proteina

de 0,509 mg/mL. No ultrafiltrado ndo se detectou atividade pectinolitica.

O aumento da absorbancia entre as fracdes 83 e 117 pode ser devido a
presenca de flavonoides da casca do maracuja (COSTA; TUPINAMBA, 2005) que
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apresentam bandas de absorcdo entre 240 nm e 285 nm (MERKEN; BEECHER,

2000).

4.5. Cromatografia de troca iénica (HiTrap Q FF)

O CONC?2 foi parcialmente purificado em resina de troca anionica do tipo

HiTrap Q FF no sistema Akta purifier (Figura 22).

Na cromatografia de troca anibnica, a amostra CONC2 foi eluida formando

dois picos definidos. O primeiro comegou na fracdo 8, com uma atividade enzimatica
de 0,111 Ul/mL, eluido com 17,54 mL de tampao fosfato de sédio 10 mM e 0,75% de

NaCl 1M, e terminou na fracdo 9, com uma atividade enzimatica de 0,114 Ul/mL,

com 22,18 mL e 10,02% de NaCl 1M. O segundo pico comecou na fracdo 33, com
uma atividade de 0,114 Ul/mL, eluido com 45,64 mL de corrida e 56,71% de NaCl

1M, atingindo o pico maximo com uma atividade de 0,155 Ul/mL na fracdo 35 com

44,64 mL de tampéo e 60,71% de NaCl 1M. Para efeito didatico, o primeiro pico foi
chamado de PEC-PO e o segundo pico PEC-P1 (Figura 22).
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Figura 22. Perfil cromatografico do concentrado (CONC2) em resina de troca idnica do tipo HiTrap Q

FF em pH 7,0 com um fluxo fixo de 60 mL/h.

Pelo perfil cromatogréafico, pode-se visualizar que a amostra inicial, CONC2,

apresentou duas pectinases com diferentes forcas de interagdo com a resina, as
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quais sao determinadas pelo nimero e pela localiza¢do das cargas na molécula e do
grupo funcional (KHAN, 2012). Uma delas (PEC-P0), com fraca ligacdo a resina,
com uma baixa concentracdo de NaCl para neutralizar a sua interacdo com a resina
e a PEC-P1, a qual teve uma ligacdo mais forte com a resina, sendo necessario uma

concentracéo maior de NaCl.

A Figura 23 ilustra de forma simplificada as etapas da purificacdo parcial de
pectinase (PEC-P1) do fungo A. oryzae crescido em casca de maracujd-amarelo
como fonte de carbono. Dados na literatura apresentam diversas maneiras de
purificar pectinases a partir de fungos filamentosos. Algumas das metodologias
envolvem vérias etapas de cromatografias de filtracdo em gel e de troca ibnica
(CELESTINO et al., 2006; PEDROLLI; CARMONA, 2010; GLINKA; LIAO, 2011;
SIDDIQUI et al., 2012) e outras simplesmente purificam, com bons rendimentos, s
com uma etapa cromatografica (THAKUR et al., 2010).

Pectinases fungicas tém sido purificadas com aparente homogeneidade com
diferentes rendimentos de purificagdo (GUMMADI; PANDA, 2003; CELESTINO et
al., 2006). Pedrolli e Carmona (2010) purificaram uma exopoligalacturonase do A.
giganteus com uma etapa simples de cromatografia de troca aniénica — Sephadex
DEAE A-50 com um rendimento de 86,4% da atividade pectinolitica inicial. Uma exo-
poligalacturonase proveniente do cultivo de Paecilomyces variotii em meio liquido
Czapeck com 1% de pectina citrica como fonte de carbono, foi purificada com 47,2%
de rendimento utilizando uma coluna DEAE-Fractogel (DAMASIO et al., 2010). Uma
poligalacturonase produzida pelo fungo Mucor circinelloides foi purificada em uma
coluna de filtracdo em gel, Sephacryl S-100 com 3,4% de rendimento (THAKUR et
al., 2010).
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4.6. Eletroforese — SDS-PAGE e Zimograma
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Os perfis protéicos da fracdo PEC-P1, extrato bruto e do concentrado foram
determinados por eletroforese sob condigbes desnaturantes (SDS-PAGE 12%) e

atividade de pectinase através do zimograma com uma previa precipitacdo com TCA

10% (p/v). A multiplicidade de proteinas das amostras foi evidenciada com varias

bandas formadas no gel de eletroforese (Figura 24).
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Figura 24. Gel de eletroforese em condi¢bes desnaturantes (SDS-PAGE 12%) (A.) e zimograma (B.)
1. Extrato bruto; 2. Concentrado; 3. PEC-P1.

O zimograma das amostras apresentou duas bandas de atividade de
pectinase com massas moleculares aparentes de 43 e 45 kDa. As massas
moleculares observadas s&o condizentes com as relatadas na literatura de
diferentes pectinases isoladas e purificadas de fungos e bactérias. A diversidade de
massas moleculares de pectinases purificadas variam de 35 até 115 kDa (KHANH et
al.,, 1991; KOBAYASHI et al., 2001; ANGAYARKANNI et al., 2002; D’HALLEWIN et
al., 2004; KLUG-SANTNER et al., 2006; SINITSYNA et al.,, 2007; JACOB et al.,
2008; DAMASIO et al., 2010; SIDDIQUI et al., 2012).

4.7. Caraterizacdo da pectinase parcialmente purificada

Para uma possivel aplicacdo industrial desta enzima é necessaria a avaliacdo
das propriedades bioquimicas e a especificidade pelo substrato. A especificidade da
enzima PEC-P1 foi avaliada por meio de ensaio de hidrolise de diversos substratos
(Tabela 8). A enzima ndo apresentou atividade xilanolitica.
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Tabela 8. Especificidade pelo substrato da PEC-P1.

Substrato Atividade pectinolitica Atividade especifica
(Ul/mL) (Ul/mg)
Pectinase 0,105 + 0,005 6,57
Xilanase 0,000 0,00
Mananase 0,289 + 0,008 18,07
CMC 0,132 + 0,017 8,25

Com relacdo a temperatura, foram observados dois picos de atividade de
pectinase, sendo um a 55°C e outro entre 70° e 75°C (Figura 25A) e no pH, foi
observada maior atividade na faixa acida (tampéo acetato de sodio — 50 mM), tendo
maior efeito em pH 4,5 (Figura 25B). A presenca de dois picos de atividade de
pectinase na Figura 25A é um dado que pode ser corroborado com o resultado
obtido no zimograma (Figura 24), onde fica clara a presenca de duas pectinases de
diferentes massas moleculares, sugerindo que cada banda apresente uma maior

atividade em uma determinada temperatura.
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Figura 25. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade pectinolitica da PEC-P1.

Outros estudos envolvendo caracterizagdo de pectinases acidas de
Aspergillus sdo condizentes com a temperatura e o pH da PEC-P1 do A. oryzae.
Nesse género, as pectinases sdo mais ativas em pH 3,5 a 6,5 e no intervalo de
temperatura 30°C e 60°C (CHRISTGAU et al., 1996; ANGAYARKANNI et al., 2002;
MALVESSI et al., 2004; AROTUPIN et al., 2008).

A enzima parcialmente purificada foi submetida a ensaios de
termoestabilidade (Figura 26) nos quais foi dosada a atividade residual de pectinase
apos um periodo de incubagéo a 55°C e 70°C. Apés 30 minutos de incubagédo, a
atividade enzimatica da PEC-P1 foi reduzida em 80,48% e 61,40% a 55°C e 70°C,
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respectivamente. Aos 60 minutos de incubacédo a 70°C a atividade pectinolitica da
PEC-P1 foi reduzida em 80,71%.
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Figura 26. Termoestabilidade da PEC-P1.

De forma geral, o extrato bruto e o concentrado mostraram-se mais estaveis
ao longo do tempo nas temperaturas de maior atividade enzimatica do que a enzima
parcialmente purificada. Isto pode ser devido a presenca de moléculas com atividade
estabilizadora da atividade enzimética presente nos extratos brutos e no

concentrado que foram removidas durante os processos de purificacao.

A funcdo de ativacdo ou inibicdo de compostos quimicos ou ions constitui
uma ferramenta de grande utilidade na caracterizacdo da estrutura e as possiveis
interacbes que ocorrem no sitio ativo e o mecanismo de acdo de enzimas
pectinoliticas. Desta forma, o efeito de ions metalicos e do EDTA na atividade de

PEC-P1 foi determinado, conforme mostrado na Tabela 9.
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Tabela 9. Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade pectinolitica da PEC-P1.

Atividade Atividade

ll'QnS pectinolitica Rgg'zlii;jaag/i) pectinolitica Rslt;\t/ii\(/j;((jf;; )
metalicos e (UI/mL) (Ul/mL)
EDTA 1mM (Ul/mL) 10mM (Ul/mL)
Controle 0,104 + 0,023 100,00 0,106 + 0,026 100,00
MgSO, 0,108 + 0,006 103,84 0,097 + 0,012 91,50
AgNO; 0,000 + 0,010* 0,00 0,000 + 0,006* 0,00
FeSO, 0,118 + 0,009 113,46 0,000 + 0,026* 0,00
CaCl, 0,100 + 0,010 96,15 0,070 + 0,010 66,03
FeCls 0,084 + 0,018 80,76 0,000 * 0,005* 0,00
CuSO, 0,152 + 0,084 146,15 0,151 + 0,006* 142,45
EDTA 0,101 + 0,009 97,11 0,000 + 0,002* 0,00
CoCl, 0,105 + 0,017 100,96 0,000 * 0,045* 0,00
MgCl, 0,079 + 0,016 75,96 0,115 + 0,003 108,49
ZnCl, 0,108 + 0,029 103,84 0,078 + 0,100 73,58
KCI 0,108 + 0,005 103,84 0,122 + 0,011 115,09
NaCl 0,093 + 0,038 89,42 0,127 + 0,008 119,81
ZnS0O, 0,091 + 0,002 87,50 0,111 + 0,009 104,71
CuCl, 0,111 + 0,007 106,73 0,000 + 0,015* 0,00
MnCl, 0,095 + 0,007 91,34 0,140 + 0,030 132,07
HgCl, 0,101 + 0,006 97,11 0,073 + 0,008* 68,86

* Indica diferenca estatistica no teste ANOVA One way e post-hoc teste Tukey de comparacao

pareada, com nivel de significancia de 0,05%.

A PEC-P1 foi completamente inativada quando incubada com Ag" nas
concentracdes 1 mM e 10 mM e pelos fons Cu?*, Fe?*, Fe**, Co* e EDTA na
concentracdo 10 mM. O efeito inibitério de Cu?*, Fe?** e Co?* foram relatados para
varios tipos de pectinases produzidas por fungos e bactérias, entre eles,
Acrophialophora nainiana (CELESTINO et al., 2006), Pleurotus ostreatus (RASHAD
et al., 2011), Bacillus sp. (KASHYAP et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2001), Bacillus
pumilus (KLUG-SANTNER et al., 2006).



79

Os fons Ca®" e Hg?*, na concentracdo de 10 mM, inibiram, respectivamente,

em 33,96% e 31,14% a atividade enzimatica.

Por outro lado, o fon Cu®, ativou a enzima em 46,15% e 42,45%, na
concentracdo 1 mM e 10 mM, respectivamente. Esta ativacdo também foi observada
com o ion Mn?* o qual ativou a enzima em 32,07% na concentracdo 10 mM. Os fons

Na*, Mg?*, Zn®* tiveram pouco ou nenhum efeito na atividade pectinolitica.

O pré-tratamento da biomassa gera compostos fendlicos sollveis que tém
acdo inibitéria e dificultam tanto a hidrélise enzimatica quanto a fermentacdo de
acucares. Segundo Ximenes e colaboradores (2011), a inibicdo se da quando a
acado do composto fendlico sobre a enzima ocorre imediatamente ap0s o contato da
enzima com o composto. A Tabela 10 apresenta o efeito dos compostos fendlicos

testados na atividade enziméatica da PEC-P1.

Tabela 10. Efeito de compostos fendlicos na atividade pectinolitica da PEC-P1.

Compostos fenolicos Atividade pectinolitica Atividade Relativa
(2 mg/mL) (Ul/mL) (%)
Controle agua 0,142 £ 0,010 100,00

Controle etanol 0,091 + 0,006 100,00
Vanilina® 0,000 + 0,000* 0,00
Acido tanico® 0,000 + 0,000* 0,00
Acido ferdlico® 0,176 + 0,016* 193,40
Acido p- coumarico® 0,088 + 0,005 96,70
Acido cinamico® 0,149 + 0,004* 163,73
Acido 4-Hidroxibenzoico® 0,166 + 0,004* 182,41

* Indica diferenca estatistica no teste ANOVA One way e post-hoc teste Tukey de comparacao

pareada, com nivel de significancia de 0,05%. ° Diluido em agua; © Diluido em etanol.

O etanol por si s0, teve influéncia negativa na atividade enzimética, inibindo
35,91% da atividade inicial da enzima. A concentracdo usada dos compostos

fendlicos (1mg/mL) nédo teve interferéncia na curva de DNS.
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O teste de ANOVA One Way dos dados mostrou que os compostos fendlicos,
acido tanico e vanilina, apresentam acédo inibitoria estatisticamente significativa
sobre a atividade enzimatica. Ja os acidos 4-Hidroxibenzoico, cindmico e ferulico
ativaram a enzima. O acido p-coumarico ndo teve diferenca estatistica do controle.
Dados na literatura reportam a inibicdo de enzimas pectinoliticas pela vanilina
(MEHTA; MEHTA, 1989) e pelo acido tanico (HATHWAY; SEAKINS, 1958). Os
taninos sdo considerados potentes inibidores de enzimas devido, em parte, a
formacdo de complexos substrato-tanino (TEJIRIAN et al., 2011). Na literatura,

existem poucos relatos da ativacdo de pectinases por compostos fendlicos.

4.8. Avaliacao da viscosidade

A diminuicdo da viscosidade é uma técnica amplamente utilizada para estimar
a atividade de enzimas pectinoliticas (MAIORANO et al., 1976). O concentrado e a
PEC-P1 foram avaliados quanto a capacidade de reduzir a viscosidade do suco de

goiaba (Tabela 11). O pH inicial do suco de goiaba foi de 3,9.

Tabela 11. Avaliacdo da viscosidade do suco de goiaba apés tratamento enzimatico.

Amostra Controle Ap@s tratamento
(cP) (cP)

0,2% plv

Concentrado 1036,5 £ 5,29 1046,5 £ 15,55
PEC-P1 426,17 £ 32,21 447,83 + 3,55
0,5% p/v

Concentrado 1084,0 £ 23,50 1039,0 + 10,00*
PEC-P1 731,50 + 16,89 772,17 £ 6,33*

* Indica diferenca estatistica no teste ANOVA One way e post-hoc teste Tukey de comparacao

pareada, com nivel de significancia de 0,05%.

Dos tratamentos avaliados, o concentrado, em uma concentracdo de 0,5%
(v/v) reduziu em 4,15% a viscosidade do suco de goiaba. O tratamento com a PEC-
P1 em nenhuma das concentracOes testadas teve efeito positivo na redugéo da

viscosidade. Na industria de sucos, as pectinases desempenham um papel crucial
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na clarificagcdo, na extracdo e na reducédo da viscosidade (PRETEL et al., 1997,
RODRIGUEZ-NOGALES et al.,, 2008). No suco de goiaba, as pectinases sao
utilizadas para reduzir a turbidez (KASHYAP et al., 2001) e auxiliar na hidrélise da
pectina provocando uma reducdo da viscosidade da polpa e um aumento
significativo no rendimento do suco (CHOPDA; BARRETT, 2001). Alzate e Vargas
(2002) avaliaram o efeito da pectinase livre ou imobilizada na reducdo da
viscosidade do suco de goiaba determinando que a enzima em estado livre reduziu

em 92,34% a viscosidade do suco apoés 2 horas de incubacéo.

Conforme Chopda e Barrett (2001), Kaur e colaboradores (2011) e Surajban
(2012) a viscosidade do suco de goiaba diminui com o0 aumento da concentracao de
enzima. A degradacdo da pectina por enzimas leva a reducdo da capacidade de
retencdo de dgua e por tanto, a agua livre é liberada ao suco promovendo a reducéo
da viscosidade.

O uso de complexos enzimaticos nos processos industriais permite uma
atuacdo sinérgica, acelerando assim a hidrélise dos substratos. Na producdo de
sucos, o efeito sinérgico da combinacéo de pectinases, celulases e hemicelulases é
um processo crucial no tratamento enzimético da polpa para uma quase completa
liquefacdo das frutas e dos vegetais (JAYANI et al., 2005). A alta concentracdo e a
diversidade enzimatica do concentrado produzido a partir do cultivo do A. oryzae em
casca de maracujd-amarelo torna-o um candidato com potencial para aplicagdo na

na industria de sucos.

5. Conclusdes

e O fungo A. oryzae mostrou-se eficiente na producdo de diferentes tipos de

holocelulases quando cultivado em casca de maracuja-amarelo como fonte

de carbono.

e A. oryzae produz varios tipos de pectinases quando cultivado em casca de

maracuja-amarelo como fonte de carbono.
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e As pectinases parcialmente purificadas apresentam caracteristicas de pH e

temperatura apropriadas para uma futura aplicacao industrial.

e O concentrado diminuiu a viscosidade do suco de goiaba em um 4,15%.

6. Perspectivas

e Quantificar a biomassa fungica presente no cultivo pelo método do

ergosterol.

e Purificar e caracterizar as pectinases parcialmente purificadas.
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CAPITULO 3
USO DE PECTINASES PRODUZIDAS PELO FUNGO
Aspergillus oryzae NO PROCESSO DE BIOPURGA
DA INDUSTRIA TEXTIL

Resumo

Uma amostra concentrada de pectinase, isolada do extrato bruto proveniente
do cultivo do fungo A. oryzae em casca de maracuja-amarelo como fonte de
carbono, foi testada no processo de biopurga da industria téxtil. As avaliacdes da
intensidade coloristica (K/S), da umectabilidade do tecido e as imagens por MEV
mostraram que a pectinase de A. oryzae foi mais eficaz do que a enzima comercial
Viscozyme® L e menos eficaz do que a purga alcalina e uma amostra comercial de
pectatos lyase (Quimilase® HPS). A andlise por microscopia eletronica de varredura
apos tratamentos enzimaticos e alcalino mostrou que a amostra de pectinase de A.

oryzae foi responséavel por poucas alteracfes da fibra de algodao.

Palavras-chave: Casca de maracuja-amarelo, pectinase, biopurga.
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Abstract

A concentrated pectinase, isolated from crude extract samples of the
mesophilic fungus Aspergillus oryzae grown on passion fruit peel as the carbon
source, was tested in the process of biopurga of the textile industry. The evaluations
of coloristic intensity evaluation (K/S), the wettability of the fabric and the SEM
images showed that the pectinase from A. oryzae was more effective than the
commercial enzyme Viscozyme® L and less effective than commercial alkaline
pectate lyase preparation (Quimilase® HPS) and alkaline purge. The analysis of
scanning electron microscopy studies after enzymatic and alkali treatments showed
that the pectinase sample of A. oryzae was responsible for few changes in the

surface of the cotton fibers.

Keyswords: Yellow passion fruit peel, pectinase, bioscouring
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1. Introducéo

O algodao é a forma mais pura de celulose encontrada na natureza, sendo
uma fibra de origem vegetal proveniente de espécies pertencentes ao género
Gossypium (SHORE, 1995). Do ponto de vista estrutural, as fibras de algodao
podem ser diferenciadas em: cuticula, parede primaria, parede secundéria e limen
(Figura 27). Estas camadas sao estruturalmente e quimicamente diferentes entre si,
e contém cerca de 10% em peso de substancias néo celuldsicas, tais como lipideos,
ceras, substancias pécticas, acidos organiclos e proteinas. (LI; HARDIN, 1997, 1998;
HARDIN, IAN R et al., 1998).
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Figura 27. Estrutura de fibra de algoddo. Adaptado de Agrawal (2005)

As etapas anteriores ao tingimento das fibras tais como desengomagem,
purga e alvejamento tém como objetivo prepara-las para o tingimento e acabamento,
OuU seja, S840 as etapas encarregadas de remover as impurezas tais como ceras e
pectina, que afetam negativamente a capacidade de absorcdo do tecido
(KARAPINAR; SARIISIK, 2004). Tais etapas levam a um aumento da
umectabilidade, permitindo uma melhor acessibilidade do corante a fibra
(ANDREAUS; CAVACO-PAULO, 2008). O processo de purga do algodao emulsiona
as ceras e quebra a pectina em produtos solliveis e emulsionaveis que,

posteriormente, sdo eliminados das fibras por meio de lavagens. Na industria téxtil,
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este processo tem sido tradicionalmente realizado com solugdes alcalinas a
temperaturas elevadas, exigindo alta demanda energética e de agua, gerando
efluentes ecologicamente indesejaveis por causa da sua elevada alcalinidade e

demandas bioquimica e quimica de oxigénio (NIAZ et al., 2011).

Os processos téxteis que envolvem a aplicacdo de enzimas incluem a
desengomagem (amilases, lipases), purga (pectinases, proteases, celulases),
alvejamento (lacases, catalases), tingimento (catalases, fenol oxidases, peroxidases,
azoredutases) e acabamentos (celulases, proteases e lacases) (ANDREAUS;
CAVACO-PAULO, 2008).

A biopurga, bioscouring ou purga enzimatica, refere-se a remo¢ao enziméatica
de pectinas e ceras da superficie das fibras celulésicas. A pectina contribui para a
hidrofobicidade do algoddo cru e, sua degradacdo e eliminacdo, permite a facil
remocao, com a ajuda de surfactantes e agitacdo mecanica, das ceras, permitindo
que o algodao seja hidrofilico sem a deterioracdo da fibra (CUI et al., 2009). Em
contraste com as drasticas condi¢des alcalinas comumente usadas, 0 processo com
pectinases € realizado em condi¢cdes mais brandas, ndo afetando as cadeias de
celulose e assim evitando danos as fibras, além de apresentar menor consumo de
energia e de produtos auxiliares téxteis, reducdo da carga poluente e do volume de
efluentes (MOROZOVA et al., 2006; KLUG-SANTNER et al., 2006; ABDEL-HALIM et
al., 2008; MONTEIRO et al., 2009; VIGNESWARANB et al., 2011; NIAZ et al., 2011).

Alguns dos problemas do uso das enzimas nos processos das industrias téxtil
sdo a compatibilidades delas com tensoativos i6nicos, sensibilidade as mudancas de
pH e de temperaturas e a presenca de metais pesados (VIGNESWARANB et al.,
2011)

2. Objetivo

Comparar os efeitos do extrato bruto concentrado de A. oryzae (BLU-37)

guando crescido em casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono com outras
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enzimas de origem comercial, com e sem produtos auxiliares, no processo de

biopurga da industria téxtil.

3. Material e métodos

Este trabalho foi realizado na Universidade Regional de Blumenau (FURB) —
Blumenau, SC — no laboratorio de analise téxtil do departamento de Quimica sob a

orientacdo do Professor Dr. Jirgen Andreus.
3.1. Concentrado, preparacdes comerciais e produtos auxiliares

Para avaliar uma aplicacdo industrial do concentrado conforme item 3.5 e
3.10 do capitulo 2, foi realizada um processo de biopurga comparando os resultados
com amostras de duas enzimas comerciais: Viscozyme® L (cedida pela Novozymes
S/A, Bagsveed, Dinamarca) e a Quimilase® HPS (cedida pela Quimisa Brasil,

Blumenau, SC).

Viscozyme® L é uma preparacdo comercial multienziméatica produzida pelo
fungo A. aculeatus, composta de celulases, hemicelulases e pectinases, tais como
pectato liase, com atividade em pH acido para tratamentos de materiais vegetais e
biopurga de algoddo (NOVOZYME, 2010). A Quimilase® HPS é um agente
enzimatico indicado para processos de bio-preparacéo sobre fibras celulésicas. O
Tergitol® 15-S-12 e o Sandoclean® PCJ, surfactantes nao-idnicos, adquiridos da
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) e da Clariant S.A (Muttenz, Suica),

respectivamente.

A determinacdo da atividade pectinolitica, tanto do concentrado como das

enzimas comerciais, foi feita conforme descrito no capitulo 2 item 3.6.
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3.2. Biopurga

Os ensaios de biopurga foram realizados utilizando tecido cru, 100% algod&o,
meia malha (Jersey), com gramatura 171 g m?, densidade de 20-11 fios cm™ na
fileira e 14-15 lacadas cm™ na coluna (fabricante Katéxtil — Pomerode, SC) com uma
dimensdo de 15 x 15 cm. Todos os tratamentos foram feitos na concentracdo de
1Ul/g (atividade pectinolitica/grama de tecido) em triplicata em canecos de aco de
500 mL no equipamento Washtester modelo AT-7 da marca Kimak (Kimak Industria
e Comércio Maquinas Knihs Ltda. Brusque SC, Brasil) com agitacdo vertical de 40

rpm.

Inicialmente, todos os tecidos foram lavados trés vezes, individualmente, com
agua a 95°C por 2 minutos cada sob agitacdo vertical, e posteriormente lavados com
agua destilada a 23°C por 15 minutos e secados ao ar livre, a 20°C.

ApoOs o pré-tratamento, os tecidos foram tratados, de maneira individual, da
seguinte maneira: a) enzima com tampao; b) enzima com tampao e SDS (2 g/L —
6,93 mM); c¢) enzima com tampéao e EDTA (0,2 g/L — 0,684 mM); d) enzima com
tampéo, SDS e EDTA. Tecidos sem nenhum tratamento, somente pré-tratados e
com purga alcalina foram utilizados como controles. A purga alcalina industrial foi
feita com hidréxido de sédio (50 g/L) e surfactante ndo idnico Sandoclean® PCJ
liquido (1g/L) a 80°C por 20 minutos. Apds dos tratamentos enzimaticos, os tecidos
foram lavados com agua a 95°C por 5 minutos. Ja os tecidos tratados com a purga

alcalina foram lavados com acido acético 1% (v/v) para neutralizar o efeito do NaOH.

Os tampdes utilizados nos diferentes tratamentos foram fosfato de sédio (50
mM pH 7,0) para o concentrado, acetato de sédio (50 mM pH 5,0) para Viscozyme®
L e Tris-HCI (50 mM pH 8,0) para Quimilase® HPS, de acordo com as especificacoes

do fabricante.
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3.3. Umectabilidade (Teste da Gota)

Os tecidos, previamente tratados, lavados e secos, foram avaliados quanto a
umectabilidade pelo método de ensaio da AATCC numero 27 (1977). O tempo (em
segundos) entre o contato de uma gota de agua, cuidadosamente depositado sobre
a superficie do tecido, e o seu desaparecimento no interior da matriz de tecido foi
registado como o tempo de umectabilidade. Cada tecido foi testado em pelo menos
nove zonas diferentes e a média de tempo foi calculada. A temperatura da agua foi
23°C.

3.4. Tingimento do tecido com vermelho de ruténio

Para estimar a concentracdo de substancias pécticas presentes nos tecidos,
estes foram corados com o vermelho de ruténio (corante cationico) (LI; HARDIN,
1997; HARDIN, IAN R et al., 1998; TRAORE; BUSCHLE-DILLER, 1999).

O tingimento foi realizado no equipamento da marca Mathis, modelo ALT - | -
B (Aparelhos de Laboratério Mathis Ltda, Cotia, SP, Brasil) com aquecimento por
infravermelho nas seguintes etapas (Figura 28): O tempo no patamar foi de 30
minutos a 50°C, com uma velocidade de rotacdo de 4 rpm alternando o sentido a
cada 50 segundos. A temperatura de resfriamento foi de 45°C. A solucéo corante foi
feita conforme protocolo modificado de Ahlawat e colaboradores (2009): 0,02% (p/v)
vermelho de ruténio; 0,1% (p/v) cloreto de amdnio (NH4CI); 0,25% (p/v) hidréxido de
aménio (28% p/v); 0,1% (p/v) de Tergitol® 15-S-12.



95

60 -
50
40 -
30 |

20 4

Temperatura (°C)

0 20 25 55 56,6
Tempo (minutos)

Figura 28. Etapas do tingimento realizado no banho de tingimento modelo Mathi ALT-1 com
aquecimento por infravermelho.

Posteriormente, os tecidos foram lavados com &agua destilada até a total
remocao de corante nédo fixado. ApGs esse processo, os tecidos foram pendurados e
secados ao ar livre a 24°C. ApoOs a secagem, determinou-se o valor de reflexdo
espectral (K/S) no espectrofotometro de remissdo Spectrophotometer modelo CM -
3610d da marca Konica Minolta (Konica Minolta Japdo) em 540 nm. A intensidade
coloristica (K/S) foi obtida a partir da equacao de Kubelka-Munke (KUBELKA, 1948):

(1 -R)?
K/S =~

onde: K corresponde a absorcao de luz pelo corante, S a medida da difusao da luz

pelo substrato e R ao valor da remisséo.

3.5. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os experimentos de microscopia eletrénica de varredura foram realizados no
Laboratério de Microscopia Eletrénica do Departamento de Biologia Celular do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia sob a supervisdo da

Professora Dr. S6nia Nair Béo.

Fracdes de 0,5 x 0,5 cm do tecido previamente tratado e corado foram fixados

no porta espécime (stubs) com fita de carbono dupla fase e revestido em camara de
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vacuo com vapores de ouro no a equipamento Balzers modelo SCD 050 (Balzers
Union AG, Liechtenstein, Alemanha) e submetido a andlise no microscopio
eletrbnico de varredura marca JEOL, modelo JSM-700 1F (JEOL Ltd., Toquio,
Japao) a 15.0 kV.

4. Resultados e discussao

4.1. Caracterizagcdo enzimética

Atividades enzimaticas de pectinase (0,922 Ul/mL), xilanase (0,543 Ul/mL),
mananase (0,442 Ul/mL) e celulases, incluindo como CMCase (0,930 Ul/mL) e
FPase (0,539 Ul/mL), foram detectadas no concentrado utilizado no processo de
biopurga. A maior atividade pectinolitica foi em pH 7,0 e a 50°C. A meia vida a 50°C

foi de 24 horas, conforme apresentado no capitulo 2.

No processo de biopurga existe uma maior procura pelas pectinases com
atividade e estabilidade em condi¢des alcalinas (pH 7,0 — 9,0). As pectato liases sao
as enzimas mais usadas neste processo (TZANOV et al., 2001; KLUG-SANTNER et
al., 2006; JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013).

Na maioria dos processos industriais, como na biopurga na industria téxtil,
onde as enzimas estao inseridas, estas nao apresentam um alto grau de pureza e
sdo complexos multienzimaticos contendo pectinases, amilases, lipases, celulases e
outras hemicelulases provenientes de fungos geneticamente melhorados. Moura
(2009) avaliou a composicdo enzimatica da Viscozyme® L, complexo enzimético
bastante utilizado na induastria téxtil, encontrando pectinases tais como PG, PE, PL
junto com amilases, celulases, xilanases e invertases. A composicéo da Quimilase®
BP mediante eletroforese SDS-PAGE também demonstrou a mistura de pectinases
com celulase, endoglucanases e outras proteinas (FERREIRA, 2012). Vérias
pesquisas demonstram maior eficiéncia no processo de biopurga quando as

pectinases sao misturadas com outras enzimas tais como celulases, proteases e
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lipases (HARTZELL; HSIEH, 1998: KARAPINAR; SARIISIK, 2004; ABDEL-HALIM et
al., 2008).

4.2. Umectabilidade (Teste da Gota)
Os resultados do teste de umectabilidade dos tecidos de algodao cru (tecido

de malha), apos os diferentes tratamentos de biopurga, estdo demonstrados na
Figura 29 e Tabela 12.
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Figura 29. Tratamentos realizados com a biopurga. Valores da umectabilidade dos tecidos tratados

determinada pelo teste da gota.

Os resultados obtidos no teste da gota pela enzima Viscozyme® L foram
inferiores quando comparados com o0s obtidos pelo concentrado e pela enzima
Quimilase® HPS e semelhantes aos encontrados nos tecidos s6 com pré-tratamento
ou sem nenhum tratamento. J& os resultados obtidos com a enzima Quimilase® HPS
foram semelhantes aos obtidos com a purga industrial. Os resultados obtidos com o
concentrado foram satisfatorios, onde se Vvisualiza uma diminuicdo da
hidrofobicidade do tecido apos o tratamento enzimatico. A presenca de celulases na
amostra do concentrado pode ter ajudado na melhoria da umectabilidade dos
tecidos. Hartzell e Hsieh (1998) avaliaram a alteracdo da umectabilidade de tecidos
de algoddo quando tratados com pectinase, celulase, proteases e lipases

determinando que quando as enzimas agiram de maneira individual, os tecidos
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apresentaram pouca melhoria na umectacdo. A combinacdo de pectinases com

celulases proporciona uma mudanca significativa da umectabilidade dos tecidos.

A adicdo de EDTA e SDS nos tratamentos com o concentrado e a enzima
comercial Quimilase® HPS (Tabela 12) contribuiram para uma diminuicdo do tempo
de absor¢do. Varias pesquisas demonstram a eficiéncia da presenca dos agentes
tensoativos nao ibnicos no processo de biopurga (BUSCHLE-DILLER et al., 1998).
Este comportamento foi diferente ao observado com a enzima comercial Viscozyme®
L onde a presenca desses produtos auxiliares nédo teve diferenca entre o0s
tratamentos. O uso de agentes quelantes é imprescindivel nos processos de purga e
biopurga, ja que estes possuem a capacidade de sequestrar ions presentes nas
fibras, evitando assim, problemas nos processos de tingimento, estamparia e
acabamento. O EDTA contribui para a criacdo de zonas livres e acessiveis para a

acdo enzimética, indicando um efeito sinérgico entre estas (LOSONCZI et al., 2005).

Tabela 12. Dados do tempo de absor¢cédo (em segundos) dos tecidos previamente tratados

Tratamento Tempo de absorcéo (segundos)

Concentrado  Quimilase® HPS  Viscozyme® L

S6 enzima 80,00 + 4,7 1,00+ 0,0 240,00+ 0,0
Enzima + SDS 80,00+ 7,0 0,70+ 0,0 185,00 +/- 32,7
Enzima + EDTA 54,00+ 8,5 0,50+0,0 107,00 +/- 28,2
Enzima + SDS + EDTA 41,00 + 3,3 0,60+0,1 230,00 +/- 0,0
Controle Tempo de absorcéo (segundos)
S6 pré-tratamento 240,00 +/- 0,0
Sem pré-tratamento 240,00 +/- 0,0
Purga alcalina 1,10 +/- 0,1

4.3. Reflexdo espectral (K/S)

Os resultados dos tingimentos com vermelho de ruténio dos tecidos de

algodao cru (tecido de malha), apés os diferentes tratamentos, estdo apresentados
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na Figura 30 e Tabela 13 em forma de K/S. Este valor foi calculado a partir da

refletincia no comprimento de absor¢édo maxima de 540 nm.
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Figura 30. Tratamentos realizados com a biopurga. Dados de reflexdo espectral (k/s) dos tecidos

tingidos com vermelho de ruténio.

Tabela 13. Dados de reflex@o espectral dos tecidos tratados e tingidos com vermelho de ruténio.

Tratamento Reflexdo Espectral (K/S)

Concentrado Quimilas,e® HPS Viscozyme®L

S6 enzima 8,60+0,4 3,14+0,1 9,50+ 0,6
Enzima + SDS 9,40+£0,2 3,21+0,0 9,90+0,0
Enzima + EDTA 8,90+0,2 3,48+0,0 9,40+0,3
Enzima + SDS + EDTA 8,70+ 0,0 3,38+0,1 10,90 +0,1
Controle Reflexao Espectral (K/S)
SO pré-tratamento 11,71 +0,2
Sem pré-tratamento 11,05+0,1
Purga alcalina 5,36 +0,0

Os menores valores de K/S foram observados para os tratamentos com a
enzima comercial Quimilase® HPS. Valores de K/S menores significam menor
quantidade de corante catidnico presente no tecido e, consequentemente, menor
quantidade de grupos anidnicos na fibra. Os resultados obtidos nos tratamento com
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a enzima Viscozyme® L e o concentrado foram inferiores & purga alcalina e n&o
apresentaram diferenca com os tratamentos controles “s6 pré-tratamento” e “sem

pré-tratamento”.

A presenca do EDTA e do SDS (individualmente ou em conjunto) ndo teve
nenhuma influéncia nos resultados da leitura do K/S (Figura 30) (Tabela 13).
Segundo Li e Hardin (1998) a integracdo de um surfactante e um quelante na etapa
de lavagem resulta em uma melhoria adicional da eficacia na remocéo da pectina
pela solubilizacdo de ceras, facilitando o ataque das enzimas sobre esta, assim

como sobre a hemicelulose e a celulose.

Os resultados obtidos com a enzima Viscozyme® L foram inferiores aos
obtidos com os tratamentos do concentrado e da Quimilase® HPS. Resultados da
umectabilidade e da reflexdo espectral obtido com a enzima comercial Quimilase®
HPS verificam a efetiva eliminacdo da pectina e de outros componentes que

interferem na hidrofilidade dos tecidos.

4.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para visualizar o efeito dos cinco tratamentos (concentrado, Viscozyme® L,
Quimilase® HPS, purga alcalina e tecido sé pré-tratado) no tecido, micrografias

foram obtidas por MEV como apresentado na Figura 31.

Na fibra sem tratamento enzimatico, observam-se nervuras paralelas e sulcos
suaves (Figura 31E) como relatado por Hardin e Li (1998). Estes autores avaliaram
varias pectinases e celulases comerciais no processo de biopurga através da
determinacdo do K/S, da mudanca na umectabilidade e por MEV encontrando
diferencas estruturais das fibras ap0s cada tratamento. Contrario ao observado na
fibra sem tratamento, a purga alcalina (Figura 31D) apresenta uma auséncia quase
completa das estrias com cavidades desiguais pronunciadas indicando um efeito de
descamacdo (peeling) sobre as impurezas ndo celuldsicas além da presenca de
pequenas particulas adsorvidas sobre a superficie das fibras. Isto coloca em

evidéncia a eliminagdo ndo s6 dos componentes de interesse, como a pectina, como
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também da celulose e o alto consumo de agua que deve ser utlizado para a
eliminacdo total das substancias alcalinas usadas no processo, jA que todos o0s

tecidos foram lavados exaustivamente ap0s o tratamento.

Quando comparadas as fibras do tecido tratado com o concentrado (Figura
31A) e com as tratadas com a enzima comercial Viscozyme® L (Figura 31B) ndo se
observa nenhuma diferenca estrutural. As fibras tratadas com a enzima Quimilase®
HPS (Figura 31C) apresentam fibras irregulares, com mais desgaste e com fissuras
maiores. Estes resultados corroboram os dados obtidos na avaliagdo da
umectabilidade e nos valores de K/S onde a Quimilase® HPS apresentou os

melhores resultados.
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Figura 31. Micrografias dos tecidos mediante MEV. Aumento x3000. A. Concentrado; B. Vis;cozyme®

L; C. Quimilase® HPS; D. Purga alcalina; E. sé pré-tratamento.
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As micrografias obtidas por MEV tém-se tornado uma ferramenta que
possibilita o estudo das estruturas da fibra avaliando a eficacia, vantagens e/ou
problemas tanto da purga alcalina quanto da biopurga (OUAJAI; SHANKS, 2005;
ABDEL-HALIM et al., 2008; ZHANG et al., 2011).

Os resultados obtidos na avaliacdo do processo de biopurga com a amostra
de concentrado do fungo selvagem A. oryzae, sdo promissores, visto que as
enzimas comerciais, Viscozyme® L e Quimilase® HPS, sdo produzidas por micro-
organismos modificados geneticamente com o objetivo de produzir enzimas em

maior concentracdo e com caracteristicas apropriadas ao processo.

O uso do complexo enzimatico contendo xilanase, B-glicosidases e 1,4-B-
endoglucanase produzido pelo fungo A oryzae NRRL 3485 em estado solido no
processo de biopurga quando crescido em residuos da industria do algodao foi
avaliado por Csiszar e colaboradores (2007). Apds o tratamento enzimatico do
tecido de algoddo, o complexo enzimatico mostrou-se eficiente na eliminacdo dos

fragmentos do tegumento das fibras.

Embora a purga alcalina seja muito eficaz na remocdo de impurezas, 0
processo nao é seletivo, requer grandes quantidades de 4gua para a lavagem uma
vez que a etapa estd concluida, tem uma alta exigéncia de energia e produz
residuos que sao prejudiciais para o meio ambiente (HOONDAL et al., 2002;
NIELSEN et al., 2009).

A viabilidade da biopurga tem sido reconhecida em muitas pesquisas ao longo
de varias décadas, mas ainda existem varios problemas a serem resolvidos como
longos periodos de incubacéo, acdo enzimatica ndo uniforme, tingimento irregular,
baixa velocidade do processo e altas concentracdes enzimaticas (HARTZELL,;
HSIEH, 1998; LIN; HSIEH, 2001; AGRAWAL; NIERSTRASZ; WARMOESKERKEN,
2008). Além disso, para a aplicacdo das enzimas na induastria téxtil devem ser
considerados, ndo s6 as condi¢des 6timas da enzima, mas sim o total do processo
ja que ha muitos fatores ao longo da cadeia produtiva que podem afetar a atividade

enzimatica. No caso da biopurga, o pH do tratamento, a temperatura e o tempo do
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processo sdo os fatores mais importantes a serem avaliados (KIM et al.,, 2007,
WANG et al., 2007).

5. Conclusdes

A aplicacdo do coquetel multienziméticos produzido pelo fungo A. oryzae
crescido em meio liquido, contendo casca de maracuja como fonte carbono, no
processo de biopurga na industria téxtil apresentou resultados promissores com
potencial para substituir o processo de purga alcalina, processo prejudicial as fibras

de algodao e ao meio ambiente.
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CAPITULO 4

EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DE PECTINASES
PRODUZIDAS PELO FUNGO Aspergillus oryzae
USANDO O SISTEMA MICELAR DE DUAS FASES
AQUOSAS - ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA
SEPARATION AND PURIFICATION TECHNOLOGY
(2013)

Resumo

Pectinases produzidas pelo fungo A. oryzae crescido em meio liquido
contendo casca de maracujd-amarelo como fonte de carbono foram extraidas
utilizando um sistema micelar de duas fases aquosas contendo tampao fosfato de
s6dio/Triton® X-114. A condicdo mais adequada para esta extracdo foi avaliada em
um desenho fatorial experimental 2% com trés repeticdes no ponto central. A variavel
analisada foi a atividade pectinolitica a qual variou desde 0,233 a 0,601 Ul/mL. A
maior atividade foi obtida na fase pobre em micelas nas condi¢gbes de 25°C, 8% (p/p)
de Triton® X-114 e 20% (p/p) do concentrado. Os resultados indicam que este
sistema micelar de duas fases aquosas (SMDFA) foi capaz de remover pigmentos
visiveis e possiveis inibidores de pectinase presentes no caldo de fermentacao,
ficando retidos na fase rica em micelas. Portanto, este sistema pode ser explorado
como um primeiro passo na purificacdo de pectinases a partir de um sistema de

producéo de baixo custo, com potencial aplicagao industrial.

Palavras chaves: A. oryzae; Pectinase; Triton® X-114; sistema micelar de duas

fases aquosas, casca de maracuja-amarelo.
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Abstract

Production of pectinase by the A. oryzae fungus grown in liquid medium
containing yellow passion peel fruit like a carbon source were extracted by a micellar
system of sodium phosphate buffer/Triton® X- 114. The most appropriate condition
for this extraction was evaluated in an experimental factorial design 23 and three
repetitions at the central point. The variable analyzed was pectinolytic activity with
values between 0.233 and 0.601 IU/mL. The highest activity was obtained with the
micelles poor phase under conditions of 25°C, 8% (wt/wt) Triton® X-114 and 20%
(wt/wt) of the concentrate. The results indicated that this aqueous two-phase micellar
system (ATPMS) was able to remove visible pigments and possible pectinase
inhibitors presents in fermented broth, this compounds were captured in the micelas
rich phases. Therefore, this system can be exploited like a first step in pectinase

purification from a low cost production system with potential industrial application.

Keywords: A. oryzae; Pectinase; Triton® X-114; aqueous two-phase micellar
system (ATPMS), yellow passion fruit peel.
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1. Introducéo

O Brasil € o maior produtor e consumidor de maracuja do mundo, gerando
com isto grandes quantidades de residuos (IBGE, 2012). O rendimento da fruta, em
média, € de 14,8 g de pectina por 100 g de casca, aproximadamente (KULKARNI,
VIJAYANAND, 2010). Isto faz deste residuo uma fonte de carbono ideal para o
crescimento de fungos e para a producdo de varias enzimas, incluindo as
pectinases. Estas enzimas sdo secretadas no meio extracelular para degradar
macromoléculas, como a pectina, a moléculas de menor tamanho para serem

assimiladas e utilizadas em diversas reagfes bioquimicas.

As pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam as
substancias pectinas, presentes na maioria das plantas, e sdo hoje umas das
principais enzimas aplicadas na industria alimenticia, principalmente na clarificagéo
de sucos, na culinaria asiatica, entre outras (UENOJO et al., 2007). Os processos de
purificacdo das enzimas sdo os responsaveis por cerca de 70% do custo final do
produto. Na maioria dos casos, uma enzima de alta pureza ndo é necessaria em
processos industriais permitindo assim o uso de técnicas de separacdo nao-
cromatograficas. O sistema micelar de duas fases aquosas (SMDFA) se encaixa

neste perfil de purificacdo (MAZZOLA et al., 2008).

As micelas sdo agregados de moléculas de surfactante. Uma molécula de
surfactante é formada por duas partes quimicamente distintas: uma parte hidrofilica
e um residuo hidrofébico. As micelas tradicionais sdo formadas de tal maneira que
as porcoes hidrofébicas das moléculas de surfactante migram para dentro, a fim de
minimizar o contato com a agua, formando o nucleo micelar enquanto as porcdes
hidrofilicas permanecem na periferia para maximizar o seu contato com o ambiente
aquoso. A formacdo de micelas reflete um balanco complexo de vérias forcas
intermoleculares, incluindo forcas de van der Waals, atracdes eletrostaticas e
interacdes hidrofobicas (TANFORD, 1980). As microestruturas das micelas formadas
pela ligacdo ndo covalente de moléculas de surfactante individuais sdo instaveis,
contrariamente aos polimeros, por exemplo, que s&o formados pela ligagédo

covalente de mondmeros individuais. Consequentemente, a forma da micela e o
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tamanho, bem como as propriedades das solu¢cées micelares associadas, podem
ser ajustados in situ pela variacdo das condicbes da solucdo, tais como a
concentracdo do surfactante, temperatura e tipo e concentracdo do sal (LIU et al.,
1998). No SMDFA, sob condicbes apropriadas, duas fases aquosas se separam
espontaneamente, tornando-se as fases liquidas imisciveis, uma das quais tem uma
maior concentracdo de micelas do que a outra. A temperatura € um dos fatores
determinantes para a separacao dos surfactantes ndo-ibnicos que tém grupos de
oxido de etileno, como parte hidrofilica. Em temperaturas mais elevadas, acima da
concentracdo micelar critica (CMC), a solucdo aquosa de Triton® X-114 se separa
em duas fases macroscopicas observaveis: uma rica em micelas (fase inferior) e
outra fase oposta, pobre em micelas (fase superior) (ALRED et al.,, 1994;
MAGALHAES et al., 2007).

A CMC, ou seja, a concentracdo minima de tensoativo presente em solugéo
necessaria para a formacédo de micela é considerada condicdo importante para a
separacao das fases, em sistemas contendo concentracdo de tensoativo abaixo da
CMC, o tensoativo fica disperso e ndo formam micelas. Acima desta concentragao, a
substancia tende a formar micelas que podem estar presentes em ambas as fases
(LIU et al., 1996). A fase rica em micelas, no entanto, contém maior nimero de
micelas do que na fase pobre (NIKAS et al., 1992). Este ambiente Unico, com
grandes diferencas fisicas entre as fases ricas e pobres em micelas, € a base de um
processo de separacdo efetivo. Desta forma, o SMDFA tem potencial como uma
separacdo adequada e utii como método de purificacdo e concentracdo de
biomateriais (LIU et al., 1996).

A inibicdo de enzimas por compostos fendlicos é relatada na literatura (BELL
et al., 1965; XIMENES et al., 2010), o que justifica a sua remocao para uma futura
aplicacdo industrial. A este respeito, a extracdo liquido-liquido atende o interesse
industrial, através da clarificagdo do meio de cultura, com a separacdo do composto

fendlico, sendo considerada como uma técnica simples e de baixo custo.

Vérias biomoléculas ja foram extraidas e purificadas pelo SMDFA tais como
proteinas em laboratério (LINDER et al., 2004; LAM et al., 2005; ROOSMALEN, VAN
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et al., 2006) ou em grande escala (MINUTH et al.,, 1996; SELBER et al., 2004),
acidos nucleicos (DIAS et al., 2000), virus (KAMEI; KING; et al., 2002) e antibioticos
(LEE; SU, 1999).

2. Objetivo

Clarificar o concentrado obtido a partir do crescimento do fungo A. oryzae em
meio liquido contendo casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono, utilizando
um sistema micelar de duas fases aquosas formado por tampé&o fosfato de
sodio/Triton X-114.

3. Material e métodos
Este trabalho foi realizado no Laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Brasilia sob a orientacdo da
Professora Dra. Pérola Magalhées.

3.1. Origem dos reagentes

O surfactante octilfenoxi polietoxietanol ndo idnico (Triton® X-114) foi
adquirido pela Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) e o kit BCA™ Protein Assays foi
adquirido pela Pierce (Pierce, Rockford, IL, USA).

3.2. Cultivo em meio submerso

O cultivo do fungo A. oryzae em casca de maracuja-amarelo como fonte de

carbono em meio submerso foi realizado por dez dias a 28°C e 120 rpm conforme

item 3.5 do capitulo 2.
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3.3. Ultrafiltracao

O extrato bruto obtido apds cultivo foi concentrado pelo processo de

ultrafiltracdo conforme descrito no item 3.10 do capitulo 2.
3.4. Determinacgdo da atividade enzimética e proteina total

A concentracdo de proteina total foi determinada utilizando o kit BCA™
Protein Assays (Pierce), segundo instrucdes proprias do fabricante (THERMO
FISHER SCIENTIFIC INC.). Uma solucdo de BSA (0,1 mg/mL) foi usada para

construcdo da curva padrao de acordo com instrucfes do fabricante.

A atividade pectinolitica do concentrado foi quantificada como descrita no item
3.6 do capitulo 2.

3.5. Mapeamento da curva de coexisténcia do sistema tampdao fosfato
de s6dio/Triton® X-114

O diagrama de fase do surfactante ndo iénico Triton® X-114 em tamp&o
fosfato de sédio foi obtido pelo método de ponto-de-névoa (MEEREN, VAN DER et
al., 2002). As solucfes de surfactantes tamponadas de concentragdes conhecidas
foram preparadas e colocadas em um banho-maria termoregulado transparente com
controle de temperatura de 0,02°C. A temperatura foi inicialmente reduzida de tal
modo que a solucdo apresentou uma fase Unica e limpida. Em seguida, a
temperatura foi aumentada lentamente. A temperatura & qual a solu¢éo tornou-se
turva, indicando o inicio da separacao de fases, foi determinada como a temperatura
de ponto-de-névoa. O procedimento foi realizado em triplicata para todos os pontos.

3.6. Planejamento experimental

Para a purificacdo da pectinase utilizando o SMDFA foi estabelecido um

planejamento fatorial 23, com ponto central com 3 repeticdes, sendo consideradas as
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variaveis temperatura (T), volume de Triton® X-114 (X) e volume do concentrado (C),
totalizando 11 ensaios.

Os niveis superior e inferior dos fatores estudados foram, respectivamente,
temperatura (T) 25° e 35°C, volume de Triton® X-114 (X) 4 e 8 mL e volume do
concentrado (C) 10 e 20 mL. Os valores do ponto central para T, X e C foram,
respectivamente, 30°C, 6 mL e 15 mL (Tabela 14).

Tabela 14. Matriz do planejamento fatorial 2° com ponto central em triplicata para a extracdo de

pectinase utilizando SMDFA (T: Temperatura; X: Triton X-114; C: Concentrado).

Va-”-aVEIS Variaveis reais
Ensaio codificadas
T X C
XXz X8 ey my (mu)

! 1 1 1 25 4 10
2 +1 -1 -1 35 4 10
3 -1 +1 -1 25 8 10
4 +1 +1 1 35 8 10
5 -1 1 41 25 4 20
6 + -1 +1 35 4 20
! 1 41 4 25 8 20
8 +1 +1 +1 35 8 20
? 30 6 15
10 30 6 15
11 30 6 15

3.7. Delineamento experimental

A avaliagdo da extracdo de pectinase utilizando SMDFA foi por meio de
analise de variancia, a um nivel de significancia p < 0,05 e a extensao da variancia
explicada por cada modelo foi dada pelo coeficiente de determinacdo, R?. Foi
realizado o desenho fatorial 2% com trés repeticbes no ponto central. Utilizou-se,

ainda, o planejamento fatorial fracionado em dois niveis, onde cada fator assume um
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valor maximo e um minimo. Os resultados estatisticos foram tratados utilizando o

software Design Expert®, versdo 8,02 (Wiley).
3.8. Clarificacdo do concentrado com Triton® X-114

Sistemas tamponados, cada um com uma massa total de 3,0 g, foram
preparados em tubos de ensaio de vidro graduados (10 mL). Triton® X-114 em
diferentes concentracdes (%p/p) (X) foi misturado com o tampao fosfato de sédio 50
mM pH 7,0 e com concentragdes crescentes do concentrado (%p/p) (C) (Tabela 13).
A solucdo resultante foi homogeneizada, evitando a formac&o de espuma.
Posteriormente, as solu¢cdes foram colocadas em um banho-maria termoregulado
transparente com controle de temperatura de 0,02°C a diferentes temperaturas,
definidas anteriormente (Tabela 13). As solu¢des foram mantidas por 2 horas para
atingir o equilibrio de separacao. Depois disso, as duas fases micelares coexistentes
formadas foram cuidadosamente retiradas e armazenadas, separadamente. A
atividade enzimatica das duas fracdes foi determinada conforme item 3.6 do capitulo

2. O procedimento foi repetido trés vezes para assegurar a reprodutibilidade.

O comportamento da particdo das enzimas no SMDFA foi quantificado em
termos do coeficiente de particao (K), definido da seguinte maneira:

Onde C. e Cq4 correspondem a atividade enzimética do concentrado na fase
rica e pobre de micelas, respectivamente. O balanco de massa (BM) foi calculado de

acordo com a seguinte equagao:

BM — CV. + CyVy
C;
Onde C,, Cgy, e C; correspondem as concentracdes do concentrado na fase rica e
pobre em micelas e a concentracao inicial do concentrado, respectivamente. V¢, Vg,

e Vj sdo os volumes da fase rica e pobre em micelas e do concentrado adicionado
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ao sistema, respectivamente. O comportamento da particdo da enzima também foi
avaliado com base na recuperacao da pectinase (Y) em cada fase particionada para
cada sistema estudado:

Cav
Y = 4 % 100
G V;

4. Resultados e discussao

A maior atividade pectinolitica do fungo A. oryzae quando cultivado em meio
liquido contendo casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono foi observado
no decimo dia de cultivo. A casca de maracuja € um residuo agroindustrial rico em
pectina, niacina, ferro, célcio e fésforo (OLIVEIRA et al.,, 2002). O processo de
ultrafiltracdo utilizado para concentrar a amostra deu como resultado um produto
com atividade enzimatica igual a 0,805 Ul/mL. Este valor para a atividade da enzima
pectinase € proximo ao relatado na literatura para outros fungos filamentosos
(SIQUEIRA et al.,, 2010). No entanto, a degradacdo enzimatica da casca de
maracuja libera diferentes pigmentos coloridos no meio fermentado, como
compostos fendlicos, carotendides e flavonodides. Varios estudos indicam a presenca
na casca de maracuja de polifendis (OLIVEIRA et al., 2002), acidos graxos poli-
insaturados (KOBORI; JORGE, 2005), de fibora (CORDOVA et al., 2005),
carotenoides (LOPEZ-VARGAS et al., 2013) e flavonoides (TALCOTT et al., 2003),
entre outras substancias, os quais podem ser precursores de compostos fenélicos
podendo gerar uma cor escura ap0s a degradacdo microbiana e uma possivel

inibicdo enzimatica.

A influéncia do concentrado na curva binodal foi avaliada determinando que a
maior concentragdo do concentrado, menores sdo os valores do “ponto-de-névoa”

em comparag¢ao com a curva na auséncia deste (Figura 32).
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Figura 32. Diagrama de fases do sistema micelar tampao fosfato de sodio/Triton® X-114 mostrando
as regies monofasicas e hifasicas (LOPES et al., 2011). A representa o “ponto-de-névoa” do sistema
de 10% (p/p) do concentrado (4% de Triton 23 +/- 0,15°C; 6% de Triton 23,6 +/- 0,12°C; 8% de Triton
24,3 +/- 0°C). @representa o “ponto-de-névoa” do sistema 20% (p/p) do concentrado (4% de Triton
22,6 +/- 0,06°C; 6% de Triton 23,2 +/- 0,12°C; 8% de Triton 23,9 +/-0,06°C).

Um planejamento fatorial 2° com trés repeticées no ponto central foi utilizado
para aperfeicoar a clarificacdo do concentrado pelo sistema micelar tampéao fosfato
de s6dio/Triton® X-114. Os valores da temperatura, da concentracdo do concentrado
e do Triton® X-114 foram escolhidos com base na curva bimodal na presenca do
concentrado (Tabela 15).

Tabela 15. Valores das variaveis do planejamento fatorial 2° com trés repeticdes no ponto central
utilizado para avaliar a influéncia da temperatura, Triton® X-114 e concentragbes do concentrado na
clarificagédo pelo SMDFA.

Variaveis -1 0 +1
Temperatura (°C) 25 30 35
Triton® X 114 (%p/p) 4 6 8

Concentrado (%p/p) 10 15 20
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Os resultados experimentais obtidos encontram-se resumidos na Tabela 16.
O rendimento foi calculado com base na atividade pectinolitica. Resultados de
rendimento superiores a 100% foram detectados em todos os ensaios. Isso sugere
que proteinas, compostos fendlicos e carotendides poderiam estar inibindo a
atividade enzimética no concentrado e a separagdo destas moléculas para a fase
rica em micelas possibilitou uma melhora na atividade da enzima presentes

separadamente na fase pobre em micelas.

Tabela 16. Matriz do planejamento fatorial 2° com ponto central em triplicata para a clarificacdo do
concentrado utilizando SMDFA (tampéao fosfato de sédio/Triton® X-114) (T: Temperatura; X: Triton® X-

114; C: Concentrado; Y: recuperacdo da pectinase).

Variaveis .. . Variavel
i Variaveis reais

Ensaio codificadas resposta

T X C .
X1 X2 X3 CC) %) (%) ulimL Y (%)
1 -1 -1 -1 25 4 10 0,453 174,10
2 +1 -1 -1 35 4 10 0,233 192,40
3 -1 +1 -1 25 8 10 0,391 194,70
4 +1 +1 -1 3 8 10 0,316 216,40
5 -1 -1 +1 25 4 20 0,557 241,00
6 +1 -1 +1 35 4 20 0,439 218,40
7 -1 +1 +1 25 8 20 0,601 261,60
8 +1 +1 +1 35 8 20 0,468 193,90
9 0 0 0 30 6 15 0,410 375,50
10 0 0 0 30 6 15 0,470 242,10
11 0 0 0 30 6 15 0,490 226,70

Na literatura varios trabalhos apresentaram rendimento superior a 100% para
a extracdo de enzimas usando o SMDFA (MAYERHOFF et al., 2004, CAVALCANTI

et al., 2006). Cavalcanti e colaboradores (2006) em estudos da extragcdo de
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fosfolipase C utilizando o SMDFA com o sistema PEG/fosfato obtiveram um
rendimento de 230%.

O maior rendimento (375,5 %) foi obtido na fase pobre em micelas do ensaio
ndmero 9 (Tabela 16) (30°C; 6% (p/p) de Triton® X-114; 15% (p/p) de concentrado).
Por outro lado, a maior atividade enzimética foi observada na fase pobre em micelas
do ensaio nimero 7 (Tabela 16) (25°C; 8% (p/p) de Triton® X-114; 20% (p/p) de

concentrado).

A atividade de pectinase (Ul//mL) foi a variavel dependente escolhida, uma
vez que com isso, pode-se reduzir o erro relacionado com a inibicdo enzimatica que
provavelmente ocorre no concentrado. Ensaios enzimaticos com a fase rica em
micelas ndo foram considerados precisos, devido a interferéncia do surfactante com
0 ensaio enzimatico empregado. No entanto, os valores de K mais baixos que um,
em todos o0s sistemas micelares, indicam a particdo das pectinases
preferencialmente na fase pobre em micelas, devido as forcas de repulsdo entre a

enzima e as micelas.

Além disso, a amostra resultante apds o sistema de micelas selecionado,
tampao fosfato de sédio/Triton® X-114, apresenta uma importante reducdo no valor
da absorbancia no comprimento de onda maior que 400 nm devido a remocédo de
pigmentos visiveis presentes no concentrado, tais como o0s carotenoides que
absorvem luz entre 425 nm e 490 nm (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA,
2004; LOPEZ-VARGAS et al., 2013) ou flavonoides os quais apresentem duas
bandas de absorcdo entre 300 - 550 nm e entre 240 - 490 nm (MERKEN;
BEECHER, 2000). Este resultado sugeriu a separagdo dos pigmentos para a fase
rica em micelas. A retencdo dos contaminantes para a fase inferior, rica em micelas,
provavelmente se deu devido ao carater hidrofébico destas substancias (RANGEL-
YAGUI et al., 2004). Bordier (1981) demonstrou que as proteinas hidrofilicas
particionam preferencialmente na fase pobre de micelas, enquanto que as proteinas
hidrofébicas de membrana ficam na fase rica em micelas. O SMDFA pode ser
também utilizado para a extragdo de componentes Uteis de origem vegetal e na
extracdo de corantes naturais (RAGHAVARAO et al., 2003).
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Figura 33. Avaliacdo dos pigmentos coloridos visiveis presentes na fase micelar pobre em micelas

(fase topo) do SMDFA com a adi¢cao do concentrado.

Além disso, a diferenca entre os valores de absorbancia do concentrado apos
o SMDFA também pode estar relacionada com a teoria do volume de exclusao (Vex).
De acordo com esta teoria, o particionamento das proteinas €é governado
principalmente por interacdes repulsivas estéricas entre as interacdes das proteinas
globulares hidrofilicas e as micelas néo-carregadas. Neste caso, as proteinas se
particionam preferivelmente na fase pobre em micelas, onde elas experimentam

menos interacdes com o volume das micelas (KAMEI; KING; et al., 2002).

A Tabela 17 mostra a analise de variancia (ANOVA), incluindo os fatores
significativos para a purificacdo parcial de pectinase pelo SMDFA tampao fosfato de
s6dio/Triton® X-114. A temperatura (X1) e o concentrado (X3), em diferentes
concentragbes (%p/p), exerceram efeitos significativos sobre a clarificacdo do
concentrado (p < 0,05). A analise de variancia revelou que o coeficiente de
determinacdo (R? = 0,9548) e o coeficiente de determinacao ajustado (ajustado R? =
0,84934) foram altos. A adequagdo do modelo também é verificada pelo valor obtido
pelo R? ajustado. Valores acima de 75% indicam que os fatores no experimento
explicam a grande porcentagem de variacdo observada. Neste caso, o R? ajustado
foi igual a 84,93%. Se o modelo representa de forma adequada o fenbmeno, a falta
de teste de ajuste ndo deve ser significativa (p > 0,05) (CALADO; MONTGOMERY,
2003). O valor obtido de p para a falta de teste de ajuste foi p = 0.477659 (nao

significativa), o que indica que o modelo € apropriado para este estudo.
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Tabela 17. Analise de variancia (ANOVA) para a clarificacdo do concentrado avaliando a atividade
enzimatica na fase superior como variavel de resposta. O modelo de segunda ordem incluindo as
variaveis independentes: temperatura (X;), concentracio de Triton® X-114 (X,) e concentracdo do
concentrado (Xs).

Fonte SQ GL MQ F-value p-value
Temperatura (Xy) 0,037265 1 0,037265  21,49875  0,043502°
Triton® X-114 (%p/p) (X) 0,001105 1  0,001105  0,63721 0,508448
Concentrado (%p/p) (X3) 0,056448 1 0,056448 32,56615 0,029361
1por2 0,002112 1 0,002112 1,21875 0,384662
1por3 0,000242 1 0,000242 0,13962 0,744554
2por3 0,000338 1  0,000338  0,19500 0,701943
1*2*3 0,003200 1 0,003200 1,84615 0,307180
Falta de ajuste 0,001301 1 0,001301 0,75043 0,477659

Erro puro 0,003467 2 0,001733

Total SQ 0,105477 10

SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; MQ = meia do quadrado; R? = 0.9548. *Nivel de
significancia de 95%

Os resultados da ANOVA para ambas as respostas estédo ilustrados no grafico
de Pareto (Figura 34) omitindo as interacdes menos significativas. Neste gréafico, o
comprimento de cada barra é proporcional ao efeito padronizado da variavel ou
relacionado com a interacédo, e as barras que se estendem além da linha vertical
corresponde aos efeitos estatisticamente significativos a um nivel de confianca de
95%. De acordo com a andlise, o aumento da concentracdo do concentrado (sinal
positivo) provoca aumento na atividade enzimatica de pectinase na fase superior,
enquanto aumento da temperatura (sinal negativo) provoca uma diminuicdo. A
concentracdo de Triton® X-114 n&o foi significativa no modelo testado. No entanto, a
possibilidade de influéncia do Triton-X114 em outras condi¢cdes néo testadas nao

pode ser excluida.
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Figura 34. Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis temperatura (X;), concentracédo de Triton®

X-114 (X,) e concentracdo do concentrado (X3) em UI/ML na fase pobre em micelas na clarificacdo do

concentrado pelo SMDFA.

O modelo mateméatico para representar o processo de extracao de pectinase
utilizando SMDFA tampéo fosfato de sédio/Triton® X-114 considerando as variaveis

significativas € descrito pela equacéao:
Ytopo = 0,58975 — 0,01365* X; — 0,01680* X5

Onde Y representa o valor da atividade enzimatica (Ul/mL) na fase superior,
X, representa a temperatura e X3 representa a concentracdo do concentrado. Essa
equacao mostra que o melhor resultado € encontrado em menor temperatura e
maior concentragdo do concentrado. Assim, para aplicagcbes futuras, o0s
experimentos devem ser testados em condigcbes proximas ao indicado neste

trabalho.

A Figura 35 ilustra de forma simplificada a clarificagdo do concentrado pelo

sistema micelar de duas fases aquosas (SMDFA).
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Figura 35. Esquema da clarificagdo do concentrado com a extracdo de compostos presentes no meio

de cultivo pelo sistema micelar de duas fases aquosas (SMDFA).

Este trabalho foi descrito como um sistema viavel para a aplicacdo industrial
de pectinases, usando um meio de cultura de baixo custo, melhorando a
composi¢do e as caracteristicas fisicas do concentrado com a enzima de interesse
sem perda da atividade enzimatica. Para produtos que exigem elevado grau de
pureza, a extracdo no SMDFA ndao é suficiente e, nesses casos, 0 processo deve ser

sucedido por uma ou mais etapas cromatograficas (FRANCO et al., 2008).

5. Conclusdes

A efetiva clarificacdo do concentrado contendo pectinases foi atingida usado
um SMDFA simples formado por tamp&o fosfato de sédio/Triton® X-114. O método
foi capaz de extrair os pigmentos para a fase rica em micelas e as pectinases foram
recuperadas na fase pobre em micelas. Portanto, o SMDFA apresentado neste
trabalho representa um passo importante para o desenvolvimento de um método de

baixo custo para a clarificagdo do concentrado.



124

Separation and Purification Technology 120 (2013) 452-457

Contents lists available at ScienceDirect

8 tion
BPurification

Separation and Purification Technology

Technology

gt ¥ g " i -
FI SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/seppur

Liquid-liquid extraction of pectinase produced by Aspergillus oryzae
using aqueous two-phase micellar system

@ CrossMark

Paula M. Duque Jaramillo?, Helder A. Rocha Gomes?*, Félix Gongalves de Siqueira”,
Mauricio Homem-de-Mello “, Edivaldo Ximenes Ferreira Filho?, Pérola O. Magalhaes “*
*Laboratory of Erzymaology, Department of Cellular Biology, Unfversity of Brasiia, CEP 7091 0-900 Brasilia, DF, Brazd

" faboratory of Biochemical Processes (LPE), Embrapa Agroenergio, Brasilio, DF, Brazil
£ Department of Pharmaceutical Saences, School of Health Saences, Campus Darcy Ribeiro, University of Brasilio, CEP 70910-900 Brosibio, DF, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 7 June 2013

Received in revised form20 September 2013
Accepted 21 September 2013

Available online 10 October 2013

Separation and punfication of proteins, organic compounds and other biomolecules are feasible by
liquid-liquid extraction based on phase separation in aqueous micellar solution. This work aimed to opti-
mize the extraction of the pectinase enzyme produced by Aspergillus oryzae in a passion fruit peel media,
using a micellar Triton X-114/sodium phosphate buffer system. Best condition for this extraction was
evaluated in a 2* experimental factorial design with a centered face and three repetitions at the central
point. The variable analyzed was the pectinase activity, and in this design, it vared from 0233 to

ﬁf—w:m}‘tm . 0.601 UmL-", The highest activity was obtained in the top phase at conditions 25 °C, 8% Triton X-114
H_'I.F:ifa.\il: S (wifwi) and 20% concentrated crude extract (wt /wt). The results indicated that this aqueous two-phase
Triton X-114 micellar system (ATPMS) was able to remove visible pigments and possible pectinase inhibitors present
Aqueous two-phase micellar system in fermented broth, that partitioned in the bottom phase. Therefore, this system can be exploited as a first
Passion fruit peel step in pectinase purification from a low cost production system with potential industrial application,

@ 2013 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Brazil is the largest passion fruit producer in the world, gener-
ating large amounts of waste from its rind, discharged in juice
and other derivative products [1). Agro-industrial residues, includ-
ing passion fruit peel, represent an important alternative source for
the microbial growth and production of industrial enzymes. In
additon, they contain lignocellulosic material available for exploi-
tation as sources of chemical feedstocks, fuels, foods and feeds.
This fruit yields, on average, about 14.8 g of pectin per 100 g of peel
[2], and can be used as a source of carbon for the growth of fungi
and in the production of various enzymes, including pectinases.
This enzyme is released to the extracellular medium by fungus to
breakdown the pectin polysaccharide complex in simple sugars
to be assimilated and used in several biochemical reactions.

Pectinase is a class of hydrolytic enzymes mainly applied in
food industry, as in juice clarification and fermentation of Asiatic
food [3]. There are other applications for this class of enzymes as
bioscouring agent in the textile industry [4].

*= Corresponding author, Address: Departamento de Farmdcia, Faculdade de
Ciéncias Farmactuticas, Universidade de Brasilia, Campus Universitdrio Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, Brazil. Tel.: 55 61 33072589,

E-rail address: perolamagalhaes@unb br (PO, Magalhes).

1383-5866(% - see front matter © 2013 Published by Elsevier B.V.
hitp: || dx.doi.oeg10.1016/].seppur.2013.09.020

Enzyme purification is responsible for about 70% of the final
cost of the product in industrial processes. In most cases, a high
purity enzyme is not necessary in industrial processes, supporting
non-chromatographic separation techniques. Aqueous Two-Phase
Micellar Systems (ATPMS) fit in this purification profile [5).

Micelles are self-assembling aggregates composed of surfactant
molecules. A surfactant molecule consists of two distinct chemical
moieties: the hydrophilic, water-loving moiety and the hydropho-
bic, water-fearing moiety. Micelles are formed in such a manner
that the hydrophobic moieties of surfactant molecules flock inside
to form the micellar core in order to minimize the unfavorable con-
tact with water, while the hydrophilic moieties remain on the
periphery to maximize their contact with the agueous environ-
ment. The formation of micelles represents a delicate balance of
several intermolecular forces including those of the van der Waals,
steric, hydrophobic, and electrostatic types [6]. The resulting mi-
celles are labile microstructures formed by the noncovalent bind-
ing of individual surfactant molecules, contrary to polymers, for
example, which are formed by the covalent binding of individual
monomers. Consequently, micellar shape and size, as well as the
associated micellar solution properties, can be tuned in situ by
varying solution conditions, such as surfactant concentration, tem-
perature, and salt type and concentration [6]. In ATPMS, under
appropriate conditions, two aqueous phases spontaneously sepa-
rates, becoming immiscible, liquid phases, one of which has a
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greater concentration of micelles than the other [6]. Temperature
is one of the determinant factors to phase separation among non-
ionic surfactants that have ethylene oxide groups as its hydrophilic
part. Upon higher temperatures, aqueous solutions of octylpheno-
lethoxylate (Triton X-114)separate in two observable macroscopic
phases. One of those micelle-rich (bottom phase), and another,
opposite, micelle-poor phase (Fig. 1) [7-9].

Other important condition to phase separation is the critical mi-
celle concentration, a threshold concentration below which there
is no micelle formation and the surfactant is dispersed. Above this
concentration, the substance tends to form micelles, which are
present in both phases [10]. The micelle-rich phase, however, con-
tains larger and outnumbered micelles than the diluted phase [11].
This unique environment, with high physicochemical contrast
among micelle-rich and micelle-poor phases is the basis of an
effective separation procedure. In this way, ATPMS has potential
as a suitable and useful separation, purification and concentration
method for biomaterials [10].

Several biomolecules have already been extracted and purified
by ATPMS. Examples includes proteins in a laboratory [12-14] or
large-scale [15,16], DNA and nucleic acids [17], viruses [18] and
antibiotics [19].

In this paper, we report the successful preferential extraction/
pre-purification of the pectinase produced by Aspergillus oryzae,
with the simultaneous removal of the impurities present in the
cultivate medium. In so doing, we present proof-of-principle of
pectinase partitioning in aqueous two-phase micellar systems,
with no activity loss, thereby establishing an attractive scalable
method for the purification of this enzyme produced in passion
fruit peel, product that can be considered an agricultural residue.
Moreover, this work presents a viable product for the industrial
application of pectinases, using a low-cost culture medium to ob-
tain a clarified concentrated of the target enzyme. The filamentous
fungusA. oryzae has the GRAS (Generally Recognized as Safe) status
from FDA (Foods and Drugs Administration), for the production of
several enzymes [20], thus allowing it to be used in animal and hu-
man feed.

2. Material and methods
2.1. Materials

The nonionic surfactant octylphenolethoxylate (Triton X-114)
was purchased from Sigma (St. Louis, MO). Other chemicals were

Raise
Temperature

Homogeneous
Micellar Solution

interface 4

of reagent grade and used as purchased unless otherwise stated.
All the other reagents were of analytical grade.

2.2. Organism and enzyme production

A oryzae was isolated from the natural composting of textile
wastes and was identified by the Laboratory of Food Microbiology,
Federal University of Lavras, Brazil. The fungus was maintained in
PDA medium (2% potato broth, 2% dextrose and 2% agar). For pectin-
ase production, an aliquot (5.0 mL)of spore suspension (10® spores/
mL) was inoculated into Erlenmeyer flasks containing 500 mL of the
liquid medium (0.7% KH,PO,, 02% K,HPO,, 0.05% MgS0,4 7H,0 and
0.16% (NH,)250, wjv) at pH 7.0 with 1% (w/v) passion fruit peel as
the carbon source. The cultures were incubated at 28 “C under con-
stant agitation at 120 rpm for ten days. The crude extract obtained
from these cultures was centrifuged at 10.500¢ for 10 min at
20 °C, filtered through a Buchner funnel with filter paper (Whatman
No. 1), and stored at 4 °C.

2.3. Mapping the coexistence curve of the Triton X-114/buffer systems

The phase diagram of the nonionic surfactant in buffer were ob-
tained by the cloud-point method [21]. According to this theory
and based on the already known coexistence curve at pH 7.2
[22], in this work the influence of the crude extract in the binodal
curve was evaluated using three different surfactant concentra-
tions (4.0, 6.0 and 8.0%wt/wt). Briefly, ATPMS were formed con-
taining buffered surfactant solutions on the above concentrations
and crude extract at 10% and 20% (%wt/wt). The systems were pre-
pared and placed in a transparent thermo-regulated device with
temperature control within 0.02 °C. A magnetic stirrer was used
to ensure temperature and concentration homogeneity. The tem-
perature was first lowered such that the solution exhibited a single
and clear phase. Then, the temperature was raised slowly, and
when the solution first became cloudy, indicating the onset of
phase separation, was taken as cloud temperature (Tcloud).

2.4. Ultrafiltration

The crude extract of A. oryzae was concentrated by ultrafiltra-
tion using an Amicon System (Amicon Inc, Beverly, MA 01915,
USA) fitted with 10 kDa (PM 10) cut-off-point membrane at 10°C
and 2.5 kgf/em?.

Micelle-poor
phase

Micelle-rich
phase

Agueous Two-Phase
Micellar System

Fig. 1. Schematic illustration of a Triton X-114 micellar solution phase separation, upon temperature increase. Each of the resulting coexisting phases contains cylindrical
micelles but at different micellar concentrations. Note also that, on average, the cylindrical micelles in the micelle-rich (bottom) phase are larger than those in the micelle-

poor (top) phase [6-10].
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2.5, Enzyme and total protein assays

Pectinase activity was determined by mixing 25 L of enzyme
solution with 50 pL of pectin from citrus fruits (10mg mL™") at
50 °C for 30 min. The release of the reducing sugar was measured
using the 3.5-dinitrosalicylic acid (DNS) method [23]. One unit
was expressed as pmol reducing sugar formed min mL~" enzyme
solution, i.e., as IlU mL™", Galacturonic acid was used as standards.

Total protein concentration was determined by the BCA meth-
od, using Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific
Inc.) [24]. This method is based on bicinchoninic acid (BCA) for
the colorimetric detection and quantitation of total protein. Thus
combines the well-known reduction of Cu®* to Cu'* by protein in
an alkaline medium (the biuret reaction) with the highly sensitive
and selective colorimetric detection of the cuprous cation (Cu'")
using a unique reagent containing bicinchoninic acid [25]. The
purple-colored reaction product of this assay is formed by the
chelation of two molecules of BCA with one cuprous ion. This
water-soluble complex exhibits a strong absorbance at 562 nm
that is nearly linear with increasing protein concentrations over a
broad working range (20-2000 pg/mL). Accordingly, protein con-
centrations generally are determined and reported with reference
to standards of a common protein such as bovine serum albumin
(BSA). A series of dilutions of known concentration are prepared
from the protein and assayed alongside the unknown(s) before
the concentration of each unknown is determined based on the
standard curve [24].

2.6. Experimental design

Statistical design was carried out for pectinase extraction using
ATPMS, which was evaluated by analysis of variance, at a signifi-
cance level p < 0.05 and the extent of variance explained by each
model was given by the coefficient of determination, R%. A 2° facto-
rial design and three replicates in the center point were employed.
The factorial design with 02 levels assumes linearity in the effects
of the factors. After the experiments at pre-determined conditions,
statistical results were treated with the aid of the software Design-
Expert 8.02 (Wiley).

2.7. Partitioning of pectinases in Triton X-114 aqueous two-phase
micellar systems

Buffered systems, each one with a total mass of 3.0 g were pre-
pared in graduated test tubes (10 mL). Triton X-114 surfactant in
different concentrations (%wt/wt) was mixed with Sodium phos-
phate buffer 50 mM pH 7.0 and with increasing concentrations of
the crude extract concentrated %wt/wt (Table 1). The resulting
solutions were well mixed. Subsequently, the solutions were
placed in a thermo-regulated device, previously set at different
temperatures, Solutions were maintained at that temperature for
at least 2 h to attain partitioning equilibrium.

After that, the two coexisting micellar phases formed were
withdrawn separately with great care, using syringe and needle
sets, and the enzymatic activity was determined. The procedure
was repeated three times to ensure reproducibility. The

Table 1

Variables values of a 27 factorial design with centered face and three repetitions at the
central point used to evaluate the influence of temperature, Triton X-114 and
enzymatic extract concentrations on pectinase purification for ATPMS.

Variables 1 0 +1
Temperature (*C) 25 30 35
Triton X 114 (3wt/wt) 4 6 ]
Enzymatic extract (Ewt/wt) 10 15 20

partitioning behavior of enzymes in ATPMS was quantified in
terms of the partition coefficient K, defined as follows:

— Cc

k==t
Gy

where C. and Cy are Pectinase concentrations in the micelle-rich
(concentrated) and micelle-poor (dilute) phases, respectively.

The mass balance (MB) was calculated according to the follow-
ing equation:

_ Cch 1 CdVd

MB v

» 100%
where C,, Cg, and C; are the pectinase concentrations in the micelle-
rich phase, micelle-poor phase and in the crude extract concen-
trated, respectively. V,, Vg, and V; are the volumes of the micelle-rich
phase, micelle-poor phase and of the crude extract concentrated
added to the system, respectively.

The partitioning behavior of the enzyme was also evaluated
based on Pectinase recovery (Y) at the phase it partitioned prefer-
entially for each studied system, that is:

_ CdVd
Y= v, = 100
3. Results

3.1. Pectinase production

A. oryzae was grown on medium containing passion fruit peel as
the carbon source and the highest yield of pectinase activity was
observed on the 10th day. The passion fruit peel is an agro-indus-
trial residue rich in pectin, niacin, iron, calcium and phosphorus
[26,27]. The ultra filtration process used to concentrate the sample
resulted in a product with enzymatic activity equal to (805U L)
Such value for pectinase enzyme activity is close to that reported in
the literature for other filamentous fungi [28]. However, the enzy-
matic degradation of passion fruit peel releases different colorful
pigments in the fermented medium, like phenolic compounds
and carotenoids. Several studies indicate the presence of polyphe-
nols [26,29], polyunsaturated fatty acids [30] and fiber [27], among
other classes of substances, which may be a precursor of phenolic
compounds to the fermented medium and generating the dark col-
or after the microbial degradation and a possible enzymatic inhibi-
tion. The presence of carotenoids in the passion fruit peel has been
described by Jairo et al. [31]. Carotenoids are yellow, orange and
red lipid-soluble pigments, which occurs in many fruits and vege-
tables. Such pigments can be found in passion fruit peel and absorb
light mostly between 415 nm and 490 nm [31,32]. Enzyme inhibi-
tion by phenolic compounds is reported in the literature, especially
in concentrated broth, what justifies their removal for future
industrial application. In this regard, liquid-liquid extraction
meets the industrial interest, by clarifying the culture medium,
partitioning the phenolic compound, being regarded as a simple
and low cost technique.

3.2. Mapping the coexistence curve of the Triton X-114/buffers systems

Knowledge of the coexistence curve is essential when working
with aqueous two-phase micellar systems. The coexistence curve
represents the boundary separating the one-phase region from
the two-phase region of an appropriate phase diagram, The influ-
ence of crude extract in the coexistence curve previously reported
by our research group was verified, and a lowering in cloud point
values was observed in comparison to the curve in absence of
the extract (Fig. 2).
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Fig. 2. Experimentally determined phase diagram of the TX-114/buffer micellar
system, showing two-phase and one-phase regions [22]. Triangles represent cloud
point of the system at 10%wtfwt crude extract (4%Triton 23 +0.15 °C; 6%Triton
23.6 +0.12°C; 8%Triton 24.3 + 0 °C). Circles represent cloud point of the system at
20%wtjwt  (4%Triton 226+006°C; 6%Triton 23.2+012°C; 8%Triton
23.9 2006 °C).

3.3. Pectinase partitioning by aqueous two-phase micellar system
(Triton X-114/buffer)

A 2° factorial design with a centered face and three repetitions
at the central point was employed to optimize the pectinase puri-
fication by Triton X-114/buffer micellar system. The temperatures
and Triton X-114 concentrations for this work were based on the
binodal curve in the presence of the crude extract, and on the pre-
vious stability studies of pectinases. The evaluation of such afore-
mentioned models led the present work to the variables of Table
1. The obtained experimental results are summarized in Table 2.

As can be seenin Table 2, the yield was calculated based on the
pectinase activity. Therefore, the yield above 100% could be due to
migration of other proteins that could be inhibiting the pectinase
activity to the bottom phase. Furthermore, the removal of pheno-
lics compounds and carotenoids may also have improved enzy-
matic activity in poor-phase micelle, as discussed in the previous
section, leading to a yield greater than 100%. In the literature sev-
eral works presented yield higher than 100% for enzyme extraction
using ATPS [33,34]. Cavalcanti et al. in extraction studies on phos-
pholipase C using PEG/phosphate ATPS obtained yield of 230% [34].

The highest value for yield in the top phase (375.5%) was ob-
tained at run 01 (30 °C, 6% Triton X-114 %wt/wt and 15% crude ex-
tract concentrated %wt/wt). On the other hand, the highest
enzymatic activity value in top phase was observed in the assay
10, with 25 °C, 8% Triton X-114 %wt/wt and 20% crude extract con-
centrated %wt/wt. One can figure out that the higher activity ob-
tained in the run 10 is due to a better partition of the enzyme to
the top phase when compared to its inhibitors. Thus the chosen
dependent variable was the pectinase activity (U mL™'), once by

Table 2

Results of pectinase extraction by ATPMS (Triton X114/buffer) on responses yield in
the top phase (Yiop) and pectinase activity (U mL ") in the top phase, according to the
2? factorial design with centered face and three repetitions at the central point.

Assays  Variables UmL"'  Y(%)
Temp (°C) Triton X114 (%) Crude extract (%)
1 30 6 15 041 3755
2 30 6 15 047 242.1
3 30 6 13 049 226.7
4 25 4 10 0.453 1741
5 35 4 10 0233 192.4
G 25 8 10 0.391 194.7
7 35 8 10 0316 2164
8 25 4 20 0557 2410
9 35 4 20 0439 2184
10 25 8 20 0.601 2616
11 35 8 20 0.468 1939

doing this we can reduce the error related to the enzymatic inhibi-
tion which probably occurs in the crude extract. Assays at micelle
rich-phase were not considered accurate due to surfactant interfer-
ence with the pectinase assay employed. However, the K values
lower than one in all micellar systems indicate that pectinase par-
titions preferentially to the dilute, micelle-poor phase, owing to
the repulsive forces between the enzyme molecules and the
micelles

Moreover, Fig. 3 gives evidence that the micellar system Triton
X-114/ buffer selected was effective in the removal of visible color-
ful pigments. Fig. 3 showed an important decrease in the absor-
bance value of the sample of the top phase after 400 nm. This
result suggested the partition of the pigments to bottom phase.
The contaminants partitioned to bottom phase (micelles-rich
phase) is probably due to the hydrophobic character of the phase
and the compounds [35]. Bordier (1959), showed that hydrophilic
proteins partition preferentially into the micelle-poor phase, while
hydrophobic or integral membrane proteins partition preferen-
tially into the micelle-rich phase [36].

In addition, the difference between the absorbance values after
the system can also be related to the excluded-volume theory.
According to this theory, the partitioning of proteins is governed
primarily by repulsive, steric, excluded-volume (EV) interactions
between the globular hydrophilic proteins and the non-charged
micelles. In this case, the proteins partition preferentially into
the micelle-poor phase, where they experience fewer excluded-
volume interactions with the micelles [37].

Table 3 shows the analysis of variance (ANOVA) including the
significant factors for pectinase purification by ATPMS Triton
X-114/buffer, Temperature (X;) and the crude extract concentrated
(X3) in different concentrations (%wt/wt) had significant effects on
the enzyme purification (p < 0.05). Beside, the ANOVA revealed
that the coefficient of determination (R*=0.9548) and adjusted
coefficient of determination (adjusted R’ =0.84934) were high.
The model fit is also verified by the value obtained by the adjusted
R% Values above 75% indicate that the factors in the experiment
explain large percentage of the observed variation. In this case
the adjusted R? was equal to 84.93%, If the model adequately rep-
resents the phenomenon, the lack of fit test (lack-of-fit) should not
be significant (p > 0.05)[38]. The p-value obtained for the lack of fit
test was p=0477659 (not significant), which indicates that the
model is appropriate for this study.

Results of ANOVA are illustrated in Fig. 4, in the Pareto chart for
both responses, omitting the less significant interactions. In this
chart, the length of each bar is proportional to the standardized ef-
fect of the related variable or interaction, and the bars extending
beyond the vertical line correspond to the statistically significant
effects at a confidence level of 95% According to the analysis

45
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Fig. 3. Evaluation of the visible colorful pigments present in the micelle-poor phase
(top-phase) of the ATPMS with the addition of fermented broth.
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Table 3

Analysis of variance (ANOVA) for pectinase purification using enzymatic activity in top phase as response variable. The model of second order including as independent variables

temperature (X, ), Triton X-114 concentration (X;) and Crude extract concentration (X3 ).

Source 55 DF MS F-value p-value
Temperature (X;) 0.037265 1 0.037265 2149875 0.043502°
Triton X-114 Swrjwt () 0.001105 1 0.001105 063721 0.508448
Crude extract ¥wt/wt (X3) 0.056448 1 0.056448 3256615 0.029361°
1by2 0.002112 1 0.002112 121875 0.384662
1by3 0.000242 1 0.000242 0.13962 0.744554
2by3 0.000338 1 0.000338 0.19500 0.701943
1273 0.003200 1 0.003200 1.84615 0.307180
Lack of fit 0.001301 1 0.001301 0.75043 0.477659
Pure error 0.003467 2 0.001733
Total 55 0105477 10
55 = sum of square; DF = degree of freedom; MS = mean of square; R* = 0.9548.
* Significative at level of 95%
(3)[Extract] | ‘5 706676
(1)Temp ‘ -4 53667 ]
1723 | ‘-1.353?3
Thy2 1.10397
(2)[Triton] 7982553
2by3 441588 ]
1by 3 3736514 ]
p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fig. 4. Pareto chart for the effects of variables temperature (X, ), Triton X-114 concentration (X,) and Crude extract concentration (X;) onU mL "in the top phase of pectinase

purification by ATPMS.

below, increase in the extract concentration (positive sign) causes
increase in pectinase enzymatic activity in top phase, while in-
crease in temperature (negative sign) causes a decrease. No inter-
action effect was significant. The Triton X-114 concentration was
not significant in the tested model. However, the possibility of
existing Triton X-114 influence in the partition in other nontested
conditions cannot be excluded.

The mathematical model to represent the process of pectinase
extraction using ATPMS Triton X-114/buffer, considering the sig-
nificant variables is described by the Eq. (1).

Yep =0.58975 — 0.01365°X; + 0.01680°X; (1)

where Y represents the predicted value for UmL'in top phase and
X, represents temperature and X; represents extract concentration.

This equation shows the best result is found at lower tempera-
ture and higher extract concentration. Thus future applications
should be tested in conditions close to the indicated in this work.

4. Conclusions

The effective clarification of fermented broth containing pectin-
ase was attained using a simple aqueous two-phase micellar sys-
tem formed by Triton X-114/buffer. The method was capable of
extracting pigments into the micelle-rich phase and the target bio-
molecule partitioning to the opposite phase. Therefore, the ATPMS
presented in this paper represents an important step towards
developing a low cost separation method for pectinase.
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BIOMASS-DERIVED INHIBITORS OF HOLOCELLULASES

Gilvan C. Duarte; Leonora Rios S. Moreira; Paula Marcela D. Jaramillo; Edivaldo

Ximenes F. Filho

ABSTRACT

Enzymes constitute a major monetary cost in the bioconversion of
holocellulose to ethanol. Identifying enzyme inhibitors and moderating their effects is
one approach that may help to overcome this issue. Most inhibitors that reduce the
hydrolysis activity of holocellulases are released as the holocellulosic biomass is
broken down in the pre-treatment and hydrolysis steps. Recent reports in the litera-
ture have shown that the major inhibitors or deactivators of cellulases are phenols
and xylooligosaccharides. The bioconversion of hemicelluloses by hemicellulases
also has important practical applications in various agro-industrial processes in
addition to the conversion of hemicellulosic biomass to fuels and chemicals.
Hemicellulases, such as B- xylosidases, may also help alleviate the inhibitory effect
of xylooligosaccharides to cellulases. However, compared to cellulases, less is
known about the inhibition or deactivation of hemicellulases and pectinases,
especially for inhibitors that are generated during pre-treatment and the hydrolysis of
lignocellulosic substrates. Considering the importance of such enzymes for the
complete degradation of lignocellulosic substrates, this review provides a broad view
of the effect of inhibitors of holocellulases (cellulases, hemicellulases, and

pectinases).

Keywords Cellulase; Hemicellulase; Phenolic compounds; Xylooligosaccharide;

Biomass.
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Junior

RESUMO

Proteases sdo enzimas que catalisam a reacdo de hidrélise das ligacbes
peptidicas existentes em moléculas de proteina, dando origem a peptideos menores
e aminoacidos. O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro e ocupa 23% do
territério nacional, abrangendo cerca de 2 milhées de km? do Brasil Central. Para
realizar o isolamento dos fungos foi utilizado o método de plagueamento direto e
diluicdo seriada em placas de Petri contendo 0s seguintes meios de cultura: DRCB
(Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol); DG 18 (Dicloran Glicerol 18%); e Agar Aveia
4% (20g de farinha de aveia, 12,59 de Agar) contendo antibiético 100 ppm
(Estreptomicina, Penicilina ou Tetraciclina). A metodologia utilizada para sele¢cao dos
fungos filamentosos isolados do cerrado do Centro-Oeste brasileiro mostrou que 9
dentre os 17 fungos filamentosos testados apresentaram atividade proteolitica. As
espécies de fungos filamentosos que apresentaram formacéo de halo claro ao redor
das colbnias nos ensaios para deteccdo da producdo de protease em meio de
cultivo sdlido foram: Aspergillus foetidus, Fusarium solani, Paecylomices variotti,
Penicillium citrinum, Penicillum crustosum, Penicillium fellutanum, Penicillium
glandicola e Penicillium restrictum. As maiores atividades proteoliticas em pH 5,0,
utilizando azocaseina como substrato, foram apresentadas pelas espécies
Aspergillus versicolor, Aspergillus foetidus, Fusarium solani, Paecylomices variotti,
Penicillium citrinum, Penicillium decumbens, Penicillium fellutanum e Penicillium

restrictum. Neste sentido faz-se necessaria a otimizacdo do processo fermentativo



136

dos fungos acima citados que apresentaram expressao de proteases extracelulares
em meio liquido, uma vez que com a otimizacdo das variaveis do processo podera

ser possivel a inducédo de maior atividade proteolitica.

Palavras-chaves: Proteases, Cerrado Brasileiro, plaqueamento direto, diluicao

seriada.
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Jaramillo; Marcos Henrique Luciano Silveira; Jirgen Andreus; Fabiana Aparecida

Couto; Luis Roberto Batista; Edivaldo Ximenes Ferreira Filho.

ABSTRACT

Fungal species, including Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Emericella
nidulans, Penicillium citrinum, Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum and
Paecilomyces lilacinum, were isolated from cotton processing residues. They were
screened for their ability to produce holocellulases when grown in liquid-state media
containing agro-industrial residues as the carbon sources. Experiments on the
growth of filamentous fungi on culture media containing cotton residue as the carbon
source is reported for the first time. For convenience, cultivation conditions (other
than temperature) and enzyme assays were the same for all fungi, i.e., no attempt at
optimization of individual was made. The objective of this workwas to identify fungi
and holocellulase (cellulase, hemicellulase and pectinase) of academic interest and
as well as of potential commercial application. The pattern of holocellulase
production was influenced by the type of agro-industrial residue present in the
medium. The best yields of holocellulases were obtained from extracts of A. oryzae
and A. terreus. Enzyme multiplicity was evidenced by fractionation of the crude
extracts on ultrafiltration, gel filtration and ion-exchange chromatography procedures

and zymogram analysis.

Keywords: Banana stem; Cotton residues; Holocellulose; Holocellulase.
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ABSTRACT

Agaricus brasiliensis CS1, Pleurotus ostreatus H1 and Aspergillus flavus
produced holocellulases when grown in solid and submerged liquid cultures
containing agro-industrial residues, including sugar cane bagasse and dirty cotton
residue, as substrates. These isolates proved to be efficient producers of
holocellulases under the conditions used in this screening. Bromatological analysis of
agro-industrial residues showed differences in protein, fiber, hemicellulose, cellulose
and lignin content. Maximal holocellulase activity (hemicellulase, cellulase and
pectinase) was obtained using solid-state cultivation with 10% substrate
concentration. In this case, remarkably high levels of xylanase and poly-
galacturonase activity (4,008 and 4,548 1U/l, respectively) were produced by A. flavus
when grown in media containing corn residue, followed by P. ostreatus H1 with [U/I
values of 1,900 and 3,965 when cultivated on 5% and 10% sugar cane bagasse,
respectively. A. brasiliensis CS1 showed the highest reducing sugar yield (11.640
mg/ml) when grown on medium containing sugar cane bagasse. A. brasiliensis was
also the most efficient producer of protein, except when cultivated on dirty cotton
residue, which induced maximal production in A. flavus. Comparison of enzymatic

hydrolysis of sugar cane bagasse and dirty cotton residue by crude extracts of A.
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brasiliensis CS1, P. ostreatus H1 and A. flavus showed that the best reducing sugar

yield was achieved using sugar cane bagasse as a substrate.

Keywords: Agaricus brasiliensis CS1; Agro-industrial residue; Holocellulose;
Holocellulase; Xylanase; Pectinase.
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LIGNOCELLULOSE-DEGRADING ENZYMES: AN OVERVIEW OF GLOBAL
MARKET

Paula M. D. Jaramillo, Helder A. R. Gomes, Antonielle V. Monclaro, Caio O. G. Silva,
Edivaldo X. F. Filho

ABSTRACT

The commercial enzyme market is a dynamic one that is forecast to show
significant growth over the next decade. Enzymes are being used in diverse array of
applications in industries, ranging from the food, feed, detergent, paper, leather,
biofuel and textile industries and new areas of application are constantly added.
Within this scenario of enzyme applications, the lignocellulose-degrading enzymes
play a significant role in today’s commercial status of biotechnology. However, the
production cost and the yields of lignocellulose-degrading enzymes are considered
the major problems in commercial exploitation. Lignocellulose represents an
abundant carbon-neutral renewable resource for the production of bioenergy and
biomaterials. Due to the recalcitrant structure of lignocellulose, a consortium of
enzymes differing in their specificity and mechanism of action is needed to act on this
substrate. Thus, the use of protein engineering and directed evolution has provided
important tools for the efficient development of these enzymes with improved
properties for established technical and commercial applications. Here, we reviewed
the scenario for lignocellulose-degrading enzymes applications on commercial scale,

including the present status and future perspectives.
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ANEXO 1
Identificac&o genotipica do fungo filamentoso Aspergillus oryzae

A identificag&o foi realizada no Laboratorio de Microbiologia: Interacdo Planta-
Praga do Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia sob a orientacéo

do professor Dr. Robert Miller.

Para efetuar a confirmacéo da posicdo taxonOmica do fungo por meio de
andlise molecular, um disco de miceélio com 0,7 cm de diametro, foi crescido em
frascos tipo Erlenmeyer contendo meio de cultura liquido Czapek com extrato de
levedura (CYA) (PITT; HOCKING, 1997) por trés dias, 28°C, a 120 rpm. A
recuperacdo do micélio foi feita por meio de filtragem com auxilio de uma bomba de
vacuo, com lavagens com agua destilada previamente esterilizada, para remocao de
todo residuo do meio de cultura. A maceracdo manual foi conduzida com auxilio de
nitrogénio liquido. O DNA gendmico foi extraido pelo método fenol-cloroformio
(RAEDER; BRODA, 1985), contendo no tamp&o de extragao Tris HCI 200 mM, NaCl
250 mM, EDTA 25 mM e SDS 0,5% pH 7,0. A quantificacdo do DNA total foi
realizada visualmente por comparagdo com o marcador padrdo Low DNA Mass
Ladder® (Invitrogen) por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, 5V cm?,

brometo de etidio na concentracdo de 1 ug mL™ e U.V. a 254 nm.

A amplificacdo das regides espacadoras intergénicas do DNA ribossomal
(rDNA) nuclear (ITS 1 e 2) foi realizada utilizando primers universais ITS5 e ITS4 em
uma reacdo contendo Tampdo da Taq platinum® (Invitrogen) 1X, MgCl, 4 mmol,
dNTPs 1 mmol™?, primer forward ITS5 e reverse ITS4 2,5 mmol™?, Taq polimerase
platinum® (Invitrogen) 1U e DNA total 20 ng. O programa de termociclagem utilizado
foi de desnaturacéo inicial a 94°C por 4 minutos, desnaturagdo do DNA a 94°C por 1
minuto, temperatura de anelamento do primer de 50°C por 1 minuto, extensao de
72°C por 1 minuto, extenséo final de 72°C por 5 minutos e conservacéo da reagao a
10°C. Os trés passos de desnaturacdo do DNA, anelamento e extensdo foram

repetidos 30 vezes.
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O sequenciamento da regido rDNA ITS foi realizado em sequenciador ABI
3130xl da Applied Biosystems nos sentidos forward e reverse, onde a reacao de
sequénciamento foi conduzida com 15ng do produto da PCR, 3,2 pmol do primer
forward (ITS5) e 3,2 pmol do primer reverse (ITS4), e 3 ul do kit BigDye V3.1 da
Applied Biosystems. A analise bioinformatica das sequéncias foi realizada utilizado o
programa Sequencher v4.8 (Gene Codes Corporation) para o alinhamento, edicéo e
formacdo de contigs, e analise BLASTn das sequéncias contra o banco de dados
GenBank no NCBI.
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ANEXO 2

Protocolo substratos para ensaio enzimatico

e Pectina 1%
o Pectina de frutas citricas (Sigma-Aldrich®)
o Agua destilada
e Xilana 1%
o Xilana oat spelt (Sigma-Aldrich®)
o NaOH 1M
o HCI1M
o Tampéo acetato de sédio 100 mM pH 5,0
o Agitar por uma hora e centrifugar por 20 minutos e recuperar o
sobrenadante.
e Carboximetilcelulose 1%
o CMC (low viscosity - Sigma-Aldrich®)
o Agua destilada
e Manana 0,5%
o Manana (Sigma-Aldrich®)

o Agua destilada
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ANEXO 3

Protocolo solucdo de Karnovsky - microscopia eletrénica de varredura

Solucgéo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
e 2% de glutaraldeido
e 2% de paraformaldeido

e 3% de sacarose em tampao Cacodilato de Sodio 0,05 M pH 7,3
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